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ABSTRACT.- Chelini M.O.M., Oliveira C.A. & Otta E. 2011. [Validation of a radioimmuno-
assay for the quantification of fecal testosterone metabolites in the Syrian hamster
(Mesocricetus auratus).] Validacdo de um radioimunoensaio para a quantificacdo de
metabdlitos fecais de testosterona no hamster Sirio (Mesocricetus auratus). Pesquisa
Veterinaria Brasileira 31(5):459-463. Departamento de Psicologia Experimental, Instituto
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05508-030, Brazil. E-mail: marodile @ usp.br

Besides being models for a variety of human diseases, hamsters have been object of
numerous behavioral studies about stress and agonistic behavior. Such studies usually involve
hormone change monitoring. The aim of the present study was to confirm the suitability of a
commercial kit for human serum testosterone analysis to quantify testosterone metabolites in
the feces (MFT) of male and female Syrian hamsters. Ten males were submitted to a GnRH
challenge test to stimulate testicular activity and increase circulating testosterone levels. Five
females received a testosterone injection and five other females were given a saline injection.
Fecal samples collected before and after the procedures, and fecal samples collected from 20
pregnant females through gestation were analyzed for MFT with a commercial
radioimmunoassay. The detection of a MFT peak 12 h after GhnRH administration followed by
a decrease under baseline showed that, in males, changes in the levels of MFT are related to
respective changes of testosterone concentrations in the blood. Again in males a circadian
cycle of MFT similar to the circadian rhythm described in literature for blood concentrations
was detected. The administration of exogenous testosterone caused in females a dramatic
peak of MFT. However, the concentrations measured through gestation did not reflect the
pattern of endogenous testosterone blood levels as described in the literature. Therefore, the
use of a radioimmunoassay for human blood testosterone was validated in male Syrian hamster,
but a more specific assay would be necessary for female hamsters.

INDEX TERMS: Hamster, testosterone, fecal metabolites, non-invasive monitoring, endocrinology.

RESUMO.- Modelo para o estudo de diversas doencas hu-
manas, o hamster tem sido objeto de humerosos estudos
comportamentais e envolvendo estresse e/ou comportamen-
to agonistico que supdem, muitas vezes, o monitoramento
das flutuagbes hormonais nos individuos envolvidos. O ob-
jetivo do presente trabalho foi confirmar a adequacgao de um
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conjunto comercial para dosagem de testosterona em san-
gue humano para a quantificacao de metabolitos fecais de
testosterona (MFT) em hamsters Sirios machos e fémeas.
Dez machos foram submetidos a um desafio com um ago-
nista de GnRH para estimular a atividade testicular, elevan-
do os niveis circulantes de testosterona. Cinco fémeas re-
ceberam uma injecao de testosterona enquanto cinco ou-
tras receberam uma injecéo de solucdo salina. Amostras
de fezes coletadas antes e depois dos procedimentos, as-
sim como amostras fecais de 20 fémeas gestantes coleta-
das ao longo da gestacéo foram analisadas com um con-
junto comercial para radioimunoensaio. Um pico de MFT
12h apds a injecao seguido de uma queda abaixo do nivel
basal comprovou que, nos machos, as alteracdes nos ni-
veis de MFT refletem as alteragbes da concentragéo de



460 Marie-Odile M. Chelini, Claudio A. de Oliveira e Emma Otta

testosterona no sangue. Nestes observou-se um ciclo
circadiano das concentragdes de MFT com acrofase no ini-
cio do periodo claro correspondendo ao ciclo descrito para
as concentragdes sanguineas na literatura. Nas fémeas a
administracao de testosterona exdgena provocou uma ele-
vacao importante dos niveis de MFT, mas as concentra-
¢Oes medidas ao longo da gestacao néo refletiram o padrao
dos niveis sanguineos do horménio enddgeno. O conjunto
para radioimunoensaio para testosterona em sangue huma-
no mostrou-se adequado para o monitoramento da funcao
testicular no hamster macho, mas um ensaio mais especi-
fico seria necessario para as fémeas.

