EFEITO DO TEMPO E DA TEMPERATURA, ENTRE A COLETA
E A CENTRIFUGACAO, NA CONCENTRACAO DE PROGESTERONA
DO SORO E PLASMA DE VACAS NELORE!

EZEQUIEL RODRIGUES DO VALLE? e MARGOT ALVES NUNES DODE?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar os efeitos de tempo e temperatura de
incubagio, entre a coleta e a centrifugagio, na conceniragio de progesterona em amostras de
soro e plasma bovino. Setenta e duas amostras de sangue (com e sem heparina) coletadas de
trés vacas nelore prenhes, foram incubadas a 4 ou 28°C, durante O, 1, 2, 4, 8 e 24 horas,
centrifugadas apSs cada perfodo de incubagio, e o soro ou plasma armazenados a -20°C. A
determinacio dos niveis de progesterona foi efetuada por radioimunoensaio. Redugdes signi-
ficativas (superiores a 60%, P < 0,05) nos niveis de progesterona, em relacio aos valores ini-
ciais, foram observadas nas amostras para obtencdo de soro mantidas por mais de duas horas
a 289C ou por mais de quatro horas a 4°C. No plasma, perdas significativas (superiores a
78%, P < 0,01) ocorreram apGs uma hora de incubagio para amostras mantidas a 4 ou 28°C.
Concluiu-se, portanto, que para a redugdo das perdas, as amostras devem ser mantidas a 4°C
e centrifugadas imediatamente apés a coleta.

Termos para indexagdo: hormdnio, bovinos, zebuinos, sangue.

TIME AND TEMPERATURE EFFECTS, BETWEEN COLLECTION
AND CENTRIFUGATION, ON NELLORE COWS SERUM AND PLASMA
PROGESTERONE CONCENTRATION

ABSTRACT - The objective of this study was to determine the effects of time and
temperature, between collection and centrifugation, on the progesterone levels in serum and
plasma samples. Seventy-two blood samples (with and without heparin) from three nelore
pregnant cows were collected and incubated at 4 or 28°C during 0, 1, 2, 4, 8 and 24 hours.
Immediately after each incubation period, the samples were centrifuged and the serum and
plasma stored at -20°C until analyses. The evaluation of the progesterone concentration in
the samples was done by radioimmunoassay. A significative reduction (over 60%; P < 0,05)
in relation to the initial values, in the serum levels of progesterone occurred after four hours
in the samples stored at 4°C and after two hours in the samples at 28°C. The reductions in
the levels of progesterone in plasma was over 70% (P < 0,01) for the samples stored at 4 or
289C. Thus, for the determination of progesterone levels, the blood samples must be
centrifuged as quickly as possible after collection, and maintened at 4°C during this period.

Index terms: hormone, bovine, zebu, blood.

INTRODUCAO

A quantificagdo de progesterona no soro ou
no plasma bovino através de métodos analiti-
cos (radioimunoensaio e enzimaimunoensaio)
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é de vital importincia na pesquisa e nas ob-
servacdes clinicas dos aspectos reprodutivos.
A determinagao da concentracdo de progeste-
rona tem sido utilizada para monitorar a capa-
cidade funcional do corpo hiteo (Mucciolo &
Barberio 1983, Troxel & Kesler 1984,
Edwards 1985) para o diagndstico precoce da
gestagdo (Henricks et al. 1971, Folman et al.
1973, Mucciolo & Barberio 1983) e para ané-
lise de distiirbios endScrinos em fémeas bovi-
nas (Ramirez-Godinez et al. 1982). No entan-
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to, o tempo e a temperatura de incubacao das
amostras, da coleta a centrifugagdo, podem
afetar a concentragdo final de progesterona
mais do que a precis@o e a sensibilidade do
método de andlise a ser utilizado (Oltner &
Edqvist 1982). Por este motivo, cuidados es-
peciais devem ser observados no manuseio das
amostras.

