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Resumo

MACHADO, L. H. A. Perfil hormonal e metabolismo de
cdlcio em cadelas gestantes e no puerpério. Botucatu, 2004. 126p.
Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
UNESP-Botucatu.

O presente projeto pretendeu estudar o ciclo hormonal e o
metabolismo de cdlcio das cadelas durante a gestagdo e puerpério e testar a
eficiéncia do método da quimioluminescéncia como uma alternativa ao RIA. Foram
utilizadas 10 cadelas adultas com tamanho e peso semelhantes, mantidas sob as
mesmas condi¢des de manejo e alimentadas com ragdo de boa qualidade, sem qualquer
suplementagdo até os 40 dias de gestagdo, apds isto a ragdo foi substituida por ragdo
de filhote até o final da lactagdo. As colheitas de sangue foram realizadas durante as
fases gestacional e puerperal, nos momentos: MO (inicio do diestro citoldgico), M1
(20 dias pdés-M0O), M2 (40 dias pés-M0O), M3 (momento do parto), M4 (15 dias pods-
parto), M5 (45 dias pés-parto) e M6 (30 dias pés-desmame). O PTH, osteocalcing,
calcitonina, progesterona, estradiol, T3 total, T4 total, T4 livre e calcitriol foram
analisados pelo radioimunoensaio; T4 canino, T3 fotal, T3 livre, T4 total e T4 livre
foram analisados pela quimioluminescéncia e o cdlcio, fésforo, proteina total,
albumina e fosfatase alcalina foram analisados pelo método colorimétrico. A
osteocalcina e calcitonina foram testadas pelo método do RIA e ndo foram
observadas diferengas entre os momentos. O T3 Livre testado pelo método de
quimioluminescéncia e apresentou todos os valores abaixo do limite de detecgdo. As
demais varidveis apresentaram diferengas significativas entre os momentos. Ndo
foram observadas correlagSes que demonstrem envolvimento dos hormdnios dosados
com o metabolismo do cdlcio e fésforo. Ndo houve correlagdo entre o nimero de
filhotes e as demais varidveis estudadas; os resultados demonstram ndo ter havido
tendéncia a hipocalcemia e corregdo hormonal; o estudo de correlagdes ndo
demonstrou um padrdo de acontecimento entre as diversas varidveis, principalmente
entre o cdlcio e as demais varidveis; a osteocalcina é mais especifica como marcadora
dssea que a fosfatase alcalina; a corregdo alimentar pode ter sido o motivo da
quiescéncia mineral e dos hormdnios relacionados a homeostase mineral, o mesmo
ocorrendo com os valores de proteina total e albumina; os valores de estradiol se
mantiveram estdveis durante toda a gestagdo; os hormdnios que mais de
correlacionaram com outras varidveis foram os tireoidianos; os momentos
correspondentes a lactagdo foram os que apresentaram menor indice de correlagdo
entre as varidveis; os kits de quimioluminescéncia de dosagem de T3 total e livre e
T4 total ndo apresentaram sensibilidade que justifique a substituigdo do RIA como
método de escolha; o kit de quimioluminescéncia de T4 canino demonstrou boa
sensibilidade e especificidade e os métodos de RIA utilizados para mensuragdo de
osteocalcina, calcitonina e calcitriol demonstraram ter boa sensibilidade e eficiéncia.

Palavras chave: Cdes; Cdlcio; Endocrinologia; Gestagdo; Puerpério.



Abstract

MACHADO, L. H. A. Hormone profile and calcium
metabolism in bitches during gestation and puerperal period.
Botucatu, 2004. 126p. Thesis (PhD). Faculdade de Medicina Veterindria
e Zootecnia, UNESP-Botucatu.

The present project intended to study hormone cycle and calcium
metabolism of bitches during gestation and the puerperal period and to test the
efficiency of chemoluminescent immune assay as an alternative to RIA. Ten adult
bitches of similar size and weight, maintained under the same environmental
conditions and fed with high quality dry food without any supplementation until the
fortieth day of gestation, then changed to puppy dry food until the end of lactation.
Blood samples were collected during gestation and the puerperal period, on moments
MO (beginning of cytologic diestrus), M1 (20 days after MO), M2 (40 days after MO),
M3 (at the time of parturition), M4 (15 days after parturition), M5 (45 days after
parturition) and M6 (30 days after weaning). PTH, osteocalcin, calcitonin,
progesterone, estradiol, total T3, total T4, free T4 and calcitriol were analyzed by
RIA; canine T4, total T3, free T3, total T4 and free T4 were analyzed by
chemoluminescence and calcium, phosphorus, total protein albumin and alkaline
phosphatase were analyzed by colorimetric method. There was no difference
between moments on values of osteocalcin and calcitonin. All values of free T3 were
below the limit of detection of the test. The other variables studied presented no
difference between moments. There was no correlation demonstrating the
involvement of tested hormones on calcium and phosphorus metabolism. There was
no correlation between litter size and the other parameters studied; the results
showed no tendency to hypocalcaemia and hormone correction; the study of
correlations did not suggest a pattern of happening among variables, specially
between calcium and the other variables; osteocalcin is more specific as bone maker
that alkaline phosphatase; nutritional correction may have been the responsible for
the quiescence of minerals and related hormones, the same occurring to the values
of total protein and albumin; values of estradiol maintained constant during
gestation; the hormones that most correlated to other variables were thyroid
hormones; the moments referring to lactation presented lowest indexes of
correlation between variables; kits for dosage of total and free T3 and total T4 by
chemoluminescence did not present sensibility enough to justify replacing of RIA as
a choice method; canine T4 chemoluminescence kit demonstrated high sensibility and
specificity and, finally, the methods of RIA used for osteocalcin, calcitonin and
calcitriol demonstrated high sensibility and efficiency.

Key Words: dogs; calcium; endocrinology; gestation; puerperal period.



Lista de Abreviaturas

MO: inicio do diestro citoldgico

M1: 20 dias apés o MO

M2: 20 dias apds o M1

M3: dia do parto

M4: 15 dias apés o parto

M5: 45 dias apds o parto

Mé6: 30 dias apds o desmame

T4 RIA: T4 fotal pelo radioimunoensaio

T3 RIA: T3 total pelo radioimunoensaio

T4 livre RTIA: T4 livre pelo radioimunoensaio

Estradiol RIA: estradiol pelo radioimunoensaio

Progesterona RIA: progesterona pelo radioimunoensaio

PTH RIA: paratorménio pelo radioimunoensaio

Osteocalcina RIA: osteocalcina pelo radioimunoensaio

Calcitonina RIA: calcitonina pelo radioimunoensaio
Calcitriol RIA: calcitriol pelo radioimunoensaio
T4 Quimio: T4 total pela quimioluminescéncia

T3 Quimio: T3 total pela quimioluminescéncia

T3 livre Quimio: T3 livre pela quimioluminescéncia

T4 livre Quimio: T4 livre pela quimioluminescéncia

T4 canino Quimio: T4 canino pela quimioluminescéncia

Ca = cdlcio
P = fésforo

Nm: nanometro



mg/dL = miligramas por decilitro
mm/ano: milimetros por ano
pg/dL: micrograma por decilitro
pg/mL = picograma por mililitro
GH: hormanio do crescimento
ng/mL: nanograma pordecilitro
PTH = Paratormonio

LH: hormonio luteinizante

RTA: radioimunoensaio

CRIESP: Centro de Radioimunoensaio de Sdo Paulo
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Introdugdo

Atualmente com a melhoria dos cuidados com os animais
domésticos e o progresso da Medicina Veterindria, tornou-se
necessdrio um aprofundamento no conhecimento das doengas e o
estabelecimento de rotina clinica e laboratorial para o seu diagnéstico.
A nutrigcdo veterindria € uma das dreas que apresenta uma evolugdo
técnica intensa, colaborando para o aumento da longevidade e
preservagdo do estado de higidez dos animais domésticos. Diante do
exposto o presente trabalho estudou o perfil hormonal e o
metabolismo de cdlcio de cadelas durante a gestagdo e puerpério, com
o propésito de estabelecer curvas padrdo dos hormadnios estudados,
além de testar a eficiéncia do método da quimioluminescéncia como
uma alternativa ao radioimunoensaio, com o propédsito de substituir o
método de dosagem hormonal através do radioimunoensaio por outro

mais rdpido e seguro.
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Objetivos

—

Estabelecer valores hormonais padrdo e bioquimicos durante a

gestagdo e lactagdo em cadelas;

2. Estudar o metabolismo hormonal e de cdlcio;

3. Correlacionar as varidveis estudadas;

4. Determinar valores normais pelo método do radioimunoensaio para
dosagem sérica de 1,25 dihidroxivitamina D, osteocalcina e
calcitonina em cadelas;

5. Correlacionar os achados com o nimero de filhotes;

6. Viabilizar o método da quimioluminescéncia para o controle

hormonal de cadelas;
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Revisdo de Literatura

A assisténcia nutricional enteral prové caloria aos animais
(Marcin, Kallas e Dimand, 2001). As necessidades nutricionais didrias
devem ser calculadas para evitar pacientes subnutridas (Nelson &
Couto, 1994).

A nutrigdo inadequada, decorrente de anorexia ou aumento de
gasto energético, tem uma série de conseqiiéncias adversas, como a
imunidade mediada celular e humoral prejudicadas, incapacidade de
suportar adversidades, bem como cirurgias (Abood et a/., 1998).

Os animais necessitam de energia, proteinas, minerais e
vitaminas para um metabolismo corporal normal. Caso estas substdncias
ndo sejam ingeridas em quantidades suficientes elas serdo fornecidas
pelo préprio organismo e esta "autodigestdo” leva a baixa imunidade,
fraqueza muscular, redugdo da resisténcia a infecgées e dbito (Bouvy,
Richard e Dupré, 1996; Crisp & Buffington, 1998; Garnier, 2000).

A md nutricdo e a desnutrigdo sdo duas das principais causas de
mortalidade e morbidade de animais, podendo comprometer a eficdcia
de outros fratamentos, devendo-se realizar, nestes casos, suporte

nutricional (Crane, 1993; Bouvy, Richard e Dupré, 1996). Pacientes
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subnutridos ou submetidos a qualquer tipo de estresse apresentam
freqiientemente anorexia.

O cdlcio e fosforo sdo necessdrios para a mineralizagdo do
esqueleto fetal, sendo que o aumento na ingestdo destes minerais é
importante e ocorre principalmente durante o tergo final da gestagdo.
As principais fontes que determinam o fornecimento destes minerais
aos fetos sdo a nutrigdo materna, seus depdsitos esqueléticos e
hormanios calciotrépicos (Pitkin, 1985; Molina-Font, 1998).

Durante a gestagdo e lactagdo ocorre incremento mineral
materno e metabolismo ésseo, podendo levar a deficiéncia mineral
materna (Malluche et al, 1982; Gruber, Gutterridge & Baylink, 1984;
Brommage & Deluca, 1985; Colussi et al, 1987; Fukuda & Iida, 1993).

E bastante conhecido que os osteoblastos sintetizam uma
matriz calcificada, que é essencial para a formagdo do osso, e que por
sua vez depende da homeostase de cdlcio e fésforo (Stains & Gay,
1998), que é controlada hormonalmente (Fukuda & Iida, 1993).

Nos caninos existem quatro gldndulas paratiredides anexas a
tiredide, duas sdo externas e inseridas na parte cranial dos lobos

tireoidianos, e duas sdo internas, geralmente localizadas na parte
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caudal dos lobos tireoidianos. As externas medem entre um e sete
milimetros dependendo do porte do animal (Capen & Martin, 1977;
Venzke, 1986; Hendy et al, 1989; Banks, 1992).

Existem duas formas de hiperparatireoidismo: a primdria e a
secunddria. A forma secunddria, compensatéria, pode ocorrer devido a
duas causas. Uma por desvios nutricionais nho equilibrio Ca:P que
induzem a reabsorgdo do cdlcio, sendo freqiiente em animais
domésticos, principalmente em eqiiinos e suinos (Lucio et al, 1973;
Weller, Cullen & Dagle, 1985; Lamb, 1990). Outra, geralmente cronica,
¢ decorrente de moléstias renais e apresenta incidéncia alta em
animais domésticos (Lucio et al, 1973; Watson & Canfield, 1979; Weller
& Cliver, 1981), sendo induzida por alteragdes da homeostase mineral
(Yaphé & Forrester, 1994).

Alteragées da homeostase mineral de cdlcio e fésforo sdo
determinantes para o estabelecimento do hiperparatireoidismo
secunddrio. O calcitriol, a calcitonina e o PTH sdo responsdveis por
estas alteragdes, atuando nos rins, ossos e intestinos (Capen & Martin,

1977; Chew & DiBartola, 1992; Yaphé & Forrester, 1994).
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O mecanismo de retirada do cdlcio dos ossos ocorre de trés
formas: proliferagdo da célula osteoprogenitora para osteoclastos,
mobilizagdo de cdlcio do osso perilacunar pelos ostedcitos profundos e
pela regulagdo do fluxo de cdlcio pelos ostedcitos superficiais,
mantendo um nivel fixo de cdlcio plasmdtico (Slatopolsky, Martin &
Hruska, 1980).