TERMOS DE INDEXAGAOQ: Hamster, testosterona, metabdlitos
fecais, monitoramento nao invasivo, endocrinologia.

INTRODUCAO

A primeira ninhada de hamsters Sirios (Mesocricetus
auratus) foi capturada em 1930. Desde entao, estes roedo-
res conquistaram um lugar de destaque entre as espécies
utilizadas para a pesquisa médica e bioldgica gracgas a algu-
mas caracteristicas Unicas que os tornam modelo para o
estudo de diversas doencas humanas nas areas de odonto-
logia (Dale et al. 1944), cardiologia (Bajusz 1969, Missihoun
etal. 2009), oncologia (Zheng et al. 2009) por exemplo. Ade-
mais, espécie estritamente territorial, de habitos solitarios
na natureza (Gattermann et al. 2001), o hamster tem sido
objeto de numerosos estudos comportamentais e envolvendo
estresse e/ou comportamento agonistico (Cain et al. 2004,
Cordner et al. 2004, Taravosh-Lahn & Delville 2004,
Wommack et al. 2004, Gebhardt-Heinrich et al. 2007, Zhang
et al. 2008). A investigacdo dos mecanismos fisioldgicos
subjacentes ao comportamento supde muitas vezes o mo-
nitoramento das flutuagdes hormonais nos individuos en-
volvidos. Em se tratando de hormonios esterdides, méto-
dos nao invasivos como a quantificacdo de metabdlitos
fecais sdo cada vez mais usados em lugar das tradicionais
dosagens sanguineas, ndo somente para espécies selva-
gens de dificil manejo como também em animais de porte
muito reduzido como os roedores de laboratério (Chelini et
al. 2005, Chelini et al. 2006, Lepschy et al. 2007, Dias et al.
2008, Touma et al. 2009). Nao exigindo nem anestesia, nem
manipulagdo dos animais, estas técnicas ndo causam, per
se, nenhum estresse adicional, podendo ser usadas em
animais nos quais uma coleta de sangue poderia causar
sérios danos, como fémeas gestantes ou filhotes. Permi-
tem a realizacao de estudos longitudinais envolvendo diver-
s0s hormonios que o volume de sangue exigido ndo permi-
tiria levar a cabo pelos métodos convencionais de dosagem
sanguinea e nos quais cada animal ou grupo é seu préprio
controle. Obtém-se desta forma resultados mais acurados
com um numero menor de animais em respeito dos principi-
0s humanitarios que regem a experimentacao animal. No
entanto, como o metabolismo e a excrecao dos esterdides
nao somente s@o mecanismos espécie-especificos, como
ainda diferem as vezes entre 0s sexos dentro de uma mes-
ma espécie (,Palme et al. 1996, Touma et al. 2003, Palme
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et al. 2005), tais técnicas devem ser validadas rigorosa-
mente para cada espécie e cada sexo. O intuito desta vali-
dacéo é demonstrar que os ensaios utilizados tém a capa-
cidade de detectar, nos niveis de metabdlitos fecais dos
esterdides, alteragbes que refletem as variagcdes correspon-
dentes, esponténeas ou provocadas, nas concentracdes
sanguineas desses esterdides (Palme 2005, Dias et al. 2008).