Os efeitos do tempo e da temperatura de in-
cubacdo na concentragdo de progesterona em
taurinos t€ém sido relatados (Oltner & Edqvist
1982, Vahdat et al. 1979, 1981, Wiseman et
al. 1982/83). No entanto, ndo existem infor-
magdes a respeito do efeito desses fatores na
concentracao de progesterona em fémeas ze-
bufnas. Como diferengas na morfologia e fun-
¢ao do ovério entre taurinos € zebufnos tém
sido observadas (Irvin et al. 1978, Randel
1984, Segerson et al. 1984), ndo é prudente
extrapolar informagbes obtidas de bovinos eu-
ropeus para os zebufinos.

Portanto, o presente trabalho tem por obje-
tivo determinar: a) o feito da temperatura e
tempo de incubagdo na concentragio de pro-
gesterona no soro e plasma de fémeas zebui-
nas; b) o efeito da temperatura de centrifuga-
¢do na concentragdo de progesterona em
amostras de plasma bovinos, centrifugados
imediatamente apSs a coleta; ¢) equagoes de
regressdo para representar as variagées da
concentracdo de progesterona no soro e plas-
ma para as temperaturas € tempos de incuba-
cao estudados.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se amostras de sangue da veia jugular
de trés vacas Nelore no tergo médio da gestagio,
pertencentes ao rebanho do Centro Nacional de Pes-
quisa de Gado de Corte, em Campo Grande, MS.
Para a determinacdo dos efeitos do tempo e da tem-
peratura de incubagéo, da coleta a centrifugacio, foi
coletado, em tubos vacutainer de 10 ml, um total de
24 amostras de sangue de cada animal (12 com anti-
coagulante: 40 U.I. heparina/tubo, e 12 sem anticoa-
gulante). Em seguida as amostras para a obtencio de
plasma e soro foram distribuidas aleatoriamente num
fatorial 2x6, tendo como fatores: temperatura (4 e
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2890C) e tempo de incubagio (0, 1, 2, 4, 8 e 24 ho-
ras). Imediatamente ap6s cada perfodo de incubagédo
as amostras para obtencdo de plasma e soro, manti-
das a 4 e 280C, foram centrifugadas a 3000 rpm
por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4¢C.

Para se determinar o efeito da temperatura de
centrifugagdo na concentracdo de progesterona no
plasma bovino, foram utilizadas oito amostras de
sangue de um mesmo animal. Imediatamente apés a
coleta, quatro amostras foram centrifugadas em cen-
trifuga refrigerada a 4°C e quatro em centrifuga nio
refrigerada.

ApSs a obtengdo do soro e plasma, todas as
amostras foram transferidas para frascos de vidro,
previamente identificados, e armazenados a -20°C,
para posterior andlise.

A quantificacdo da concentragao de progesterona
nas amostras foi efetuada com o “kit” de radioimu-
noensaio de fase s6lida “Coat-A-Count” (Diagnos-
tic Products Corporation, Los Angeles, California,
USA). Todas as amostras de soro ou plasma de cada
animal foram analisadas, em duplicata, em ensaios
individuais para evitar variacdes entre andlises. Os
valores encontrados foram expressos em ng/ml, re-
presentando a média de duas andlises de cada amos-
tra. A concentragio inicial de progesterona de cada
animal, determinada no tempo zero, foi definida co-
mo 100%. As concentragbes de progesterona nos
demais perfodos de incubagdo, as diferentes tempe-
raturas, foram expressas como percentagem média
de progesterona em relagdo & média da concentragdo
individual inicial (tempo zero).

Utilizou-se, na andlise de varidncia, o procedi-
mento GLM (SAS Institute 1985a) do experimento
em fatorial (2x2x6) em blocos completamente casua-
lizados, tendo anticoagulante (com ou sem heparina),
temperatura de incubagdo (4 ou 28°C) e tempo de
incubagdo (0, 1, 2, 4, 8 ou 24 horas) como efeitos
fixos, e animal como efeito aleatério.

