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RESUMO - O monitoramento endécrino pela mensuragéo de metabdlitos urindrios e fecais de hormonios
ester6ides tem se mostrado uma alternativa viavel na investigagdo da fisiologia reprodutiva e do estresse em uma
grande variedade de aves e mamiferos, domésticos e selvagens. Esta abordagem tem contribuido para uma maior
integracdo da endocrinol ogia com estudos comportamentais e ecol 6gicos, gerando informagdes mais detal hadas em
diversas dreastais como bem-estar animal, comportamento social, reproducao, biologiadaconservagéo, biomedicina,
entre outros. Todavia, 0 emprego destametodol ogiano Brasil tem sido limitado princi palmente a pesguisade parametros
reprodutivos e de estresse em espécies selvagens, ndo havendo até o momento trabalhos publicados utilizando a
quantificagdo urinéria ou fecal de glucocorticéides ou esterdides sexuais em animais domésticos. Desta forma, esta
palestra tem como objetivo ilustrar alguns exemplos de estudos conduzidos no pais envolvendo técnicas de
monitoramento endécrino ndo-invasivo, assim como expor possiveis areas de aplicacéo destaferramentaem pesquisas
com espécies domesticas.
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ABSTRACT - The endocrine monitoring through urinary and fecal steroid analysis has been proven afeasible
aternativein theinvestigation of reproductive and stress physiology in agresat variety of birdsand mammals(domestic
and wild species). This approach has contributed to enhance integration between endocrinology and behavioral/
ecological studies originating detailed information towards different areas, such as animal welfare, social behavior,
reproduction, conservation biology, biomedicine, among others. In Brazil, however, its application has been limited
mainly to the determination of reproductive and stress parametersin wild species, with no published articlesemploying
measurement of urinary or fecal glucocorticoids or sexual steroidsin domestic animals. Thus, the aim of thislecture
isfirst show examples of Brazilian researches involving non-invasive endocrine monitoring, and secondly illustrate
possible applications of this technology in studies involving domestic animals.
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Introducédo

Nos ultimos 20 anos muitos avangos foram
obtidos no aperfeicoamento de métodos de quan-
tificacdo de metabdlicos urinérios e fecais de
esteroides, a ponto dos mesmos serem corrente-
mente empregados na investigacéo das relacdes
enddcrino-comportamentai s em indmeras espécies
domeésticas e selvagens (paramai oresinformagoes,
ler Peter et al., 1996, Schwarzenberger et al., 1996,
Wasser et al., 2000, Palme et al., 2005). No
entanto, apesar das facilidades que estas técnicas
propiciam na obtencdo de amostras seriadas
diversosfatores devem ser cuidadosamente consi-
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derados durante o seu uso, para que resultados
confiaveis e conclusdes apropriadas possam ser
alcancados (Palme 2005, Wasser et al., 2002). O
metabolismo e excregdo dos hormdnios esterdides
variam substancialmente entre espécies, e por essa
raz&o todo monitoramento enddcrino n&o-invasivo
deve ser previamente validado para cada espécie
antes de sua aplicacdo (Peter et al., 1996,
Schwarzenberger et al., 1996).

Por sua vez, alguns dos testes de validagéo
requerem uma infra-estrutura laboratorial nem
sempredisponivel em muitasinstituicdesbrasilei-
ras, fato que torna o acesso aessatecnol ogiarestri-
to a poucos centros de pesquisa. Por exemplo,
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estudos envolvendo aadministragéo de esterdides
radio-marcados (necessarios tanto paraadetermi-
nacdo darota e tempo de excrecdo, quanto parao
conhecimento dos metabdlicos urinérios e fecais)
exigem o credenciamento do laboratério junto aos
Orgdos governamentais para que se possam
manipular materiais radioativos (p.e. CENA-
ESALQ). Do mesmo modo, poucos grupos de
pesquisa no pais possuem umarotinalaboratorial
para anadlise de esterdides por cromatografia
liquida de alta pressdo ou cromatografia gasosa,
técnicas igual mente indispensaveis na determi-
nacdo de metabdlicos hormonais.