Estudos anteriores ja mostraram que é possivel moni-
torar a funcdo ovariana da fémea de hamster através da
quantificacdo dos metabdlitos fecais de estradiol e de pro-
gesterona (Chelini et al. 2005), assim como a resposta
adrenocortical ao estresse tanto de machos como de fé-
meas analisando nas fezes os metabdlitos de glicocorti-
coides (Chelini et al. 2010). Entretanto, nao foi possivel
encontrar na literatura nenhuma validacéo, para o hamster,
da dosagem de metabdlitos fecais de testosterona. O ob-
jetivo do presente trabalho foi: 1) verificar se as variacdes
diurnas das concentracbes séricas de testosterona de
hamsters machos se refletem nos niveis de metabdlitos
fecais de testosterona (MFT) 2) avaliar o efeito da admi-
nistracdo de GnRH sobre as concentracbes de MFT
hamsters machos, 3) verificar o efeito da administracao
de testosterona exdgena sobre as concentra¢des de MFT
de hamsters fémeas, 4) monitorar as concentragdes de
MFT de hamsters fémeas ao longo da gestacao, e 5) con-
firmar a adequag&o de um conjunto comercial para dosa-
gem de testosterona em sangue humano para a quantifi-
cacado de metabdlitos de testosterona nas fezes de
hamsters Sirios machos e fémeas.

MATERIAL E METODOS

Um total de 20 hamsters (10 machos e 10 fémeas) adultos (100
dias de idade) foi adquirido do Biotério do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP). As salas deste biotério,
onde os animais ficaram alojados até o fim do experimento, séo
submetidas a condi¢des ambientais de 20 trocas de ar por hora,
temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12h de claro por 12h
de escuriddo com luzes acesas as 3h00. Ragao para roedores
de laboratdrio (Nuvilab CR1, Nuvital, Curitiba) e agua filtrada
foram fornecidas ad libitum. Os machos foram alojados indivi-
dualmente e as fémeas em dois grupos de cinco. Para facilitar a
coleta de amostras fecais, a cama de maravalha foi substituida
por papel absorvente substituido a cada coleta. As coletas no-
turnas foram realizadas sob luz vermelha fraca. Fezes contami-
nadas por urina ndo foram utilizadas. O delineamento experi-
mental obedeceu aos principios éticos para o uso de animais
de laboratério adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério e foi aprovado pela Comissao de
Bioética da FMVZ-USP (Certificado n® 796/2005).

Os machos foram submetidos a um desafio com um agonis-
ta de GnRH para estimular a atividade testicular, elevando os
niveis circulantes de testosterona. Cada animal recebeu uma
injecao intramuscular de 0,1ml (equivalente a 2,5ug) de acetato
de gonadorelina (Gestran Plus®, Tecnopec Cons. Com. Repres.
Ltda, Séo Paulo, Brasil). Amostras fecais individuais foram cole-
tadas de 4 em 4 horas 24h antes da injecéo e 48h depois. Nas
fémeas, uma injecdo do mesmo produto teria estimulado a sin-
tese de estradiol a partir da testosterona e nao podiamos ter
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certeza de que, nem 0s niveis circulantes desta, nem as con-
centragdes dos seus metabodlitos fecais iriam elevar-se. Por esta
razdo, optamos por administrar as fémeas o préprio hormoénio,
de modo a garantir a elevagéo de sua concentragao no sangue
e provavelmente nas fezes. Assim, cinco fémeas receberam uma
injecé@o intramuscular de 180pL (equivalente a 45mg) de testos-
terona (Durateston®, Organon, Sao Paulo, Brasil). Cinco féme-
as formando o grupo controle receberam uma injecao intramus-
cular de 0,5mL de solucdo salina isotdnica estéril. A totalidade
das fezes produzidas por cada grupo de fémeas foi coletada
diariamente durante quatro dias antes das injecdes e quatro
dias depois. Todas as inje¢des foram aplicadas as 12h, ou seja,
trés horas antes do apagar das luzes. Paralelamente, para con-
firmar a relevancia fisiolégica das medidas para os metabdlitos
de testosterona enddgena, foi coletada diariamente, no fim do
periodo claro, uma amostra fecal de cada uma de 20 fémeas
gestantes, durante seis dias antes do acasalamento e deste até
o décimo quinto dia da gestagao.