Para a obtengdo das equagdes de regressdo, que
representem as variagoes dos niveis de progesterona
em fungdo do tempo e temperatura de incubagio, os
dados foram ajustados pelo procedimento NLIN
(SAS Institute 1985b), utilizando-se o método
Gauss-Newton, conforme a equagio:

Yi=a-b.log(t+ 1),
onde

Y; = % média de progesterona no tempo t;
a = percentagem inicial de progesterona
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b = taxa de variacdo na concentracdo de progeste-
rona em funcio do tempo
t; = tempo de incubagéo (horas).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de variidncia da con-
centragio de progesterona no sangue bovino €
apresentado na Tabela 1. O efeito da interacéo
entre animal e anticoagulante ndo foi signifi-
cativo (P > 0,05). No entanto, as interacles
de animal com tempo ou temperatura de incu-
bagao foram significativas (P < 0,01). Isto in-
dica que, de acordo com o tempo ou tempera-
tura de incubagio, a magnitude de resposta va-
riou de animal para animal. Resultados seme-
Ihantes foram também descritos por Vahdat et
al. (1981) e Wiseman et al. (1982/83). A razao
para esta variacdo é desconhecida, mas pode-
ria estar associada a diferencas no niimero de
moléculas de progesterona livres (ndo ligadas
a proteina), uma vez que apenas estas conse-
guem atravessar a parede celular (Vahdat et al.
1981).

O efeito das interagGes enire anticoaguiante
e temperatura ou tempo de incubagédo foi sig-
nificativo (P < 0,05). Portanto, a determinado
tempo ou temperatura de incubagio, a con-
centracdo de progesterona difere entre amos-

TABELA 1. Resumo da andlise de variincia da
concentracio de progesierona no
sangue bovino.

Graus de Quadrado

Fonte de variacdo liberdade médio P>F
Animal (An) 2 1477,1667  0,0001
Anticoagulante (At) 1 2178,0000 0,0001
Temperatura () 1 5033,3889  0,0001
Tempo (T) 5 7588,8667  0,0001
Anx At 2 15,1665  0,6640
Anxt® 2 166,0555 0,0184
AnxT 10 157,7833  0,0007
Atx t© 1 312,5000 0,0063
AtxT 5 111,2000  0,0234
toxT 5 466,2555  0,0001
AtxtOxT 5 73,8333  0,1019
Erro 32 36,5642

tras tratadas com ou sem anticoagulante. Estas
observagdes estdo de acordo com os resultados
obtidos por Holdsworth (1980), Vahdat et al.
(1981), Wiseman et al. (1982/1983) e Vahdat
et al. (1984). Estes autores demonstraram que a
adicdo de anticoagulantes, como heparina, ci-
trato de sédio e EDTA (4cido etilenodiamino-
tetraacético) provoca uma queda rdpida da
conceniracdo de progesterona, sendo mais
acentuada em temperaturas superiores a 4°C.

A interagdo entre o efeito do tempo e da
temperatura de incubagdo foi significativa
(P < 0,01) evidenciando a influéncia da tem-
peraiura de armazenamento durante o periodo
de incubacfo na concentragdo de progestero-
na. Estes resultados confirmam observacoes
anteriores (Vahdat et al. 1981, Wiseman et al.
1982/83) de que a concentragdo de progeste-
rona no sangue bovino varia em fungdo da
temperatura e tempo de incubacéo.

As conceniragées iniciais de progesterona
(média * erro padrdo) nas seis amostras de so-
ro e nas seis de plasma centrifugadas imedia-
tamenie apds a coleta (tempo zero), foram de
5,48 * 0,35 e 6,43 = 0,37 ng/ml, respectiva-
mente. Os dados observados, nao ajustados,
das conceniragées de progesterona no soro e
plasma bovino, expressos em percentagem da
concenwuracdo inicial, em relagdo aos efeitos do
tempo e da temperatura de incubagdo, estdo
representados na Fig. 1.