O paratormdnio (PTH) é um polipeptidio de cadeia simples,
contendo 84 aminodcidos, que atua no metabolismo de cdlcio e fésforo.
Este hormdnio favorece a absorc¢do intestinal e reabsor¢do nos ossos
de cdlcio e fosforo; atua ainda nos rins promovendo aumento na
reabsor¢do de cdlcio e na excre¢do de fésforo. O aumento da atividade
osteocitica e osteocldstica e da produgdo de calcitriol nos rins fambém
é fungdo do paratormadnio (Capen & Martin, 1977; Slatopolsky, Martin
& Hruska, 1980; High, Capen & Black, 1981; Klahr & Slatopolsky, 1986;
Banks, 1992; Chew & DiBartola, 1992; Yaphé & Forrester, 1994; Rosol
& Capen, 1996; Paulino & Bondan, 1999).

A existéncia de trés fragées do PTH (amino-terminal (1-34),
carboxi-terminal (39-84) e a fragdo intacta) foi demonstrada

experimentalmente (Silverman & Yalow, 1973).
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HIGH, BLACK & CAPEN (1981) em estudo experimental
demonstraram que a administragdo de PTH possui maior efeito ésseo
em animais com propensdo a alteragdes na homeostase de cdlcio e
fosforo.

O calcitriol, ou 1,25-dihidroxivitamina D3, atua nas glandulas
paratiredides inibindo a sintese de PTH, nos ossos estimulando a
reabsorgdo de cdlcio em conjunto com o PTH, nos rins aumentando a
reabsorgdo de cdlcio e por retroalimentagdo negativa inibindo sua
propria produgdo e nos intestinos promovendo a absorgdo de cdlcio e
fésforo (Capen & Martin, 1977; High, Capen & Black, 1981; Yaphé &
Forrester, 1994; Brown et al, 1997). Segundo POWER & FOTTRELL
(1991) a sintese de osteocalcina depende do calcitriol. A sintese desta
vitamina estd correlacionada com aumento da concentragdo de
estrégeno, do hormdnio do crescimento (6H) e da prolactina (Rosol &
Capen, 1996). A placenta aumenta a concentragdo de calcitriol (Paulino
& Bondan, 1999).

A calcitonina, secretada pelas células parafoliculares da
glandula tiredide (Banks, 1992; Paulino & Bondan, 1999), desempenha

papel relativamente secunddrio na homeostase mineral de cdlcio e
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fosforo, sendo liberada em resposta ao aumento da concentragdo
sérica de cdlcio, limitando a reabsor¢do osteocldstica de tecido dsseo e
promovendo a excregdo urindria de cdlcio e fésforo (Chew & DiBartola,
1992; Pienkowski et al, 1997). Cdes tratados com calcitonina
apresentam um significante aumento no tempo de mineralizagdo dssea
(Pienkowski et al, 1997). A calcitonina é utilizada como tratamento de
hipoestrogenismo em mulheres na menopausa ou animais
ovariectomizados (Lynch et al, 1991; McCubbrey et al, 1993).

A osteocalcina, ou proteina GLA-dssea, é uma proteina dssea
especifica, sintetizada pelos osteoblastos, sendo um indicador da
formagdo 6ssea (Power & Fottrell, 1991; Arican, Carter & Bennett,
1996 Allen & Richardson, 1998). Aproximadamente 3% da osteocalcina
produzida é incorporada a matriz d0ssea e sua fungdo ainda ¢é
desconhecida. Aparentemente toma parte na formagdo do osso
(Hauschka, Lian & Gallop, 1975, Price et al, 1976, Poser et al, 1980;
Arican, Carter & Bennett, 1996), porém tem sido dada atengdo a esta
proteina, pois apresenta-se como um marcador do "furnover" ésseo
mais fiel do que a fosfatase alcalina ou a hidroxiprolina urindria e por

ter concentragdo aumentada em processos de alteragdo na



24

mineralizagdo dssea (Power & Fottrell, 1991; Allen & Richardson, 1998).
Sua sintese depende da vitamina K; sendo estimulada pela 1,25-
dihidroxivitamina D3 (Power & Fottrell, 1991; Allen & Richardson,
1998). A mensuragdo desta proteina tem sido bastante utilizada em
situagbes de alteragdes renais, metabdlicas ésseas, hipertireoidismo e
excesso de glicocorticéides (Power & Fottrell, 1991; Arican, Carter &
Bennett, 1996). Segundo POWER & FOTTRELL (1991) acima de 90% da
estrutura da proteina se preserva entre humanos, ovinos e bovinos.

Os métodos mais utilizados para detecgdo da osteocalcina sdo o
radioimunoensaio e enzimaimunoensaio, com anticorpos mono ou
policlonais de ovelha e/ou coelho (Price & Nishimoto, 1980; Delmas et
al, 1983; Gundberg et al, 1984, Gundberg et al, 1985; Power, Gosling &
Fottrell, 1989; Tanaka et al, 1989; Arican, Carter & Bennett, 1996).

A tiredide estd implicada com alteragbes no ciclo estral em
cadelas quando had diminuigdo acentuada de tiroxina (T4) e
triiodotironina (T3) (Peter, Gaines & Smith, 1989; Davidson, 2000). Os
hormdnios da tiredide estdo relacionados com a reducdo da absorgdo
intestinal de cdlcio, de maneira inversamente proporcional (Rosol &

Capen, 1996; Davidson, 2000). A tiroxina, demonstrou-se em trabalhos
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experimentais, promove taxa de formagdo, remodelamento e aumento
osseo (High, Capen & Black, 1981). FELDMAN & NELSON (1987b)
referiram o estrogeno como fator de aumento de concentragdo de T3
e T4. REIMERS et al (1984) atestaram que o T4 estd aumentado nas
cadelas em diestro ou gestantes, provavelmente pela agdo da
progesterona e que o T3 apresenta concentracdo maior em cadelas no
diestro do que em cadelas prenhes.

As dosagens dos horménios da tiredide geralmente sdo feitas
com kits de radioimunoensaio humanos, porém existem problemas com
esta utilizagdo, principalmente pelo limite de detecgdo, que é menor do
que o desejado (Reimers et al, 1981; Eckersall & Willians, 1983). Um
modo de evitar este problema é estimular o animal com TSH (horménio
tireoestimulante) (Lorenz & Stiff, 1980), pois a produgdo de um kit
especifico é dificultada pela insuficiéencia de rotina (Belshaw &
Rijnbeck, 1979; Mincey & McTaggart, 1980; Eckersall & Willians,
1983). Kits diagnésticos humanos de radioimunoensaio foram testados
e validados para dosagem sérica de T4 total, T4 livre e T3, com boa
sensibilidade e especificidade (Young, Sartin & Kemppainen, 1985; Lee,

Lamb & Reimers, 1991; Nelson et al, 1991; Reimers et al, 1991; Torres,
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McKeever & Johnston, 1991; Panciera & Post, 1992). Num destes
estudos apenas 17 a 20% dos animais ndo responderam a determinagdo
por apresentarem valores abaixo do limite do método. Atualmente ja
existe kit especifico para dosagem do T4 total canino pelo método da
imunoquimioluminescéncia (Silva, 2001)".

O estrdgeno estd correlacionado com o metabolismo dsseo por
diminuir o “turnover” ésseo (Cruess & Hong, 1979; Shen et al, 1993),
sendo que a sua deficiéncia pode levar a ocorréncia de alteragdes como
a osteoporose. A concentragdo deste hormonio ndo aumenta durante a
gestagdo ou préximo ao parto segundo HADLEY (1975), AUSTAD,
LUNDE & SJAASTAD (1976) e VANNUCCHI (2000), porém
FELDMAN & NELSON (1987a), bem como CONCANNON et al (1989)
relataram aumentos significativos durante a gestagdo, com pico
anterior ao parto, porém com concentragdes menores do que no final
do proestro. SHEN et al (1993) demonstraram que o estrdgeno
aumenta a concentragdo sérica de calcitriol e este por sua vez aumenta
a expressdo de osteocalcina. PAULINO & BONDAN (1999) associaram

o estrdgeno com a diminuicdo da reabsorgdo tubular de fosfato. O

! Silva, R. L. DPC-Medlab (Comunicacao Pessoal)
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estrégeno reduz a reabsorgdo 6ssea atuando indiretamente inibindo a
produgdo de interleucina-6 (que estimula atividade osteocldstica) e
diretamente na remodelacdo d6ssea pelos receptores de estrdgeno em
células dsseas. Métodos diagnhdsticos humanos de radioimunoensaio
foram testados e validados para dosagem sérica de estradiol em cdes,
com boa sensibilidade e especificidade (Willard et a/, 1986; Reimers
et al, 1991; Verstegen et al, 1997, Gudermuth et a/, 1998). O
estrégeno também atua também promovendo mudangas drdsticas no
Utero e mucosa vaginal, o que é facilmente visivel durante o proestro e
estro, com presenga de hemdcias e células superficiais de descamagdo
observadas na citologia vaginal (Feldman & Nelson, 1996a).

A progesterona é considerada o hormdnio de manutengdo da
gestagdo em cadelas, com sua concentragdo aumentando logo apds o
pico ovulatério de LH (horménio luteinizante) (Hadley, 1975; Grdf,
1978; Purswell & Parker, 2000; Vannucchi, 2000; Root Kustritz, 2001;
Davidson & Feldman, 2004; Schaefers-Okkens, 2004), apresentando
pico entre 15 (6rdf, 1978; Vannucchi, 2000) e 18 dias (Hadley, 1975) e
declinando continuamente até o parto ou final do diestro em cadelas

ndo gestantes (Hadley, 1975; Grdf, 1978; Vannucchi, 2000; Schaefers-
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Okkens, 2004). ONCLIN & VERSTEGEN (1997) relataram que a
hipofise e os ovdrios sdo hecessdrios para uma secregdo normal de
progesterona.

GUDERMUTH et al. (1998) relataram que as concentragdes de
progesterona na cadela gestante sdo superiores as de cadelas em
diestro, porém ndo-gestantes. Estes valores foram observados por
VANNUCHI (2000) em ftrabalho experimental, com concentragdes
médias de progesterona em cadelas gestantes de 16,88ng/mL e em
cadelas ndo-gestantes de 13,63 ng/mL.

Kits diagnésticos humanos de radioimunoensaio foram testados
e validados para dosagem sérica de progesterona, com boa
sensibilidade e especificidade (Willard et al, 1986; Lee, Lamb &
Reimers, 1991; Reimers et al, 1991; Onclin & Verstegen, 1997;
Gudermuth et al, 1998).

O aumento de niveis séricos de progesterona e/ou estrdgeno
estd correlacionado com o aumento do hormonio do crescimento (GH).
Este hormonio possui fungdes catabdlicas, com agdo ho metabolismo de
carboidratos e gorduras, interferindo na atuagdo da insulina em

tecidos periféricos, e anabélicas com produgdo de somatomedinas, que
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incrementam a condrogénese e o crescimento ésseo (Feldman &
Nelson, 1987c). Alguns autores relataram que ocorre um estimulo da
Ca*?-adenosina-trifosfatase intracelular, o que promove uma alteracdo
na concentragdo intracelular de cdlcio e um balango positivo de
nitrogénio e fdsforo, aumentando a concentragdo de fésforo e
promovendo aumento da absorgdo de cdlcio no trato digestério
(Feldman & Nelson, 1987c; Ortolani, 1999; Paulino & Bondan, 1999).

A prolactina é uma proteina de 23.000 daltons, sua
concentragdo ao longo do ciclo estral se mantém em niveis basais (2 a 4
ng/mL), alcangando 50 ng/mL no final da gestagdo e inicio da lactagdo
(De-Coster et al, 1983). Nas cadelas a prolactina é considerada a
responsdvel pela manutengdo do corpo Idteo, permitindo a produgdo de
progesterona (Stabenfeldt & Edqvist, 1984; Feldman & Nelson, 1987a;
Matsuda et a/, 1990; Onclin et al, 1993; Johnston, Root Kustritz e
Olson, 2001). Normalmente a prolactina tem sua concentragdo
inversamente proporcional a de progesterona (Feldman & Nelson,
1996aq; Jochle, 1997), exceto na segunda metade da fase luteinica, em
que hd inibigdo da secregdo de prolactina, que por sua vez causa

diminuigdo abrupta na secregdo de progesterona (Schaefers-Okkens,



30

2004). Para melhor entendimento JOHNSTON, ROOT KUSTRITZ E
OLSON (2001) e SCHAEFERS-OKKENS (2004) relataram que a fase
luteinica é dividida em duas partes iguais, sendo que ha primeira
metade o corpo liteo atua sem dependéncia da prolactina, porém na
segunda metade a prolactina atua como um fator luteotrépico.