Os esterdides fecais foram extraidos por diluicao em metanol
segundo o protocolo recomendado por Palme (2005). As amos-
tras foram pesadas e homogeneizadas com metanol 80% num
multivortex, durante 20 minutos. A quantidade de metanol foi de
5mL para as amostras pesando de 0,1 a 0,5g, e de 1mL para as
amostras pesando menos de 0,1g. A seguir os tubos foram centri-
fugados durante 15 minutos a 500 x g. O sobrenadante foi ar-
mazenado a -20°C até a realizacao dos ensaios de dosagem.

As dosagens de MFT foram realizadas no Laboratério de
Dosagens Hormonais do Departamento de Reproducao Ani-
mal da FMVZ-USP com conjuntos comerciais para radioimuno-
ensaio (RIE) em fase sdlida com tubos revestidos de anticorpo
(Coat-A-Count testosterone®, Siemens, Los Angeles, CA, EUA).
Os parametros de controle de qualidade dos ensaios séo a sen-
sibilidade (menor concentracéo detectada) e os coeficientes de
variacao inter e intra-ensaio. Os coeficientes de variagao foram
todos inferiores a 10%. O limite minimo médio de deteccéo foi
1,80ng/dL. O anticorpo usado é altamente especifico. As res-
pectivas porcentagens de reagéo cruzada com outros esterdides
sao fornecidas pelo fabricante em [http://www.medicalsystems.it/
MetodicheSiemens/RIA/pitktt-5_siemens.pdf]. Todas as concen-
tracdes foram convertidas para ng/g de fezes (ng/g).

Apods confirmagao da normalidade da distribuicdo dos da-
dos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e da homogeneidade
das variancias pelo teste de Levene, as concentragbes médi-
as dos diversos grupos nos diversos momentos foram compa-
radas entre si pelo teste t para amostras independentes (com
correcao de Welch no caso de heterogeneidade de variancias),
ou pelo teste t para amostras pareadas no caso de médias de
um mesmo grupo. O nivel de significancia foi fixado em 0,05
para todas as comparagdes. Os resultados sdo fornecidos na
forma de média e desvio padrdo. Foram consideradas como
valores de pico as concentragdes superiores ao valor basal
acrescentado de dois desvios padrdes. Os resultados foram
analisados com ajuda do software SPSS 13.0 para Windows.

RESULTADOS

Entre os machos as concentra¢des de MFT variaram numa
faixa de 4,2 até 206,0ng/g antes do desafio com GnRH,
chegando a 445,0ng/g num animal em resposta a este. O
valor basal, calculado como a média das concentra¢des
medidas nas fezes das 24 horas que precederam a injecéo,
foi de 65,0+48,6ng/g com a média das concentragdes me-

didas 8 horas antes da injecao (ou seja, no inicio do periodo
claro, 99,6+80,3ng/g) mais altas do que aquelas medidas
20h antes dela (no inicio do periodo escuro, 48,1+26,4ng/g;
teste tpara amostras pareadas t=2,700, 8gl, p=0,027). Um
pico de 175,8+129,2ng/g foi registrado 12 horas apds a ad-
ministracado de GnRH, seguido de um decréscimo das con-
centragGes até um valor inferior ao nivel basal 8h mais tar-
de (25,3+23,5ng/g; teste tpara amostras independentes com
correcao de Welch t=2,326, 12df, p=0,0384). No fim do ex-
perimento, 48h apds a injecdo, as concentracdes
(63,7+42,4ng/g) tinham voltado ao nivel basal (Fig.1).