A conceniragdo de progesterona nas amos-

tras coletadas sem heparina e mantidas a 4°C
apreseniaram redugées de 24,7% P < 0,01) e
61,0% (P < 0,01) apSs 8 e 24 horas de incu-
bagio, respectivamente. A primeira queda sig-
nificativa (11,0%; P < 0,05) ocorreu apds 4
horas de incubagido. No entanto, quando a
temperacura de incubagéo se elevou para 280C
as reducbes foram mais acentuadas (50,3% e
66,3%, apds 8 e 24 horas, respectivamente,
P < 0,01). A primeira redugdo significativa
(23%; P < 0,01) nas amostras mantidas a
280C ocorreu com duas horas de incubagao,
evidenciando o efeito da temperatura de incu-
bacdo na conceniracdo de progesterona. Estas
observagdes estdo de acordo com os resultados
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obtidos por outros pesquisadores (Vahdat et
al. 1979, Wiseman et al. 1982/1983), onde foi
demonstrado que o tempo e a temperatura de
incubagdo influenciam na concentragio de
progesterona no soro. As primeiras redugGes
foram observadas imediatamente apés a coleta,
porém quedas significativas ocorreram uma a
duas horas apés a coleta (Wiseman et al.
1982/1983), com taxas mais elevadas para as
amostras mantidas a temperatura ambiente.

As amostras de sangue, para obtencio de
plasma, mantidas a 4°9C apresentaram uma re-
ducdo na concentragdo de progesterona de
31,3% (P < 0,01) e 62,7% (P < 0,01) apés 8
e 24 horas de incubagio, respectivamente. A
primeira reducao significativa (15%;
P <0,05) ocorreu apSs uma hora de incubagio.
Quando as amostras foram mantidas & tempe-
ratura ambiente (280C), as perdas foram mais
elevadas (76,0% e 89,7%, apSs 8 e 24 horas,
respectivamente; P < 0,01). A primeira redu-
cao significativa (24,7%; P < 0,01) ocorreu
ap6s uma hora de incubagio a 28°C. Owens et
al. (1980), Vahdat et al. (1981), Oltner &
Edqvist (1982) e Wiseman et al. (1982/1983)
também observaram que os niveis de progeste-
rona no plasma diminuiram sensivelmente
ap6s uma hora de incubagio € que essas redu-
¢Oes foram mais acentuadas nas amostras
mantidas a temperatura ambiente.

Tq O-- -0 Sorpa49C
N O—0O0 Plasma a 4°C

80— T @ --@ Soroa28°C

b Plasma a 28°C

% MEDIA DE PROGESTERONA

T 7 T
12 4 8 24

TEMPO (horas)
FIG. 1. Percentagem média de progesterona
observada no soro e plasma bovino du-
rante diferentes tempos e temperaturas
de incubacio.
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As redugbes na concentragdo de progeste-
rona, para amostras mantidas a2 mesma tempe-
ratura, foram mais elevadas no plasma do que
soro (P < 0,01). Estas observagGes estio em
conformidade com resultados de trabalhos an-
teriores (Vahdat et al. 1981, Wiseman et al.
1982/83). As razdes para estas reducdes nao
sdo conhecidas, mas parecem estar associadas
a ligacdo das moléculas de progesterona a su-
perficie das fragGes celulares, onde seriam
metabolizadas ou alteradas por fator(es)
presente(s) no sangue (Vahdat et al. 1979).
Se nas amostras com anticoagulante a inte-
racao das moléculas de progesterona com
as fracoes celulares € maior, 0 metabolismo
da progesterona deve ser também mais rdpido.
Estas observagGes estio de acordo com
os resultados de Vahdat et al. (1984) que
conclufram que a presenga de células san-
glifneas intactas era necesséiria para a reducdo
dos niveis de progesterona. Além do mais,
essa redugdo seria causada pelo metabo-
lismo da progesterona e ndo pela ligagcdo ou
absor¢do de progesterona pelas moléculas. A
presenga da enzima 20 a-hidroxiesteréide de-
hidrogenase catalizando a conversdo da pro-
gesterona em 20 oa-dihidroprogesterona, no
sangue e eritrécitos de vérias espécies animais
(Short 1958, Van der Molen 1968), suporta
essa conclusdo. Como a queda de progestero-
na € mais acentuada A temperatura ambiente,
conclui-se também que a temperatura de incu-
bagdo influencia o metabolismo da progeste-
rona através da maior ou menor atividade da
enzima.