O método analitico mais utilizado para mensuragdo hormonal é
o radioimunoensaio (RIA), utilizando o iodo radioativo (*2°I).
Originariamente desenvolvido para mensuragdo em humanos, foi
padronizado para animais, através da utilizagdo de anticorpo policlonal
de ovelha ou outros animais (Reimers et a/, 1981; Akmal et al., 1985;
Petrites-Murphy, et al, 1989; Hansen et al, 1992; King et al, 1992;
Morita et al,, 1992; Rosol & Capen, 1996).

Trabalhos experimentais demonstraram que a hemdlise ndo
altera os valores séricos de tiroxina, triiodotironina, progesterona e
estradiol pelo método de radioimunoensaio, enquanto que a
temperatura de 20 a 22°C existe diminuigdo de concentragdo dos
horménios (Reimers et al., 1991). Animais com hiperlipidemia, até 700
mg/dL, ndo apresentaram alteragdes de concentragdo para

progesterona e tiroxina (Lee, Lamb & Reimers, 1991).
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Atualmente estdo sendo pesquisados outros métodos para
serem utilizados como alternativa ao radioimunoensaio, sendo que os
principais motivos sdo os fatores de seguranga (Jerico et al, 1999;
Lazaretti et al., 1999) e o tempo de incubagdo (Garner & Leigth, 1999).
Um destes é o método da imunoquimioluminescéncia (ICMA), que
demonstra boa correlagdo com o radioimunoensaio (Exner & Koutts,
1986; Morita et al., 1992), apresentando melhor sensibilidade do que o
RIA (Morita et al, 1992) e pode ser utilizado em transoperatério, com
apenas sete minutos de incubagdo, ao contrdrio do radioimunoensaio
que exige tempo de incubagdo de 22 horas (Garner & Leigth, 1999).

Este método, ja testado em humanos, para o PTH intacto
possui dois anticorpos, o anti-PTH 1-34 e o anti-PTH 44-84, porém é
preconizada a dosagem em caninos através do uso de anti-PTH 1-34 e
anti-PTH 39-84 (Feldman & Nelson, 1996b). MACHADO (2000) utilizou
este método em cdes sadios e nefropatas; no grupo dos cdes sadios
66,7% dos animais apresentaram valores abaixo do limite minimo do
método (< 1pg/mL), demonstrando que os anticorpos talvez ndo sejam
os ideais, porém no grupo dos animais doentes os valores encontrados

variaram de 12,2 a 505 pg/mL.
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GUDERMUTH et al (1998), em trabalho experimental
correlacionaram as dosagens de estradiol e progesterona em sangue
periférico e nas fezes de cdes, encontrando correlagdo estatistica
favordvel. Este trabalho teve como principio bdsico a sua utilizagdo em
animais selvagens e para diminuir o estresse em animais domésticos.
Outros autores chegaram a mesma conclusdo quanto a progesterona,
porém observaram um atraso nas concentragdes fecais pela
metabolizagdo hepdtica e excregdo biliar e intestinal (Hay et al,
2000).

A determinagdo do momento da ovulagdo em cadelas é mais
dificil do que em outras fémeas de mamiferos, por ndo haver tempo
fixo entre o aumento de progesterona e a ovulagdo (Wildt, et a/, 1979;
Hay et al, 2000; Root Kustritz, 2001; Betini, Moraes e Rigolon, 2001).
Conforme jd descrito em relatos anteriores, entre o proestro e estro
ocorre uma inversdo nas concentragdes de estrogeno e progesterona,
porém o que determina a ovulagdo é o pico de LH que surge dois dias
apés esta inversdo, que caracteriza o inicio do estro. Do dia 3
(processo final de maturagdo dos foliculos) ao 7 pode ocorrer a

ovulagdo, do dia 4 ao 9 ocorre a capacitagdo de odcitos primdrios, do
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dia 4 ao 9 pode haver fertilizagdo e o 10° dia é considerado o inicio do
diestro (FELDMAN & NELSON, 1996a; Johnston, Root Kustritz e
Olson, 2001) (FIGURA 1). JOHNSTON, ROOT KUSTRITZ e OLSON
(2001a) determinaram que o 1° dia do diestro citoldgico corresponde
ao 8° ou 9° dia pés pico de LH. A média de tempo gestacional quando se
toma com base o inicio do diestro citoldgico para a determinar o inicio

da gestagdo ¢ de 56,9 dias (Johnston, Root Kustritz e Olson, 2001).
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Figura 1: Ilustragdo das alteragbes hormonais e seqiiéncia de eventos
envolvendo o momento de ovulagdo e fertilizagdo em cadelas.
Fonte: Nelson & Feldman (1996a)

A monitorizagdo das alteragdes em células queratinizadas pela
citologia vaginal (FIGURA 2), associada a dosagens de progesterona
seqiienciais € o método mais utilizado para avaliar o momento da

ovulagdo (Wildt, et al, 1979; Hay et al, 2000; Root Kustritz, 2001;
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Betini, Moraes e Rigolon, 2001). CONCANNON & DIGREGORIO (1986)
relataram que mudangas has células vaginais de descamagdo sdo um
simples e rdpido método de avaliagdo da progressdo do ciclo estral.
FELDMAN & NELSON (1996a) relataram ainda a possibilidade de se

fazer o controle do pico de LH.
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Figura 2: Tlustracdo das alteragdes de células vaginais pela citologia
vaginal correlacionadas com a concentragdo de estrégeno durante o
ciclo estral de cadelas.

Fonte: Nelson & Feldman (1996a)

Segundo CONCANNON & DIGREGORIO (1986) o momento de
transigdo entre o estro vaginal e o diestro ocorre em um periodo de 1 a
3 dias, caracterizado pelo reaparecimento de células parabasais. Esta
transigdo se torna mais ébvia nos préximos 1 a 2 dias, durante os quais

as células ndo superficiais se tornam uma porcentagem significativa do
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total de células presentes. NEVES et a/ (2001) e SCHAEFERS-
OKKENS (2004) relataram que o inicio do diestro é marcado pela
transi¢do de células superficiais para intermedidrias e parabasais, além
de leucécitos.

FELDMAN & NELSON (1996a), GOODMAN (2001), NEVES et
al. (2001), ROOT KUSTRITZ (2001) e DAVIDSON & FELDMAN
(2004) relataram que em geral hd presenga de hemdcias no esfregago
de citologia vaginal durante o estro, além de 80 a 100% de células
superficiais e auséncia de neutréfilos (FIGURA 3). A citologia vaginal
sofre alteragdo abrupta no inicio do diestro, com o reaparecimento das
células epiteliais parabasais e, fregiientemente; neutrofilos (FIGURA

4).
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Figura 3: Citologia vaginal A esquema de célula superficiais com nicleo
em cariorexis B célula superficial com nicleo em cariopichose C
imagem das duas células esquematizadas anteriormente. A1 esquema
de célula superficial anucleada B1 imagem de célula superficial

anucleada. Todas relacionadas ao proestro e estro de cadelas.
Fonte: Johnston, Root Kustritz e Olson (2001)
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Figura 4: Citologia vaginal A células parabasais (seta curva) e
neutréfilos (seta reta) B células parabasais/intermedidrias pequenas
relacionadas ao diestro de cadelas.

Fonte: Johnston, Root Kustritz e Olson (2001)
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Materiais e Métodos

Local

Os animais utilizados neste experimento sdo pertencentes ao
Canil Von Springer, canil de renome e considerado o melhor canil de
Springer Spaniel Inglés nos anos 2000 a 2003.

O canil estd localizado no municipio de Avaré, sudoeste do
estado de Sdo Paulo, a 766 metros de altitude, longitude 48°55' e
latitude 23°6', indice pluviométrico de 1274 mm/ano, clima quente e

seco e temperatura variando entre 17 e 33°C.

Selecdo e numero de animais

O grupo foi composto por 10 cadelas gestantes adultas da raga
Springer Spaniel Inglés, com peso médio de 18,0 Kg, mantidas sob
acompanhamento rigoroso de alimentacdo durante o periodo de

colheitas.

Manejo

Os animais foram mantidos em canis ndo cimentados de 400m?
até os 40 dias de gestagdo, quando foram transferidas para a

maternidade (recinto fechado de 12 m? com soldrio), onde
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permaneceram até o desmame. A mesma condigdo de manejo e
alimentagdo foi utilizada em todas as cadelas.

Os animais foram alimentados com ragdo de boa qualidade?, em
quantidades didrias conforme recomendagdes constantes na
embalagem levando em conta o peso de cada cadela, sem qualquer
suplementagdo até os 40 dias de gestagdo, quando foi substituida por
ragdo de filhote® até o final da lactagdo. Aos animais foi mantida dgua

ad libitum.

Colheita das amostras

A colheita do sangue foi realizada através de venopungdo
jugular, sempre no periodo da manhd, com as cadelas contidas
fisicamente em decdbito lateral, utilizando-se coletores a vdcuo®,
obtendo-se amostras de 10,0 mL de sangue. Imediatamente apds a
colheita o sangue foi centrifugado (1000xG/10 min) para obtengdo do

soro.

’Racdo Royal Canin maxi adult 1 super premium
®Racdo Royal Canin maxi filhotes super premium
*Vacutainer ¢/ gel separador - BD + Agulhas p/ vacutainer — BD + Adaptadores plasticos p/

vacutainer - BD
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A armazenagem do soro sangiiineo, acondicionado em frasco

apropriado e identificado®, foi feita em nitrogénio liquido a -196°C®.

Fregiéncia de colheita das amostras

Como o objetivo foi estudar a fase gestacional e puerperal,

foram realizadas colheitas em sete momentos: MO-dia zero de

gestagdo (primeiro dia do diestro citoldgico), M1-1°tergo gestacional,

M2-2° tergo gestacional, M3-parto, M4-aleitamento, M5-desmame e

Mé6-anestro (Tabela 1).

Tabela 1- Momentos de colheita de amostras do experimento

Momento

Determinagdo do momento

MO Presenga de neutréfilos na citologia vaginal,
mudanga abrupta de células superficiais para
intermedidrias e parabasais + término do
comportamento de aceitagdo do macho,
correspondendo a 8 dias pds-pico de LH

M1 20 dias apés o MO ou 28 dias pds-pico de LH

M2 20 dias apés o M1 ou 48 dias pés-pico de LH

M3 Momento do parto

M4 15 dias apds o parto

M5 45 dias apds o parto

M6 30 dias apés o desmame

SCriotubos - AXIGEN
%Botijéo de N, liquido B2020 - CRYODIFFUSION



41

No momento do estro, determinado pela presenga de 80% de
células superficiais associada ao comportamento de aceitagdo do
macho, foi realizada a monta natural. O primeiro dia do diestro
citolégico (MO) foi determinado pelo acompanhamento da citologia

vaginal” didria.

Dosagens laboratoriais

As dosagens de progesterona®, estradiol®’, osteocalcina®®, T3
total”, T4 (total” e livre™) e PTH intacto™, pelo método do
radioimunoensaio, foram realizadas no Laboratério de Endocrinologia,
do Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterindria-
UNESP - Botucatu - SP.

1516171819

As determinagdes pelo método da quimioluminescéncia

foram realizadas no Laboratério Botucatu, na cidade de Botucatu-SP.

"Laminas foscas -PERFECTA + Kit hematocor — BIOLOG + Escovas endotest - INSTRUMEC
®progesterona-DPC-MEDLAB

? estradiol-DPC-MEDLAB

190steocalcina-DSL

1 T3 total-DPC-MEDLAB

12 T4 total-DPC-MEDLAB

3 T4 livre-DPC-MEDLAB

YN-tact® PTH SP DiaSorin

1> T3 total immulite-DPC-MEDLAB



As determinacdes de calcitriol®

realizadas no CRIESP em Sdo Paulo-SP.

e calcitonina®
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foram

As determinagcdes de fdsforo®, cdlcio total”®, proteinas

totais®, albumina® e fosfatase alcalina® foram realizadas no Servico

de Laboratério Clinico da PUC-MINAS Campus de Pogos de Caldas.

A andlise estatistica programada foi executada ha PUC-MINAS

Campus de Pogos de Caldas.

Método do radioimunoensaio

A técnica de radioimunoensaio consiste em um método de

competigdo entre a amostra e anticorpo(s) especifico(s) marcado (s)

com I, seguida de contagem imediata da porgdo marcada

radioativamente em contador gama.

1673 livre immulite-DPC-MEDLAB

7 T4 total immulite-DPC-MEDLAB

18 T4livre immulite-DPC-MEDLAB

974 canino immulite-DPC-MEDLAB

201 25 dihidroxivitamina D-DIASORIN
?!calcitonina-DPC-MEDLAB

22 Fosforo - ANALISA Diagndstica S.A.

2% Célcio - ANALISA Diagnostica S.A.