A concentracao basal nas fémeas, calculada como a
média das concentracdes medidas no grupo controle, foi
de 15,5+7,4ng/g, valor aproximadamente quatro vezes in-
ferior a concentragéo basal dos machos (teste tpara amos-
tras independentes com correcédo de Welch, 1=7,844, 754,
p<0,0001). No grupo experimental, a concentra¢do basal
foi determinada como média das concentra¢des medidas
nos 5 dias que antecederam a administracao de testoste-
rona. Seu valor foi similar aquele do grupo controle
(18,1£10,6ng/g; test t para amostras independentes
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t=0,5384, 12¢l, p=0,60). Um aumento abrupto da concen-
tracéo de MFT foi registrado no dia seguinte a administra-
¢ao do horménio (1811,4ng/g) chegando no segundo dia
ao valor maximo de 1957,7ng/g. A concentragcéo manteve-
se muito alta até o final das coletas quatro dias apds a
injecdo. A injecdo de solugdo salina ndo provocou nenhu-
ma alteracéo nas concentragdes de MFT do grupo contro-
le (concentracdo média antes da inje¢ao: 17,0+6,0ng/g,
depois: 13,5+9,5ng/g; teste t para amostras independen-
tes t=0,6759, 74gl, p=0,52; Fig.2).

Entre as fémeas gestantes, as concentracbes de MFT
variaram entre 8,3 e 33,2ng/g nos 6 dias que antecederam
0 acasalamento. A média das concentracées medidas
nesses dias foi similar & concentragéo basal do grupo con-
trole (18,8+5,9ng/g; teste t para amostras independentes,
t=1,594, 133gl, p=0,1133). No entanto, a partir do segundo
dia ap6s o acasalamento, foi observado um aumento rapi-
do, ainda que progressivo, destas concentragoes. O teste
t para amostras pareadas confirmou a significancia da di-
ferenca entre a concentracéo basal e as concentracdes
médias detectadas a partir do segundo dia de gestacao
até a véspera do parto. A concentracao média maxima
(82,8+90,1ng/q) foi registrada no oitavo dia da gestacéo,
porém a partir do quinto dia de gestacao e até a véspera
do parto, a concentracdo manteve-se em niveis similares
ou até superiores ao nivel basal dos machos (Fig.3).