O nivel de progesterona das quatro amos-
tras de sangue centrifugadas em centrffuga re-
frigerada (8,92 * 0,52 ng/ml) ndo diferiu (P >
0,05) do nivel de progesterona das quatro
amostras centrifugadas em centrifuga nao re-
frigerada (8,66 * 0,56 ng/ml). Portanto, a
temperatura de centrifugacdo ndo afetou a
concentragio de progesterona nas amostras.

O griéfico e as equagdes de regressdo, que
representam as variagGes na concentragao de
progesterona no soro € plasma bovino, incu-
bados por diferentes periodos a 4°C e 28°C,
sdo apresentados na Fig. 2.
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FIG. 2. Percentagem média de progesterona no
soro e plasma bovino, estimada pelas
equacOes de regressao, a diferentes tem-
pos e temperaturas de incubagio.
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As equagbes de regressao ajustadas para di-
ferentes tempos e temperaturas de incubagéo
demonstraram que, com o aumento do tempo
de incubagido, houve um decréscimo na con-
centragio de progesterona, independentemente
da temperatura ¢ da presenga, ou ndo, de anti-
coagulante. No entanto, pode-se observar que
as quedas foram mais acentuadas quando a
temperatura de incubagéo passou de 4°C para
a temperatura ambiente (28°C).

Os coeficientes de determinacdo obtidos
(Fig. 2) indicaram que as equacdes estimaram
com precisao as variagoes que ocorreram na
concentracdo de progesterona, em fungao do
tempo e temperatura de incubagao. Isto pode
ser visto pelas comparagées dos valores ob-
servados e os estimados (Tabela 2).

TABELA 2. Percentagem de progesterona observada (OBS.) e estimada (EST.) através das equagdes
de regressiio para soro e plasma bovino a diferentes temperaturas e tempo de incuba-

¢lo.

Tempo de incubagido (horas)

Vari4veis r
0 1 2 4 8 24
Soro 4°C OBS.  100,0 97,7 91,7 89,0 75,0 39,0 0,93
EST. 109,5 96,6 89,0 79,5 68,6 49,5
Soro 28°C OBS.  100,0 937 77,0 63,3 49,7 33,7 0,99
EST. 102,1 86,8 778 66,5 53,4 30,8
Plasma 4°C OBS. 100,0 85,0 86,7 74,0 68,7 37,3 0,97
EST. 102,3 89,5 82,1 72,7 61,9 48,2
Plasma 28°C OBS.  100,0 75,3 65,7 51,0 24,0 10,3 0,99
EST. 96,6 76,7 65,1 50,4 33,5 4,1

r = coeficiente de correlagdo entre os valores observados e os estimados pelas equagdes de regressao

CONCLUSOES

1. O tempo e a temperatura de incubagéo
influenciaram a concentracio de progesterona
nas amostras de soro e plasma de fémeas ze-
bufnas.

2. A temperatura de centrifugagdo das
amostras nao influenciou a concentragdo de
progesterona.

3. As equagées de regressdo obtidas estima-
ram com precisdo as redugGes na concentracao
de progesterona, que ocorreram em fungdo da
temperatura e tempo de incubagéo.

4. O intervalo da coleta a centrifugacio, pa-
ra a obtengdo de soro ou plasma, deve ser o
menor possfvel e as amostras de sangue man-
tidas a 49C apés a coleta.
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