% Proti A/G CELM Cia Equipadora de Laborat6rios Modernos
% Proti A/G CELM Cia Equipadora de Laboratérios Modernos

% Fosfatase alcalina cinética otimizada - CELM Cia Equipadora de Laborat6rios Modernos
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Método da quimioluminescéncia
O método consiste na competigdo entre soro e anticorpo
ligante na fase sdlida, seguida de lavagem do excesso; o anti-ligante e a
fosfatase alcalina sdo entdo introduzidos para retirar o anticorpo
ligante. O substrato quimioluminescente é hidrolizado em presenga de
fosfatase alcalina, gerando um composto instdvel e a luz resultante
medida automaticamente.
Dosagem de fosforo sérico
Esta dosagem foi feita utilizando-se A/t comercial?’,
através de método colorimétrico, baseado nha reagdo do fésforo
inorgdnico com molibdato de amdnio, na presenca de dcido sulfdrico
formando um complexo de fosfomolibdato de aménio. Por agdo da
hidroxilamina em meio alcalino, o complexo é reduzido a azul de
28

molibdénio, cuja absorbdncia foi lida em espectrofotometro a

650nm.

2" Fosforo - ANALISA Diagndstica S.A.
%8 Spectronic 88 — CELM Cia Equipadora de Laborat6rios Modernos
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Dosagem de cdlcio total sérico

Esta dosagem foi feita utilizando-se A/t comercial®’,
através de método colorimétrico, baseado ha formacdo de um
complexo violeta resultante da reagdo do cdlcio com a o-cresolftaleina

complexona, lido em espectrofotometro a 570 nm.

Dosagem de proteinas totais séricas e albumina sérica

A dosagem das proteinas séricas foi feita utilizando-se

kit comercial®®

baseado no método colorimétrico de biureto, pelo qual
as proteinas reagem com o fon cuprico, formando complexo violeta lido
em espectrofotémetro a 540nm.

A dosagem da albumina sérica foi feita utilizando-se o
mesmo k/t comercial, baseado no método colorimétrico do verde de
bromocresol, pelo qual a albumina reage com a forma anidnica do
corante. O aumento da absorbancia do branco de reativo lido em

espectrofotometro a 625nm neste A/t é proporcional a albumina

presente.

2% Célcio - ANALISA Diagnostica S.A.
% proti A/G CELM Cia Equipadora de Laboratérios Modernos
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Dosagem da fosfatase alcalina

Esta dosagem foi feita utilizando-se A/t comercial® que
se baseia na hidrélise do p-nitro-fenilfosfato pela fosfatase alcalina,

onde a velocidade da reagdo € medida a 405 nm.

Anadlise Estatistica

A andlise estatistica consistiu no estudo de possiveis
associagées entre as varidveis estudadas, com a construgdo do
diagrama de dispersdo entre as varidveis de interesse e o cdlculo da
medida de relagdo linear entre elas, dada pelo coeficiente de
correlagdo linear amostral de Pearson (Zar, 1996), juntamente com a
significancia (valor de p) associada a tal correlagdo.

Foi feita andlise multivariada de medidas repetidas para
comparagdo, em média, entre os pares de momentos da avaliagdo. Para
varidveis nas quais ndo se observaram condigdes de normalidade e/ou
igualdade de varidncias em cada momento, foi utilizado o teste t de

Student, visando comparagdo entre momentos.

3! Fosfatase alcalina cinética otimizada - CELM Cia Equipadora de Laborat6rios Modernos
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Foram montadas curvas de acontecimentos das varidveis de
acordo com os periodos preestabelecidos de colheita das amostras.
Para cada variavel observada no experimento foram apresentadas as
estatisticas descritivas de média e desvio padrdo amostral.

Para todas as varidveis testadas, a variagdo dos valores dos
testes intra-ensaio ndo foi superior a 5%. As precisGes intra-ensaio
foram determinadas pela repetigdo de 10% das amostras e a precisdo
inter-ensaio com a utilizagdo de um "pool” de amostras.

Excecbes foram feitas a varidveis que apresentaram resultados
abaixo do limite de detecgdo do método, em que se tornou impossivel

determinar média, desvio padrdo e montar curvas.
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Resultados
Tempo de gestagdo

O tempo médio de gestagdo, contado apés o inicio do diestro
citoldégico (MO) foi de 58 dias (tabela 2).

Tabela 2 - tempo de gestagdo pés diestro citolégico em dias

CADELA TEMPO DE GESTACAO POS
DIESTRO CITOLOGICO (DIAS)

1 58

2 58

3 58

4 59

5 57

6 57

7 59

8 58

9 60

10 56

MEDIA 58




PTH intacto sérico

Houve diferenca estatistica entre MO e M1 (tabela 3).
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Tabela 3 - valores séricos de PTH pelo método do radioimunoensaio e
analisados estatisticamente pelo teste T de Student

Cadelas MO™ | M1% | M2 | M3 M4 M5 M6
1 668 | 212 858 58 288 | 442 | 731
2 572 1 20,7 289 891 33 326 | 349
3 399 334 685 | 239 @ 455 | 542 @ 1149
4 1611 688 334|499 216 | 442 | 1223
5 1026 376 417 | 628 | 203 | 542 | 927
6 492 301 379223 861 | 1026 | 2084
7 1061 | 30,1 | 663 | 72,7 15 312 | 445
8 168 467 305 | 839 | 2037 | 756 53
9 568 274 231 1155 | 1227 | 756 15
10 26.1 15 654 468 505 | 356 15
Média 682 | 331 481 84 62,7 55 77 4
Desvio Padrdo 436 | 155|214 602 | 599 231 597

!

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos

(teste t de Student). p<0,05.
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Paratorménio

pg/mL

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

FIGURA 5: concentragbes séricas de paratormédnio (pg/dL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pds-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pés-
parto
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Osteocalcina sérica
Ndo foram observadas diferencas entre os momentos de
colheitas de amostras e como ocorreram valores abaixo do limite de

detecgdo, ndo foi possivel estabelecer curva de acontecimento (tabela

4).

Tabela 4 - valores séricos de osteocalcina pelo método do

radioimunoensaio analisados pelo teste T de Student

Cadelas| MO M1 | M2 M3 M4 M5 Mé
1 148 | «01 | <01 11 11 11 11
2 1,48 11 11 11 11 11 11
3 11 11 11 11 <0,1 <0,1 <0,1
4 11 11 | <01 11 1 11 11
5 11 11 11 <0,1 <0,1 11 11
6 11 11 11 14 <0,1 11 11
7 11 <0,1 1 11 11 11 <0,1
8 11 1,2 11 11 11 <0,1 <0,1
9 11 <0,1 11 11 11 1 16
10 11 11 11 11 11 11 1,3

Média 11 11 10 11 10 10 1,2

Desvio| 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Padrdo
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Calcitonina sérica

Ndo foram observadas diferengas entre os momentos de

colheitas de amostras (tabela 5).

Tabela 5 - valores séricos de calcitonina pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student

Cadelas; MO M1 M2 M3 M4 M5 Mé
1 11 11 12 13 18 20 22
2 11 11 12 14 18 20 16
3 11 12 12 11 15 14 11
4 11 11 12 16 14 15 11
5 11 11 20 20 20 11 11
6 11 11 11 15 11 11 11
7 11 15 15 15 15 15 15
8 11 12 12 20 20 12 12
9 11 11 12 12 12 12 11
10 12 10 12 11 11 11 11
Média | 11,1 115 13 14,7 154 14,1 131
Desvio| 0,3 14 2,7 3,3 35 35 3,6
Padrdo
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Calcitonina

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

FIGURA 6: concentragbes séricas de calcitonina (pg/dL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pés-parto, M6-75 dias pds-
parto
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Progesterona sérica

Foram encontradas diferengas entre os momentos MO e M1, M1

e M2, M2 e M3, M3 e M4, M6 e MO (tabela 6).

Tabela 6 - valores séricos de progesterona pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student

Cadelas| MO9°* | M1%° | m2Pc | m3cd M44 M5 M6?
1 1 116 | 157 | 164 2 3,2 5,4
2 1 104 | 152 164 2,9 3,6 7.6
3 1 84 | 151 47 15 2,3 46
4 1 9 172 | 153 2,6 3,0 35
5 1 88 | 143 | 147 2,2 2,2 2,6
6 1 91 | 198 16,4 9,1 7.4 6,0
7 1 91 | 152 158 7 6,8 13
8 1 84 1572 2,6 6,5 75 5,9
9 1 8,1 15 35 7.8 8,2 17,0
10 1 99 | 146 2,3 75 6,4 42

Média | 1 93 | 157 | 1,08 49 5,1 5,8

Desvio| 27 1t 21 71 3! 21 41

Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste #

de Student). p<0,05.
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Progesterona

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

FIGURA 7: concentragdes séricas de progesterona (ng/mL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pds-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pés-
parto
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Estradiol sérico

Foram encontradas diferengas entre os momentos MO e MI,

M3 e M4, M6 e MO (tabela 7).

Tabela 7 - valores séricos de estradiol pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo tfeste T de
Student

Cadelas MO%°*| M1° = M2 | m3¢ M4 M5 M6?
1 34 | 42 | 16 19 1,2 1.2 1,2
2 20 | 47 | 14 10 1.8 17 0,9
3 48 | 10 | 05 11 0,4 05 07
4 45 | 33 | 07 10 0,4 0,4 0,6
5 47 | 15 | 10 16 0,6 0,3 0,2
6 34 16 | 15 1,3 1,0 1,0 0,2
7 43 | 16 | 42 14 0,1 0,3 0,2
8 65 | 13 12 12 0,1 0,1 1,0
9 44 12 10 13 07 0,1 0,1
10 49 | 17 | 06 0,8 0,9 0,8 0,2
Média 43 | 22 | 13 1,2 0,8 07 05
Desvio 1,1 13 10 0,3 0,4 05 0,4
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (feste t de

Student). p<0,05.
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Estradiol

pg/mL

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

FIGURA 8: concentragdes séricas de estradiol (pg/mL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pds-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto



T3 total sérico
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Foram encontradas diferengas entre os momentos M2 e M3

pelo método do radioimunoensaio (tabela 8).

Observou-se que as cadelas 3, 5, 6 e 9 elevaram a média no M3

e as cadelas 1, 4, 5, 8 e 10 elevaram a média no M4.

Tabela 8 - valores séricos de T3 total pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student
Cadelas| MO* M1 M2° M3¢ M4 M5 Mé
1 90,3 120,4 295 658 | 288,66 | 1012 81,1
2 103,1 | 152,0 39,3 66,8 75,0 54,3 344
3 913 415 905 | 2204 | 339 742 | 4494
4 97.2 128,6 24,4 622 | 4852 | 956 89,2
5 75,6 67,1 66,9 3147 | 2334 2553 @ 3634
6 94,1 70,3 88,0 541,2 84,1 95,3 2130
7 101,3 116,2 429 575 731 75,1 74,1
8 1101 791 139,6 79,2 202,2 96,2 52,0
9 100,7 93.8 509 | 5075 | 51,2 52,6 62,0
10 1075 | 1322 64,5 67,9 2193 | 2002 | 329
Média | 971 100,1 63,6 1983 | 1745 | 1100 | 1451
Desvio| 9,9 35,1 349 1919 | 1410 | 656 148,1
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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FIGURA 9: concentragdes séricas de T3 total (ng/dL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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Pelo método da quimioluminescéncia foram encontradas

diferencas entre os momentos MO e M1, M1 e M2 (tabela 9).

Tabela 9 - valores séricos de T3 total pelo método da

quimioluminescéncia e analisados estatisticamente pelo teste T de

Student

Cadelas, MQO°* | M1°P M2° M3 M4 M5 Mé
1 <40 47,8 <40 <40 <40 <40 <40
2 44 5 53,7 <40 <40 <40 <40 <40
3 <40 491 <40 <40 <40 <40 <40
4 <40 55,6 <40 <40 <40 <40 <40
5 <40 50,7 <40 <40 <40 <40 <40
6 <40 46,6 50,5 <40 <40 <40 <40
7 <40 50,3 <40 <40 <40 <40 <40
8 42 48 4 <40 <40 <40 <40 <40
9 419 50,8 <40 <40 <40 <40 <40
10 48,6 491 <40 <40 <40 <40 <40

Média 50,2

Desvio 2,7

Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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T3 livre sérico

Todos os resultados por este método revelaram valores abaixo

do limite de detecgdo (tabela 10).

Tabela 10 - valores séricos de T3 livre pelo método da
quimioluminescéncia e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student

Cadelas, MO M1 M2 M3 M4 M5 Mé
1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
3 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
4 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
5 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
6 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
7 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
8 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
9 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1




T4 total sérico
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O T4 total pelo RIA apresentou diferengas entre os momentos

MO e M1), M6 e MO (tabela 11).