DISCUSSAO

O desafio com GnRH demonstrou claramente que a ativida-
de gonadal, no hamster macho, é refletida nas concentra-
¢oes fecais de metabdlitos de testosterona. Da estimula¢éo
da sintese de testosterona resultou nas fezes um pico de
MFT equivalente a 300% do nivel basal. Seguiu-se uma que-
da de concentragao abaixo do nivel basal, sinal da inibicao
da sintese de testosterona pelo efeito de feedback negativo.
As flutuacdes importantes das concentra¢des observadas
nas fezes foram também relatadas no sangue, onde sdo com-
paraveis aquelas observadas no rato (Siegel 1985). O nivel
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basal de MFT medido no presente estudo foi inferior ao nivel
basal medido nas fezes de cobaias (variacdo de 234,5 a
481,2ng/g; Bauer et al. 2008) ou de camundongos (173+39ng/
g; Billitti et al. 1998). Ademais, no camundongo, uma inje¢éao
de hCG elevou em quase 800% a concentracdo de MFT.
Metodologias diferentes de mensuracgao talvez possam ex-
plicar parte dessas diferengas. O mais provavel, no entanto é
que elas estejam relacionadas com a menor capacidade indi-
vidual de sintese de testosterona das células de Leydig do
hamster quando comparado com outras espécies (Siegel
1985). Em conjunto, esses resultados confirmam a adequa-
¢ao do ensaio para 0 monitoramento da atividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-gbnadas (HPG) do hamster macho. Nos-
sos resultados fornecem ainda informagdes novas e impor-
tantes sobre o prazo necessario para a metabolizacado e ex-
crecao da testosterona no macho: o sinal do pico de testos-
terona no sangue apareceu nas fezes produzidas entre oito e
12 horas mais tarde enquanto o pico negativo subseqiente
era detectado nas fezes secretadas entre 16 e 20 horas apos
a administracao de GnRH. Podemos estimar, portanto como
de 8 a 12 horas a duragao da metabolizacao e da excrecao
da testosterona no hamster macho. As oscilagdes das con-
centracdes médias medidas nas 24 horas que antecederam
a administracéo de hormdnio confirmam esse resultado. De
fato, foram medidas, no inicio do periodo claro concentra-
¢Oes mais altas do que no inicio do periodo escuro, o que
sugere um ciclo circadiano de variagdo da concentracdo san-
guinea de testosterona com acrofase 12 horas antes, ou seja,
no inicio da noite. Este resultado esta de pleno acordo com o
ritmo circadiano da producao de testosterona relatado na lite-
ratura para o hamster macho (Vaughan et al. 1994). Na mes-
ma espécie, prazos de 5 a 25 horas foram relatados para
metaboliza¢do e excrecdo de esterdides ovarianos (Chelini
etal. 2005) e de 20 horas para o aparecimento nas fezes dos
machos do sinal da elevagao dos niveis de glicocorticoides
em resposta a um desafio por ACTH (Chelini et al. 2010).
Os resultados da administragao de testosterona nas
fémeas, com um pico de MFT nas fezes excretadas nas
24 horas que seguiram a injecao sugerem que € também
possivel monitorar as alteragcdes das concentragdes san-
guineas deste horménio usando radioimunoensaio. No en-
tanto, a elevacao acima do nivel basal dos machos obser-
vada nas fémeas gestantes esta em contradicao com da-
dos da literatura segundo os quais a concentragao sangui-
nea de testosterona se mantém baixa ao longo da gesta-
¢ao (Soares & Talamantes 1982). Baseada na dose admi-
nistrada diariamente a hamsters machos por Huppenbauer
etal. (2005), a quantidade de horménio injetada nas féme-
as parece, porém ter elevado a concentragdo sanguinea
muito acima do nivel fisioldgico. E possivel, entdo que a
capacidade das vias normais de metabolizacao da testos-
terona nas fémeas tenha sido ultrapassada, o que pode ter
resultado na excrecdo de metabdlitos diferentes ou mes-
mo do préprio hormédnio, causando a elevacao medida pelo
RIE. As concentragdes relativamente altas de MFT medi-
das nas fémeas gestantes comparadas com os baixos
niveis séricos descritos na literatura sugerem a ligagéo ao
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anticorpo de outras moléculas, talvez andrégenos de ori-
gem adrenal, além de metabdlitos de testosterona. Situa-
¢cOes semelhantes foram descritas na cobaia, com ausén-
cia de correlagao entre concentracdes séricas de testos-
terona e concentragdes de MFT medidas por enzimaimu-
noensaio (Bauer et al. 2008), e em diversas espécies de
primatas (Mdhle et al. 2002). Uma andlise bioquimica pre-
cisa, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa, por exemplo, seria necessaria para determinar
a natureza dos principais metabdlitos de testosterona pre-
sentes nas fezes da fémea de hamster e permitir o desen-
volvimento de um ensaio adequado.

Em conclusao, o presente estudo demonstra pela pri-
meira vez a adequagao de um conjunto diagndstico co-
mercial para a quantificagcéo dos metabolitos fecais de tes-
tosterona e a investigacao da atividade do eixo HPG no
hamster Sirio macho. Trata-se de uma ferramenta nao in-
vasiva de grande utilidade para futuros estudos envolven-
do tanto a funcao reprodutivo quanto o comportamento
social deste animal. Esta alternativa ao uso de amostras
de sangue descortina a possibilidade de estudos de longo
prazo com um ndmero minimo de animais, garantindo o
seu bem-estar. O mesmo ensaio, entretanto, parece ter
medido, nas fémeas, metabdlitos de outros esterdides,
resultado que confirma, uma vez mais, a necessidade de
validar cuidadosamente as técnicas de dosagem de este-
réides fecais nao somente para cada espécie como para
cada sexo de uma mesma espécie.
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