Tabela 11 - valores séricos de T4 total pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student
Cadelas| MQ“* M1° M2 M3 M4 M5 Mé?
1 30 35 4.8 16 4,3 1.2 09
2 2,6 3,3 13 25 2,2 2,0 2,0
3 2,9 4,6 17 09 2,8 19 19
4 05 2,8 3,7 3,9 2,7 2,3 19
5 14 2,8 49 3,3 13 0,8 0,7
6 2,9 16 16 3,6 0,2 0,3 14
7 14 2,4 2,4 34 1.2 11 10
8 37 58 17 5,2 04 04 04
9 2,8 3.1 50 2,8 15 10 0,6
10 3,2 2,6 2,7 15 18 16 18
Média| 24 3,2 2,9 2,8 18 12 12
Desvio| 0,9 11 15 1.2 1.2 0,6 06
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (feste t de

Student). p<0,05.
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T4 total (radioimunoensaio)

pg/dL

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

FIGURA 10: concentragdes séricas de T4 total (wg/dL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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Pelo método da quimioluminescéncia entre os momentos M1 e

M2, M4 e M5, M5 e M6 (tabela 12).

Tabela 12

valores séricos de T4 total

pelo método da

quimioluminescéncia e analisados estatisticamente pelo teste T de

Student
Cadelas) MO* & M1° | M2° | M3 M4e M5 Mé6f
1 1,3 1,1 1 1,1 <1 <1 <1
2 1,6 1,2 <1 1,1 <1 <1 1,2
3 1 1,3 1,3 <1 1,1 <1 1,2
4 1,1 1,3 1,2 <1 <1 1,2
5 1,1 1,2 <1 11 <1 1
6 1,1 14 11 <1 1 <1 1
7 1 1,3 1,1 15 1,2 1 1,2
8 14 14 1,1 1 1,2 1 11
9 1,3 11 1 <1 1,1 <1 <1
10 14 1,1 11 <1 1,1 <1 <1
Média | 1,2 1,2 1,1 1,1 1,1 10 1,1
Desvio| 0,2 01 0,1 0,2 0,1 0,0 0,1
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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T4 livre sérico

O T4 livre pelo RIA apresentou diferengas entfre M1 e M2, M3

e M4, M6 e MO (tabela 13).

Tabela 13 - valores séricos de T4 livre pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo feste T de
Student

Cadelass M0O%* = MI1P M2° M3¢ M4 M5 M6?
1 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
2 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 01
3 0,4 0,4 0,2 0,1 0,2 0.1 0,2
4 04 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
5 04 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
6 04 0,4 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
7 0.4 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
8 04 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
9 04 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 01
10 0.4 0,4 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2
Média 04 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Desvio| <0,1 <01 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (feste t de

Student). p<0,05.
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T4 livre (radioimunoensaio)
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FIGURA 11: concentragdes séricas de T4 livre (ng/dL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pds-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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Pela quimioluminescéncia apresentou diferengas entre MO e M1,

M1e M2, M3 e M4, M6 e MO (tabela 14).

Tabela 14 - valores séricos de T4 livre pelo método da
quimioluminescéncia e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student

Cadelas MO9°* | M1°® = M2° | Mm3¢ M4 M5 M6?
1 14 | 14 08 0,8 0,9 07 0,9
2 13 | 14 | 07 0,8 1 0,9 0,9
3 12 | 15 | 08 07 0,8 0,8 09
4 12 | 13 | 09 0,9 1 0,8 0,8
5 12 | 15 | 08 0,9 1 1 0,9
6 14 | 14 | 08 07 1 1 0,8
7 15 | 14 | 08 07 0,9 0,8 1
8 14 | 14 | 09 07 0,8 0,9 0,8
9 12 | 13 | 08 07 0,8 0,8 0,8
10 12 | 13 | 09 07 07 0,8 0,9
Média| 13 | 14 | 08 0,8 0,9 0,9 0,9
Desvio. 01 | 01 | 01 0,1 0,1 0,1 0,1
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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FIGURA 12: concentragdes séricas de T4 livre (ng/dL) pela
quimioluminescéncia durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pds-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto



T4 canino
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O T4 canino pela quimioluminescéncia apresentou diferengas

entre MO e M1, M2 e M3, M6 e MO (tabela 15).

Tabela 15 - valores séricos de T4 canino pelo método da
quimioluminescéncia e analisados estatisticamente pelo teste T de
Student
Cadelas| MO?°*| M1¢ | M2° M3° M4 M5 Mé6?

1 1,2 1.2 1 05 0,8 0,6

2 13 12 11 0,7 0,8 1

3 1.2 11 11 0,6 11 1 1

4 14 11 1 1 05 0,6 1

5 1.2 11 1.2 11 1.2 1 11

6 13 12 11 1 11 1 1,2

7 13 11 11 11 11 11 11

8 15 1.2 1 0,8 1 1 11

9 1,2 12 11 0,8 1 11 1

10 13 1 1.2 0,8 1 1 05
Média | 1,3 11 11 0,9 0.9 0,9 10
Desvio| 0,1 01 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2
Padrdo

* Letras iguais representam diferenca entre os momentos

(teste t de Student). p<0,05.
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FIGURA 13: concentragdes séricas de T4 canino (ug/dL) pela
quimioluminescéncia durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pés-parto, M6-75 dias pds-
parto
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1,25 dihidroxivitamina D (calcitrol)

A 125dihidroxivitamina D pelo RIA apresentou diferenga

entre MO e M1 (tabela 16).

Tabela 16 - valores séricos de calcitriol pelo método do
radioimunoensaio e analisados estatisticamente pelo feste T de
Student

Cadelas, MO** | MI1° M2 M3 M4 M5 M6

1 28 32 33 25 26 28 30

2 20 25 25 25 32 25 25

3 25 26 23 24 30 30 25

4 25 25 30 30 30 26 26

5 25 26 25 30 30 30 25

6 25 29 30 30 30 25 25

7 25 25 26 30 30 25 25

8 25 30 30 33 32 30 30

9 25 25 25 25 25 30 25

10 32 30 25 30 30 30 32

Média | 26 27 27 28 30 28 27

Desvio| 3,0 2,7 3,3 3,1 2,3 2,4 2,7
Padrdo

* Letras iguais representam diferenca entre os momentos

(teste t de Student). p<0,05.
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FIGURA 14: concentragdes séricas de calcitriol (pg/mL) pelo
radioimunoensaio durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pds-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pés-
parto
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Fosforo sérico

O fésforo apresentou diferengas entre MO e M1, M2 e M3, M3

e M4, M6 e MO (tabela 17).

Tabela 17 - valores séricos de fésforo durante o experimento e
analisados estatisticamente pelo teste T de Student

Cadelas| MO%°* | M1° | M2¢ & Mm3¢d M4 M5 M6?
1 31 | 29 | 28 3,2 35 3,6 4
2 31 | 27 29 | 3.2 3,2 3,3 4
3 3 27 | 27 3 3,3 3,6 3,6
4 3 27 28 3,1 33 34 3,9
5 3 28 | 27 3 3,2 34 3,9
6 3 29 | 27 3 3,2 31 35
7 33 | 32 31 3,2 34 35 3,9
8 3 32 | 31 3 3 3,2 3,3
9 3 27 | 28 3,1 3,1 3,1 31
10 5 45 | 41 5,1 49 48 42
Média| 33 | 30 | 30 | 33 34 35 3,7
Desvio| 06 | 06 | 04 | 06 05 05 0,4
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos

(teste t de Student). p<0,05.
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FIGURA 15: concentragdes séricas de fésforo (mg/dL) durante os
momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pds-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pés-
parto
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Cdlcio total sérico

O cdlcio total apresentou diferengas entre MO e M1, M1 e M2,

M2 e M3, M5 e M6 (tabela 18).

Tabela 18 - valores séricos de cdlcio total durante o experimento e
analisados estatisticamente pelo teste T de Student

Cadelas’ MO | M1%® | Mm2b<c M3¢ M4 | M5 M6
1 11 95 9 10,2 10 95 111
2 103 | 9.2 8,6 9,1 99 | 95 11,1
3 108 | 95 8,9 10 99 | 92 11
4 10 9,3 8,7 9,6 94 | 95 10,7
5 10 9 8,5 10,3 101 | 10,3 11
6 10 9 8,5 10 101 | 98 10
7 112 | 9.2 9,1 10,3 101 | 10,2 11
8 9 8,5 8 10 99 | 92 10,5
9 9 8,9 8,9 10,2 99 | 94 9,6
10 11 10 9,1 9,3 92 | 95 10,1
Média | 102 | 9,2 8,7 9,9 99 | 96 10,6
Desvio 0.8 @ 04 0,3 0,4 03 04 05
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos

(teste t de Student). p<0,05.
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FIGURA 16: concentragdes séricas de cdlcio (mg/dL) durante os
momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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Proteinas totais séricas e albumina sérica

Na dosagem das proteinas totais foram encontradas

diferencgas entre MO e M1, M1 e M2, M3 e M4, M5 e M6 (tabela 19).

Tabela 19 - valores séricos de proteinas totais durante o experimento
e analisados estatisticamente pelo teste T de Student

Cadelas’ MO™* | MI1°P M2° M3 M4 M5 M6f
1 6,5 6 55 5,4 6 6,2 7
2 6,5 5,8 5,3 5,4 5,9 6,1 7
3 6,2 5,9 5,3 5,4 6,2 6 6,9
4 6,2 5,9 5,3 5,5 6,1 6,3 6,9
5 6 6 5,3 6,2 6,3 6,2 6,9
6 6,2 6,1 6 6,5 6,3 6,2 6,5
7 7 6,3 6 6,3 6,5 6,1 6,7
8 7,2 7 6,5 7.3 7 6,5 7.2
9 7 6,5 6,2 6,1 6,1 6,1 6,3
10 7 6,5 55 5,2 6,5 6,8 7.1
Média | 6,6 6,2 5,7 5,9 6,3 6,3 6,9
Desvio| 0,4 0,4 0,4 07 0,3 0,2 0,3
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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FIGURA 17: concentragdes séricas de proteina total (mg/dL) durante
0s momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pds-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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A albumina apresentou diferenga entre MO e M1, M1 e M2, M2

e M3, M3 e M4 (tabela 20).

Tabela 20 - valores séricos de albumina durante o experimento e
analisados estatisticamente pelo teste T de Student

Cadelas| MO™* | M1%® | M2bc | m3ed M4 M5 M6
1 31 | 31 | 29 28 31 3 3
2 31 | 31 | 29 28 31 3 29
3 3,2 3 27 | 28 2,9 3,2 3
4 3 29 28 31 3,2 3,2 33
5 3 3 29 | 33 3,2 31 35
6 3 29 | 29 3,1 31 3 31
7 35 34 3 3,2 3,3 3,3 33
8 34 | 32 3 34 35 31 3,2
9 3 3 2,8 2,7 3 3 3
10 35 | 33 27 28 3,3 3,2 3,6
Média| 32 | 31 29 | 30 3,2 31 3,2
Desvio, 02 | 0,2 | 0.1 0,2 0,2 0,1 0,2
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste t de

Student). p<0,05.
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FIGURA 18: concentragdes séricas de albumina (mg/dL) durante os
momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pds-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pés-parto, M6-75 dias pds-
parto



Fosfatase alcalina

e M3, M3 e M4, M4 e M5, M5 e M6 (tabela 21).
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A fosfatase alcalina apresentou diferengas entre M1 e M2, M2

Tabela 21 - valores séricos de fosfatase alcalina durante o
experimento e analisados estatisticamente pelo teste T de Student
Cadelass MO* | M1° | M2°¢ M3%4 | m49e M5 Mé6f
1 56 75 90 91 110 122 61
2 62 80 89 91 120 132 61
3 65 81 99 97 120 150 70
4 60 78 84 99 105 130 120
5 60 81 91 101 122 135 150
6 66 74 89 93 105 132 77
7 77 65 86 95 128 139 88
8 88 92 75 99 96 88 78
9 110 74 99 101 108 132 98
10 88 85 95 106 115 135 97
Média | 73,2 | 785 | 89,7 | 97,3 1129 1295 90
Desvio| 17,3 | 7,3 7.2 49 9,8 16,2 27,9
Padrdo

* Letras iguais representam diferenga entre os momentos (teste # de
Student). p<0,05.
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FIGURA 19: concentragbes séricas de fosfatase alcalina (mg/dL)
durante os momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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FIGURA 20: curvas de valores médios de albumina, fésforo,
calcitonina, T4 livre RIE, proteinas totais, T4 canino, progesterona, T4
total RIE, cdlcio total, T4 livre quimiol. e estradiol durante os
momentos, Botucatu-2004

MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pés-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pds-
parto
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FIGURA 21: curvas de valores médios de calcitriol, paratorménio, T3
total livre e fosfatase alcalina durante os momentos, Botucatu-2004
MO-Pico de LH+8dias, M1-28 dias pés-LH, M2-48 dias pos-LH, M3-
parto, M4-15 dias pds-parto, M5-45 dias pds-parto, M6-75 dias pés-
parto
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Controle citologico

O controle citoldgico se mostrou eficiente para a determinagdo
do estro e inicio do diestro, visto que todas as cadelas acompanhadas e
cobertas apresentaram prenhez positiva e tempo de gestagdo

compativel com a literatura.

Correlagoes entre varidveis encontradas

Ndo houve correlagdo entre o nimero de filhotes e as variaveis

estudadas.

MO
Fésforo X T3 quimio r: 0,79 p: 0,0061
Fésforo X calcitonina r: 0,99 p: 0,0001

Proteina total X T3 radioimunoensaio r: 0,81 p: 0,005



M1

M2

M3

Cdlcio X T4 canino r:0,68 p: 0,03

Fésforo X T4 canino r: 0,64 p: 0,04

Fosfatase alcalina X osteocalcina r: 0,71 p: 0,02
Cdlcio X T4 livre radioimunoensaio r: 0,78 p: 0,007

Fosfatase alcalina X T4 radioimunoensaio r: 0,66 p: 0,04

Albumina X estradiol r: 0,68 p: 0,03
Albumina X T4 livre radioimunoensaio r: 0,75 p: 0,01
Cdlcio X T4 livre radioimunoensaio r: 0,75 p: 0,01

Cdlcio X T3 radioimunoensaio r: 0,66 p: 0,04

Albumina X calcitriol r: 0,84 p: 0,002

Albumina X calcitonina r: 0,91 p: 0,0001
Fosfatase alcalina X progesterona r: 0,69 p: 0,03
Cdlcio X estradiol r: 0,78 p: 0,008

Albumina X T4 radioimunoensaio r: 0,81 p: 0,004

Proteina total X T4 radioimunoensaio r: 0,82 p: 0,04
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M4

M5

M6
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Proteina total X T4 quimio r: 0,78 p: 0,007

Fosfatase alcalina X paratorménio r: 0,74 p: 0,01

Ndo houve correla¢des entre as varidveis

Cdlcio X progesterona r: 0,65 p: 0,04

Fésforo X progesterona r: 0,66 p: 0,04

Proteina total X estradiol r: 0,65 p: 0,04

Albumina X T4 livre radioimunoensaio r: 0,73 p: 0,02

Fosfatase alcalina X T4 livre radioimunoensaio r: 0,84 p: 0,002
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Discussado

Estavam previstas colheitas de amostras de 15 cadelas
gestantes, porém cinco fémeas foram descartadas por apresentarem
alguma alteragdo metabdlica (indugdes de parto, uso de qualquer
medicamento e cesariana), sendo, entdo, realizadas as dosagens e
avaliagdo estatistica dos resultados de 10 cadelas, que demonstrou
significdncia estatistica das amostras.

Apesar do que diz a literatura sobre a gestagdo e lactagdo
poder provocar uma deficiéncia mineral na fémea (Malluche et al,
1982; Gruber, Gutterridge & Baylink, 1984; Brommage & Deluca, 1985;
Colussi et al, 1987; Fukuda & Iida, 1993) isto ndo foi observado em
nenhum momento do experimento com suplementagdo alimentar, tendo
sido observada uma tendéncia a diminui¢do das concentragdes de cdlcio
e fésforo do MO até o M2 e posterior aumento destas concentragdes,
coincidente com o incremento mineral alimentar apenas com a mudanga
da ragdo.

Segundo CAPEN & MARTIN (1977), CHEW & DIBARTOLA
(1992) e YAPHE & FORRESTER (1994) o calcitriol, a calcitonina e o

paratorménio sdo responsdveis pelo metabolismo de cdlcio e fosforo, o
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que foi observado neste experimento foi uma estabilidade nestes trés
hormanios, pois como jd dito anteriormente os valores de cdlcio e
fosforo se mantiveram na normalidade.

Segundo SLATOPOLSKY, MARTIN & HRUSKA (1980) existem
trés mecanismos de retirada de cdlcio dos ossos para manutengdo dos
hiveis séricos. No caso das cadelas deste experimento, o que pode ter
colaborado com esta manutengdo foi que, a partir dos 40 dias de
gestagdo, houve a mudanga de ragdo, o que representou um incremento
de 23,1% na concentragdo e conseqiiente ingestdo de cdlcio.

Ao se confrontar os momentos de colheita observamos que
somente o PTH e o calcitriol variaram significativamente (p<0,05)
entre MO e M1, ndo havendo outras variagées. O fato de que a
calcitoning, o calcitriol e o paratormanio, que trabalham em conjunto,
ndo terem sido afetados pela gestagdo ou lactagdo, pode ser um
indicador da eficiéncia da corregdo alimentar ou de que ndo hd a real
necessidade de se intervir na homeostase mineral durante a gestagdo e
lactagdo, como ocorre atualmente na rotina de parte dos médicos

veterindrios.



89

Os valores de osteocalcina ndo apresentaram variagdes
estatisticamente significativas em nenhum momento do experimento,
enquanto a fosfatase alcalina apresentou variagdo entre todos os
momentos, o que mostrou uma tendéncia da osteocalcina em
acompanhar os hormédhios da homeostase mineral, que também ndo
variaram. Estes resultados sdo concordantes com a literatura que cita
a osteocalcina como um melhor marcador de turnover ésseo que a
fosfatase alcalina (Power & Fottrell, 1991; Allen & Richardson, 1998)
por ser uma proteina 6ssea especifica (Power & Fottrell, 1991; Arican,
Carter & Bennett, 1996; Allen & Richardson, 1998), sendo uma opgdo a
esta.

Como relatam POWER & FOTTRELL (1991) e ALLEN &
RICHARDSON (1998) a sintese de osteocalcina é dependente do
calcitriol, o que pode ser comprovado pela auséncia de alteragdes em
ambas as varidveis.

Conforme exposto na literatura, os hormdnios da tiredide estdo
relacionados com alteragdes na absorg¢do de cdlcio e fésforo (Rosol &
Capen, 1996; Davidson, 2000). Neste trabalho ndo foi testada a

absorgdo destes minerais, porém foram observados alguns episédios de
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correlagdo entre estes hormonios e cdlcio e/ou fésforo, o que pode
também ser concordante com a sua absorcdo.

Foram observadas diferengas estatisticas (p<0,05) entre os
momentos dos hormonios da tiredide em todos os métodos utilizados, o
que pode representar um aumento na necessidade energética nas fases
da gestagdo e lactagdo, porém em nenhum momento houve
concentragoes acima ou abaixo da escala de normalidade.

A diferenga entre T3 total e T4 total pode ser explicado pelo
comportamento hormonal de algumas cadelas, que elevou a média de T3
total (cadelas 3, 5, 6 e 9 elevaram a média ho M3 e as cadelas 1, 4,5, 8
e 10 elevaram a média no M4).

REIMERS et a/ (1984) atestaram que o T4 estd aumentado nas
cadelas em diestro ou gestantes e sugeriu como causa o aumento de
progesterona nestas fases. O que foi observado no presente estudo foi
um real aumento nas concentragdes de T4 total durante a gestagdo,
porém a correlagdo com a progesterona ndo foi comprovada, o que de
certa forma é satisfatorio, pois representa que ndo ha um feedback da

progesterona na concentragdo normal de T4, o que representaria uma
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mudanga nos conceitos de castragdo de cadelas, pois caso houvesse, as
cadelas castradas teriam propensdo ao hipotireoidismo.

REIMERS et al (1981), bem como ECKERSALL & WILLIANS
(1983) relatam problemas na utilizagdo de Aits de radioimunoensaio
humanos para o T4 por apresentarem limites de detecgdo baixos, o que
representa falha em 17% dos animais testados. Este problema ndo foi
observado neste experimento, o que é concordante com YOUNG,
SARTIN & KEMPPAINEN (1985), LEE, LAMB & REIMERS (1991),
NELSON et al. (1991), REIMERS et a/. (1991), TORRES, MCKEEVER &
JOHNSTON (1991) e PANCIERA & POST (1992). Porém este método
pode ser substituido pelo A/t de quimioluminescéncia especifico para
cdes, que foi testado e apresentou boa sensibilidade e demonstrando
semelhanga com o aumento de T4 em presenga de progesterona que
REIMERS et a/ (1984) relatam.

Existem duas vertentes quanto ds concentragdes de estradiol,
uma que relata concentragdes estdveis durante a gestagdo (Hadley,
1975; Austad, Lunde & Sjaastad, 1976; Vannucchi, 2000) e a segunda
que refere aumentos significativos durante a gestagdo, com pico

anterior ao parto (Feldman & Nelson, 1987a; Concannon et al., 1989).
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Os resultados deste experimento sdo semelhantes ao da primeira
hipétese, pois foi observada uma queda nas concentragdes de
estradiol, com significancia estatistica (p<0,05), durante a gestagdo,
principalmente entfre o MO e M1 e posterior manutengdo em
concentragoes baixas.

O kit de radioimunoensaio utilizado neste experimento para
dosagem de estradiol apresentou uma pequena falha de sensibilidade,
havendo a necessidade de corregdo da curva de calibragdo através de
programa computacional, devendo-se optar por outro A/t.

As caracteristicas de mudanca comportamental e citoldgicas
vaginais provocadas pelo estrdgeno no estro e transigdo para diestro
propostas por FELDMAN & NELSON (1996a) foram observadas neste
experimento e foram de fundamental importancia para a determinagdo
desta transigdo.

Os resultados do presente trabalho experimental demonstram
concordancia com literatura (Hadley, 1975; Graf, 1978; Purswell &
Parker, 2000; Vannucchi, 2000), que relata que a progesterona tem sua
concentracdo crescente durante o estro, mantendo niveis séricos altos

durante a gestagdo e diminuindo antes do parto, o que pode significar
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que este hormdnio realmente é o mantenedor da gestagdo, como
proposto por HADLEY, 1975; GRAF, 1978; PURSWELL & PARKER,
2000; VANNUCCHI, 2000; ROOT KUSTRITZ, 2001; DAVIDSON &
FELDMAN, 2004 e SCHAEFERS-OKKENS, 2004. Estes resultados sdo
melhor observados na curva de progesterona, em que se pode notar
uma queda nas concentragdes entre o M2 e M3.

A correlagdo entre os hormdnios progesterona e estrdgeno e o
fosforo proposta por FELDMAN & NELSON (1987c), ORTOLANI
(1999) e PAULINO & BONDAN (1999) ndo foi observada neste
experimento, o que pode explicar o fato do PTH ter se mantido
estdvel, visto que este mineral é fundamental para o incremento deste
hormanio, como foi comprovado por MACHADO (2000). O incremento
de 64,3% na ingesta de fésforo promovido pela troca alimentar pode
ter contribuido para esta manutengdo hormonal, tendo em vista que a
manutengdo nas concentragdes de fésforo mantém a normalidade do
PTH, evitando a ag¢do osteocldstica e osteocitica deste hormonio,
descritas por CAPEN & MARTIN, 1977; HIGH, CAPEN & BLACK, 1981;
BANKS, 1992; CHEW & DIBARTOLA, 1992; YAPHE & FORRESTER,

1994; ROSOL & CAPEN, 1996; PAULINO & BONDAN, 1999.
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No que diz respeito ds proteinas plasmdticas e albumina, o que
se observou foi uma tendéncia a diminuicdo de suas concentragdes do
MO ao M2, como ja havia sido observado quanto ao cdlcio e fdsforo,
sendo normalizado apés o aumento da ingesta de proteina em 38,5%.

A pesquisa de outros métodos como alternativa ao
radioimunoensaio tendo como justificativa fatores de seguranga
(Jerico et al, 1999; Lazaretti et al, 1999) e o tempo de incubagdo
(Garner & Leigth, 1999), o que nos leva a pesquisar métodos como a
quimioluminescéncia, porém este estudo experimental demonstrou que
alguns  kits desenvolvidos para humanos ndo apresentam boa
sensibilidade e especificidade, pois foram encontrados muitos valores
abaixo do limite de detecg¢do (80% T3 total, 100% T3 livre e 28% T4
total), como jd havia sido comprovado por MACHADO (2000) para o
paratorménio intacto em caninos sauddveis. O mesmo ndo foi observado
para o T4 livre e T4 canino, o que demonstra que pode ndo ser o
método a causa da falha, mas o A/* utilizado.

A monitorizagdo das alteragdes em células queratinizadas pela
citologia vaginal se mostrou um método eficiente para o controle do

momento de cobertura, apesar da literatura referir a associagdo com
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dosagens de progesterona seqienciais (Wildt, et al, 1979; Hay et al.,
2000; Root Kustritz, 2001; Betini, Moraes e Rigolon, 2001) o presente
trabalho tentou, conseguindo resultados satisfatérios, utilizar o
método menos oneroso e prdtico para o clinico particular.

Foi seguido o que FELDMAN & NELSON (1996a), GOODMAN
(2001), NEVES et a/. (2001), ROOT KUSTRITZ (2001) e DAVIDSON &
FELDMAN (2004) relataram, que em geral hd presenga de hemdcias ho
esfregago de citologia vaginal durante o estro, além de 80 a 100% de
células superficiais e auséncia de neutréfilos, havendo entdo uma
alteragdo abrupta no inicio do diestro citoldgico, com o reaparecimento
das células epiteliais parabasais e, freqiientemente neutréfilos.
Conforme constatado nos resultados, este padrdo se mostrou
eficiente, visto que 100% das cadelas apresentaram prenhez positiva e
com parto dentro dos padrdes previstos.

A média de gestagdo observada neste experimento foi de 58
dias pés diestro citoldgico, entrando em concorddncia com
JOHNSTON, ROOT KUSTRITZ E OLSON (2001), que refere com
média de 56,9 dias. Este resultado é bastante (til para que possamos

predizer o tempo de gestagdo e possiveis intervengdes caso haja
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distocia, podendo associar este dado com o acompanhamento fetal por
método ultrasonogrdfico para determinar se hd a necessidade de
intervengdo cirdrgica ou medicamentosa para a indugdo de parto, sem o

risco de se obter produtos prematuros.
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Conclusoes

Nas condigdes em que foi realizado este experimento foi

possivel concluir que:

os valores de cdlcio, paratormanio, calcitriol e calcitonina
demonstraram ndo haver tendéncia a hipocalcemia e
corregdo hormonal;

0s hormonios tireoidianos e os momentos M4 e M5
(lactagdo) foram os que apresentaram mais correlagdes;

a osteocalcina é mais especifica como marcadora éssea que
a fosfatase alcalina;

os valores de cdlcio, fosforo, proteina total e albumina
foram corrigidos com o incremento destes na ingesta;

os valores de estradiol se mantiveram estdveis durante toda
a gestagdo e a progesterona aumentou no inicio do diestro e
diminuindo ao final da gestagdo e lactagdo;

os horménios que mais de correlacionaram com outras
varidveis foram os tireoidianos, que pode ser justificada

pelas suas fungdes metabdlicas;
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os momentos correspondentes a lactagdo (M4 e M5) foram
os que apresentaram menor indice de correlagdo entre as
variaveis;

o método de quimioluminescéncia para dosagem de T3 total
e livre e T4 total ndo apresentaram sensibilidade;

o método de quimioluminescéncia de T4 total especifico
para caninos mostrou boa sensibilidade e especificidade;

foi possivel estabelecer curvas de acontecimento para
todas as varidveis, exceto aquelas que apresentaram um ou
mais valores abaixo do limite de detecgdo do método
utilizado;

os métodos de radioimunoensaio utilizados para mensuragdo
de osteocalcina, calcitonina e calcitriol mostraram ter boa
sensibilidade e eficiéncia;

ndo houve correlacdo entre o nimero de filhotes e as

demais varidveis estudadas.
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Tabela 22 - resultados da cadela 1 durante o experimento
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MO [ M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 [Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 2935 |48|16| 42 (12 |08]| 27 15 7
T3 RIA (ng/mL) [90,2|120,3|29,4|65,7|288,5(101,2(81,1|110,9 83,3
T4 livre RTA (ng/mL) |0,3|1 04 |0,2|02| 01 |02 |01] 0,2 0,1
Estradiol RIA (pg/dL) | 33| 41 |16 |19] 11 |12 ]12] 21 12
Progesterona RTA 10 | 11,6 |15,7|16,4| 2 3215479 06
(ng/mL)
PTHRIA (pg/dL) |[66,8| 21,2 (85,8| 58 | 28,8 [44,2|73,1| 53,9 23,6
Osteocalcina RIA 14|<«01|<01| 11| 11 |11 (11| 11 0.1
(ng/mL)
Calcitonina RTA 11 | 11 |12 |13 | 18 | 20 |22 | 15,2 46
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL)| 28 | 32 | 33| 25| 26 | 28 | 30| 2838 29
T4 Quimio (ug/dL) [13] 11 [ 1 |11 «1 <1 [«1] 11 0.1
T3 Quimio (ng/mL) |<40|47,8 <40 |<40| <40 | <40 [<40
T3 livre Quimio <1 | <1 [ <1 ] <« | « <1 | «1
(pg/dL)
T4 livre Quimio 1414|0808 090709 09 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 12112 | 1 1105|0806 09 0,2
(Hg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 11 (95| 9 |102] 10 |95 (11,1] 10,0 07
Fésforo (mg/dL) 31/29128(32|35|36| 4| 33 0,4
Proteina total (mg/dL)| 65| 6 |55[54]| 6 62| 71|60 05
Albumina (mg/dL) |31]31]29]|28]| 31| 3 | 3| 30 01
Fosfatase alcalina 56 | 75 |90 | 91 | 110 | 122 | 61 [ 86,4 243
(mg/dL)




Tabela 23 - resultados da cadela 2 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 26 [ 3213|2521 |19/19] 2.2 0,6 5
T3 RIA (ng/mL) 103,0(151,9/39,3/66,8/75,0/54,3/34,4| 74,9 410
T4 livre RTA (ng/mL) | 03 1 0,3 /02|02|01|02|01] 0,2 0,1
Estradiol RIA (pg/dL) | 20 | 46 |14]/09]1817|/09]| 19 1,2
Progesterona RIA 1 1104/152/16,4/29 (36|76 | 8,2 0,6
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) 57,2120,7|28,9/89,1| 33 |32,6/34,9| 42,3 234
Osteocalcina RIA 14 |11 111111 /1111 11 01
(ng/mL)
Calcitonina RIA 1 11 |12 |14 | 18 |20 | 16 | 145 35
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL) | 20 | 25 |25 | 25 |32 | 25| 25| 25,2 35
T4 Quimio (ug/dL) | 1,6 | 12 | <1 | 11| <1 | <1 |12 1.2 0,2
T3 Quimio (ng/mL) | 445 53,7 | <40 | <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio <1 <1 | <1 | <1 ||| d
(pg/dL)
T4 livre Quimio 13 /14 /07|08 1 (09|09 100 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 13112 (111 /07,08 1 10 0,2
(ug/dL)
Cdlcio (mg/dL) 103|192 (86919995 (|111| 96 0,8
Fésforo (mg/dL) 31 1271293232 (33| 4| 32 04
Proteina total (mg/dL)| 65 | 58 |53/54|59|61| 7 | 60 0,6
Albumina (mg/dL) 31 /31(29/28/31| 3 |29 29 01
Fosfatase alcalina 62 | 80 | 89 | 91 120|132 | 61 | 90,7 27,0

(mg/dL)




Tabela 24 - resultados da cadela 3 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 2845|1609 (27|18 19 | 23 11 10
T3 RIA (ng/mL) 91,3/141,5/90,4/1220,4|33,8/74,2/1449,3/143,0 148 ,4
T4 livre RTA (ng/mL) |0,3]/0,3/0,2| 01 |02|01]| 01 | 0,2 0.1
Estradiol RIA (pg/dL) 48|10/04| 11 |04|/05| 07 | 13 15
Progesterona RIA 1 184|151 47 |[15|/23| 46 | b4 05
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) 39,9/33,4/68,5 239 |455/54,2/1149| 85,0 731
Osteocalcina RIA 11111111 11 |<0,1(<0,1| <01 | 11 0,0
(ng/mL)
Calcitonina RIA 11 |12 12| 11 |15 |14 | 11 | 12,2 16
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL)| 25 | 26 | 23 | 24 | 30 | 30| 25 26,14 27
T4 Quimio (yg/dL) 1 1313 «1 |11« |12 | 11 0.1
T3 Quimio (hg/mL) | <40|49,1|<40| <40 | <40 |<40| <40
T3 livre Quimio <1 | <1 | <1 | <1 | <1 ] <]
(pg/dL)
T4 livre Quimio 12/15/08| 0,7 |08/08| 09 | 09 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio |12 111106 |11] 1| 1 | 10 0,2
(ug/dL)
Cdlcio (mg/dL) 108/95(89| 10 [99/92 11 | 99 0,7
Fésforo (mg/dL) 3127|127 3 |33[36] 36| 31 0,3
Proteina total (mg/dL)| 6,259 53| 54 (62| 6 | 69 | 59 05
Albumina (mg/dL) [32| 3 |27 28 |29/32]| 3 29 0.1
Fosfatase alcalina 65|81 (99| 97 |120|150| 70 | 974 29,8

(mg/dL)




Tabela 25 - resultados da cadela 4 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 05|28 136/39|27 (23|18 | 25 11 4
T3 RIA (ng/mL) 97,1|128,5/24,4/62,2/485,1/195,6| 89,2 | 140,3 1554
T4 livre RTA (ng/mL) | 04| 03 |02]|02]017/01] 01 | 0,2 01
Estradiol RIA (pg/dL)| 45 |3,28/0,7/09,03 (04|06 | 15 16
Progesterona RTA 1 9 |172/153/ 26 | 3 |35 | 74 0,6
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) |161,1/ 68,8 33,4/49,9| 21,6 |44,2|1223| 71,6 51,2
Osteocalcina RIA 11|11 |<01|11} 1 |11 11| 10 0,0
(ng/mL)
Calcitonina RTA 11 | 11 |12 16| 14 |15 | 11 | 128 2,1
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL)| 25 | 25 |30 | 30| 30 [ 26| 26 | 274 24
T4 Quimio (ug/dL) 1113 (12| 1 <1 <112 11 01
T3 Quimio (ng/mL) | <40 | 55,6 | <40 | <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio <1 | <1 | «1 ] <] <« |«
(pg/dL)
T4 livre Quimio 12 13|/09|/09| 1 (08|08 | 09 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 14| 11 1 1 105|061 09 0,3
(Hg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 10 | 93 (87/96| 94 95(10,7| 96 06
Fésforo (mg/dL) 3 1271/28/31/33|34/39]| 31 04
Proteina total (mg/dL)| 6,2 | 59 |[53|55| 61 63|69 | 60 05
Albumina (mg/dL) 3/129/28/31/,32(32(33 | 30 01
Fosfatase alcalina 60 | 78 | 84 | 99 | 105 (130 120 | 96,5 244
(mg/dL)




Tabela 26 - resultados da cadela 5 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 14 128/49(33 |12 |07 |06 | 21 15 5
T3 RIA (ng/mL) |75,6(67,11669|314,7/233,4/255,3|363,4/196,6| 125,77
T4 livre RTA (ng/mL)| 0,3 |0,3/02| 02 | 01 | 02 | 03 | 0,2 0,1
Estradiol RIA 46 |15|/10| 15|05 |03 |02 | 14 15
(pg/dL)
Progesterona RIA 1 /881143147 |22 | 26 | 26 | 65 0,6
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) 1102,6/37,6/41,7/62,8| 20,3 | 54,2 |192,7 | 58,8 29,8
OsteocalcinaRIA | 11 11|11 |<01 <01 | 11 | 11 11 0,0
(ng/mL)
Calcitonina RIA 11 |11 |20 | 20 | 20 1 1 | 14,8 48
(pg/dL)
Calcitriol RIA 25 |26 |25 | 30 | 30 | 30 | 25 |27,2 25
(pg/dL)
T4 Quimio (ug/dL) | 1,1 |12 ]| «1 1 11 <1 1 10 0,0
T3 Quimio (hg/mL) | <40 |50,7| <40 | <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio <1 | <1 |« | «a <1 <1 <1
(pg/dL)
T4 livre Quimio 12 |15/08| 0,9 1 1 09 |10 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio | 12 |11 (12| 11 | 1.2 1 11 11 0,0
(pg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 10 | 9 |85|103| 101|103 | 11 | 9.8 0.8
Fésforo (mg/dL) 3 (28|27 3 32|34 |39 31 0,4
Proteina total 6 6 |53/ 62|63 |62 |69 61 0,4
(mg/dL)
Albumina (mg/dL) 3 3/129/33/32 |31 35| 31 0,2
Fosfatase alcalina | 60 | 81 | 91 | 101 | 122 | 135 | 150 [105,7 316
(mg/dL)




Tabela 27 - resultados da cadela 6 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (ug/dL) 28/16(15|35/01/03| 14 | 16 1.2 6
T3 RIA (ng/mL) |94,0/70,3/88,0/541,1/84,1/ 95,3 |212,9|169,4 170,7
T4 livre RTA (ng/mL) |0,3/04|02|/02 |01/ 01|01 02 0,1
Estradiol RIA (pg/dL)| 33 (161413 /09|10 | 01 | 14 0,9
Progesterona RTA 1 191/198/164(91| 74 6 9.8 0,6
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) |49,2/30,1|37,9|22,3|86,1/102,6/208 4| 76,6 65,1
Osteocalcina RIA 111111114 (<01 11 | 11 | 11 01
(ng/mL)
Calcitonina RTA 1 |11 |11 |15 |11 ]| 11 1 | 115 15
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL) | 25 |29 | 30| 30 |30 25 | 25 | 277 25
T4 Quimio (yg/dL) 1111411 « 1 <1 1 112 01
T3 Quimio (hg/mL) | <40 |46,6/50,5| <40 [<40| <40 | <40
T3 livre Quimio <1 | <1 | <1 ] <1 | <] « <1
(pg/dL)
T4 livre Quimio 14/14/08|07 | 1 1 0,8 | 1,01 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 13/12|11] 1 |11] 1 12 | 113 0.1
(vg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 10| 9 (85| 10 |101] 98 | 10 | 96 0,6
Fésforo (mg/dL) 3129(27| 3 |32|31]35 | 30 0,2
Proteina total (mg/dL)| 6,2 | 61| 6 | 65|63| 62| 65 | 6,2 0,1
Albumina (mg/dL) 3129/ 29,31(31 3 31| 30 01
Fosfatase alcalina | 66 | 74 | 89 | 93 |105| 132 | 77 | 90,8 22,3

(mg/dL)




Tabela 28 - resultados da cadela 7 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (pg/dL) 13124(24/33|11|10/10| 18 09 7
T3 RIA (ng/mL) 101,3/116,2|42,9/57,5/73,0/75,0|74,0| 77 1 248
T4 livre RTA (ng/mL) [ 0,3 03/02/02/01|/01|01| 0,2 0.1
Estradiol RIA (pg/dL) | 43 | 16 |42]14/<01/03/02]| 20 18
Progesterona RTA 1 91 152|158 7 6,8 1,3 8 05
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) [106,1]30,166,3]72,7| 15 |312|445| 52,2 31,3
Osteocalcina RIA 11«01 1 |11 /11|11|<0,1| 10 01
(ng/mL)
Calcitonina RIA 11 15 15|15 |15 |15 |15 144 15
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL) | 25 | 25 | 26 |30 |30 | 25 | 25| 265 2,3
T4 Quimio (ug/dL) 1 |13 |11/15)12| 1 |12 11 0,1
T3 Quimio (hg/mL) | <40 |50,3|<40 | <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio <1 | <1 | <1 ] <1 |« |<]d
(pg/dL)
T4 livre Quimio 15,14 /08/07|/09/08| 1 | 10 0,3
(ng/mL)
T4 canino Quimio 13 /111111111111 ] 11 0.1
(pg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 112 9,2 19,1/10,3/10,1|10,2| 11 | 101 0,8
Fésforo (mg/dL) 33/32(31(32(34(35(39]| 3,3 0,2
Proteina total (mg/dL)| 7 | 63| 6 |[63|65|61|67]| 64 0,3
Albumina (mg/dL) 35/34| 3 |32(33[/33[33] 32 01
Fosfatase alcalina 77 | 65 | 86 | 95 |128|139| 88 | 96,8 26,9

(mg/dL)




Tabela 29 - resultados da cadela 8 durante o experimento

106

MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (ug/dL) 36 /57|16 52|03 |04/04]| 25 2,3 9
T3 RIA (hg/mL) |110,0/79,1/139,6|79,2/202,1|96,2|52,0/108,3 49,6
T4 livre RTA (ng/mL) | 0,3 |03/ 01 |01| 01 |01]/01]| 0,2 0.1
Estradiol RIA (pg/dL)| 65 13| 11 /118 <01 |<01] 1 | 2.2 2,4
Progesterona RTA 1 |84|152|26| 65 |75|59]| 6,7 04
(ng/mL)
PTHRIA (pg/dL) |16,8 46,7/ 305 83,9/203,7/75,6| 53 | 72,8 62,2
Osteocalcina RTA 111211 |11] 11 | «1 [<01| 11 01
(ng/mL)
Calcitonina RIA 1 (12| 12 | 20| 20 | 12 | 12 | 141 4,0
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL)| 25 | 30| 30 | 33| 32 | 3030300 25
T4 Quimio (ug/dL) 14 114 1.1 1 1,2 1 /11 11 0,1
T3 Quimio (ng/mL) | 42 48,4 <40 | <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio 1 |« <1 | <«1] «d |«
(pg/dL)
T4 livre Quimio 14 /14,09 /07|08 |[09/08| 0,9 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 15|12 1 (08| 1 1 (11| 10 0,2
(Hg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 9 (85| 8 |[10| 99 9.2(105| 9,3 0,8
Fésforo (mg/dL) 3 132131 3 3 [32(33] 31 0,1
Proteina total (mg/dL)| 72 | 7 | 65 73| 7 65|72 69 0,3
Albumina (mg/dL) | 34 (32| 3 |34|35[31[32] 32 0,1
Fosfatase alcalina 88 |92 | 75 |99 | 96 | 88 | 78 |88,00 8,8
(mg/dL)




Tabela30 - resultados da cadela 9 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 [Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (ug/dL) 27 |30/50| 27 |14 09|06 23 15 11
T3 RIA (ng/mL) |100,6/93,7/50,9/507 4| 51,2 |52,6/61,9|131,2 167,2
T4 livre RTA (ng/mL) | 0,3 |03]02| 01 | 01]01/01| 0.2 0,1
Estradiol RIA (pg/dL)| 43 |12 /09| 13 | 07 |[01]<01] 17 15
Progesterona RTA 1 81/15| 35|78 (82|17 | 8,7 05
(ng/mL)
PTHRIA (pg/dL) |56,8(27,4/23,1/1155|122,7|75,6| 15 | 62,3 441
Osteocalcina RTA 11 (<0111 11 | 11 |1 [16] 11 0,2
(ng/mL)
Calcitonina RIA 11 | 11|12 | 12 | 12 |12 |11 | 115 0,5
(pg/dL)
Calcitriol RTA (pg/dL)| 25 | 25 | 25| 25 | 256 | 3025|257 18
T4 Quimio (ug/dL) | 1,3 |11 1 | <1 [ 11«1 [ <1 | 11 0.1
T3 Quimio (ng/mL) | 41,9 50,8/ <40 | <40 | <40 | <40 |<40
T3 livre Quimio <1 | <1 | <« | <1 | <1 |«
(pg/dL)
T4 livre Quimio 12 /13,08, 07|08 |/08|08/| 09 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 12 /12|11 08 1 |11 1] 10 0,1
(Hg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 9 /8989|102 |99 94(96| 9.4 05
Fésforo (mg/dL) 3 |127/28| 31| 31|31/31| 29 0,1
Proteina total (mg/dL)| 7 |6562| 61 | 61 |61|63]| 6,3 0,3
Albumina (mg/dL) 3 3 (28|27 | 3 3,13]29 01
Fosfatase alcalina 110 | 74 | 99 | 101 | 108 |132| 98 |103,1 17,3

(mg/dL)




Tabela31 - resultados da cadela 10 durante o experimento
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MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |Média| Desvio N° de
Padrdo filhotes
T4 RIA (ug/dL) 3212512614 |18 | 16 |17 ] 21 0,6 6
T3 RIA (ng/mL) |107,5/132,164,4/67,9/219,3/200,2|32,9|117,7 70,6
T4 livre RTIA (ng/mL)| 04 | 04 |02|01|/ 01| 01 |01] 0,2 0.1
Estradiol RIA (pg/dL)| 49 | 17 |06/08 /09| 07 |02 14 16
Progesterona RTA 1 99 (14623 |75 | 64 42| 66 04
(ng/mL)
PTH RIA (pg/dL) |26,1| 15 |65,4/46,8/505|356| 15 | 36,3 19,0
Osteocalcina RIA 11 (11111111 |11 13| 11 0.1
(ng/mL)
Calcitonina RIA 12 10 |12 | 11 11 11 11 | 111 0,6
(pg/dL)
Calcitriol RIA (pg/dL)| 32 | 30 | 25 | 30| 30 | 30 | 32 |298 2,3
T4 Quimio (ug/dL) | 14 | 11 [ 11| <1 | 11 | <1 | <1 | 11 01
T3 Quimio (ng/mL) |48,649,1|<40 <40 | <40 | <40 | <40
T3 livre Quimio <1 | «1 | <1 ]| <« <1 |«
(pg/dL)
T4 livre Quimio 12 113/09|/0,7/ 07 08 |09]| 09 0,2
(ng/mL)
T4 canino Quimio 13 1 /12|08 1 1 |05| 09 0,2
(Hg/dL)
Cdlcio (mg/dL) 11 | 10 |91/93|92 | 95 |101]| 9,7 0,6
Fésforo (mg/dL) 5 |45 |/41 /51 49 | 48 |42 46 0,4
Proteina total 7 |65|/55/52 65|68 71| 6,3 0,7
(mg/dL)
Albumina (mg/dL) 35[133/27/28|33 |32 |36 32 0,3
Fosfatase alcalina 88 | 85 | 95 [106| 115 | 135 | 97 |103,0 17,4

(mg/dL)
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Tabela 32 - média e desvio padrdo dos hormdhios T4 RIA, T3 RIA, T4 livre RIA, estradiol, progesterona, PTH RIA,
osteocalcina RIA e calcitonina RIA.

CADELA | T4 RIA T3 RIA T4 ESTRADIOL | PROGESTERONA | PTH RIA OSTEOCALCINA | CALCITONINA
LIVRE RIA RIA
RIA
1 2,7+15 110,9+83,3 0,2+0,1 2,1+12 7,9+0,6 53,9+23,6 1,1:01 15,2+4 6
2 2,2:0,6 74,9+410 0,2+0,1 1,9+12 8,2+0,6 42,3+23,4 1,1+0,1 145+35
3 2,311 143,0+148 4 0,2:0,1 1,3+15 5,4+05 85,0+73,1 1,1+0,1 12,2+1,6
4 25+11 140,3+155 4 0,2:0,1 15+1,6 7,4+0,6 71,6+51,2 1,0+<0,1 12,8+2 1
5 2,1+15 196,6+125,7 0,2+0,1 1,4+15 6,5+0,6 58,8+29,8 1,101 14,8+4 8
6 1,612 169,4+170,7 0,2:01 1,4+0,9 9,8+0,6 76,6+65,1 1,1£0,12 115+15
7 1,8:.0,9 77,1248 0,2+<0,1 2,0+1.8 8+0,59 52,2+31,3 1,0+<0,1 14 4+15
8 25+2,3 108,3+49,6 0,2+0,1 2,2+2,4 6,7:0,4 72,8+62,2 1,1+0,1 14,1:40
9 2,3:t15 131,2:167,2 0,2+0,1 1,7¢15 8,7+0,5 62,3+44 1 1,1+0,2 115:0,5
10 2,1+0,6 117,7+70,6 0,2:0,1 1,4+1,6 6,6+04 36,3+19,0 1,101 11,106
Média | 2,3+1,3 127+114 5 0,2:0,1 1,615 7555 61,2+45,6 1,1:0,1 13,3+3 1
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Tabela 33 - média e desvio padrdo dos hormdnios calcitriol RIA, T4 quimio, T3 quimio, T3 livre quimio, T4 livre
quimio, T4 canino e cdlcio.

CADELA | CALCITRIOL | T4 QUIMIO T3 QUIMIO T3 LIVRE | T4 LIVRE | T4 CANINO CALCIO
RIA QUIMIO QUIMIO
1 28,8+2 9 1,1:0,1 * * 0,9+0,2 0,9+0,2 10,0:0,7
2 25,2+35 1,2:0,2 1,0:0,2 1,0+0,2 9,7+0,8
3 26,1:2.7 1,1:0,1 0,9+0,2 1,0:0,2 9,9+0,7
4 27 A+2 4 1,1:0,1 0,9:0,2 0,9+0,3 9,6:0,6
5 27,2+2 5 1,0+<0,1 1,0:0,2 1,1:0,0 9,8+0,8
6 27,7+25 1,1+0,1 1,0:0,2 1,1:0,1 9,6+0,6
7 26,5+2,3 1,1:0,1 1,0:0,3 1,1+<0,1 10,1:0,8
8 30+2,5 1,1:0,1 0,9+0,2 1,0+0,2 9,3+0,8
9 25,7+1,8 1,1:0,1 0,9+0,2 1,0:0,1 9,4+05
10 29,8+2,3 1,1:0,1 0,9+0,2 0,9+0,2 9,7:0,6
Média | 27,5+2,9 1,2:0,1 1,0:0,3 1,0:0,2 9,707

* valores abaixo do limite de detecg¢do do método.
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Tabela 34 - média e desvio padrdo do fdésforo, proteina total, albumina, fosfatase alcalina, ndmero de filhotes e
tempo de gestagdo.

CADELA FOSFORO | PROTEINA | ALBUMINA | FOSFATASE NUMERO DE FILHOTES | GESTACAO POS
TOTAL ALCALINA DIESTRO

CITOLOGICO
(DIAS)

1 3,3:0,4 6,0:0,5 3:0,1 86,4:24,3 7 58

2 3,2+0,4 60,6 2,9:0,1 90,7£27,0 5 58

3 3,1:0,3 5,9:05 2,9+0,1 97,4+29,8 10 58

4 3,1:0,4 6,0:0,5 3,0:0,1 96,5:24,4 4 59

5 3,1:0,4 6,1:0,4 3,1:0,2 105,7+31,6 5 57

6 3,0:0,2 6,2+0,1 3,0+<0,1 90,8+22,3 6 57

7 3,3:0,2 6,4:0,3 3,2:0,1 96,8+26,9 7 59

8 3,1:0,1 6,9:0,3 3,2:0,1 88:8,8 9 58

9 2,9:0,1 9,3+0,3 2,9:0,1 103,1:17,3 11 60

10 46104 6,3:0,7 3,2:0,3 10317 4 6 56

Média 3,3+0,6 6,3+0,5 3,1£0,2 95,9+23,2 7+2,3 58+11
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