Por outro lado, aprimoramentos continuos
relacionados a estocagem de amostras, extragéo
de esterdides e imunoensaios vem popularizando
0 uso desta ferramenta no Brasil, por reduzir
significativamente o tempo de processamento do
material e os custos referentes a equipagem do
laboratério. Como prova disto, estudos recentes
demonstraram que o simples congelamento de
amostras fecais em freezer convencional (-20°C)
poucas horas apds a sua defecacéo é uma das
melhores opgdes para preservagdo dos niveis
hormonais por periodos prolongados (Millspaugh
& Washburn, 2004; Palme, 2005; Wasser et al.,
2002). Concomitantemente, os protocolos de
extracdo de esterGides fecaisvem setornando cada
vez mais simplificados (p.e. etapa Unica de
agitagdo daamostraem metanol :gua), resultando
na reducdo de mé&o-de-obra e diminuicdo das
variacOes relacionadas a etapas adicionais de
extragdo (Mostl & Palme, 2002; Palme, 2005).
Contudo, o elemento mais expressivo na difusdo
do monitoramento ndo-invasivo pelo pais é sem
duividaalgumaa padronizagdo de sistemasimuno-
enzimaticos (EIA) em substitui¢&o aos radioi mu-
noensaios (RIA). Métodosimunoenzimaticos para
quantificacdo de esterdides apresentam reagentes
estaveis, sdo faceis de executar (necessitando
apenas de equipamentos basicos), exibem uma
sensibilidade comparavel aos radioimuno-ensaios,
e evitam os problemas associados ao uso de mate-
riais radioativos (Hodges 1996, Lee et al., 1995).

Ainda assim, outro obstéculo significativo a
realizacdo de trabalhos envolvendo dosagens
hormonais € o custo daandlise por amostraprinci-
pa mente quando referimo-nos a utilizacdo dekits
comerciais (p.e. em 2006 o custo estimado erade
R$ 18 a 25/ amostra parakitsimunoenziméticos).
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Até o momento, grande parte dos estudos
hormonaisfecai s desenvolvidos em universidades
brasileiras empregou kits comerciais importados
(Chelini et al., 2005; Chelini et al., 2006;
Guimaraes et al., 2002; Korndorfer 1992;
Meirelles, 1993; Morais et al., 1996; Morais et
al., 2002; Morato et al., 2004; Muhlbauer et al.,
2006; Pereira et al., 2005; Pereira et al., 2006a;
Pereiraet al., 2006b; Pinho, 2004; Ribeiro, 1994).
Neste contexto, uma alternativa adotada por
algumas instituicdes nacionais é a compra de
reagentes separados e subsequiente montagem dos
imuno-ensaios, saida que vem proporcionando
uma reducéo substancial nos gastos laboratoriais.
Porém, permanecem as dificuldades rel acionadas
a importagdo de alguns reagentes imunoen-
zimaticos, especialmente de anticorpos e conju-
gados, fato que pode gerar atrasos consideraveis
na implantacdo destas opgoes.

Como pode ser observado naTabela 1, diversas
espécies de mamiferos e aves (domesticas e
selvagens) ja foram pesquisadas no Brasil e no
exterior por meio de técnicas endécrinas ndo-
invasivas no Brasil e no exterior. Entretanto, um
aspecto curioso que também pode ser notado nesta
tabela é a enorme caréncia no pais de trabalhos
hormonai s fecais envolvendo animais domésticos.
Esta lacuna esta provavelmente correlacionada:

1) afaltade conhecimento dos pesquisadores

brasileiros sobre o emprego desses
métodos,

2) ahabituacdo em serealizar estudos end6-

crinos a partir de amostras sanguineas, ou

3) aos problemas de exequibilidade anteri-

ormente mencionados. Portanto, o intuito
desta palestraéexemplificar algunsresulta-
dos obtidos em projetos feitos no pais (ja
desenvolvidos ou em fase de execucéo),
além de listar algumas possibilidades de
aplicacdo de tais abordagens em estudos
ecolégicos e/ou ecoldgicos com animais
domeésticos.

Exemplos da utilizagdo de
glucocorticoidesfecais

Todos os trabalhos empregando glucocorti-
coides fecais desenvolvidos no Brasil até hoje
objetivaram mensurar o0 estresse ou bem-estar
animal de espécies selvagens frente a condigdes
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Tabela 1 - Grupos de aves e mamiferosjaestudados com o auxilio de técnicas de monitoramento enddcrino

nao-invasivo no Brasil e exterior.

Localidade | Classificacdo Grupos animais
Exterior Domésticos | Aves Galinhas, codornas e gansos
Mamiferos Gatos, cédes, porcos, ovelhas, bois e cavalos
Selvagens Aves Beija-flores, calaus, cormordes, grous, mergulhdes,
passarinhos, pinglins, pombos, papagaios,cal opsistas
periqueitos, aguias, acores, falcdes, faisdes e perdizes.
Mamiferos BrisBes, abras selvagens, obos, raposas, hienas, cées
selvagens, cervos, veados, baleias, tamandués,
elefantes, tigres, ledes, leopardos, linces, |ebres,
gambés, morcegos, furbes, chimpanzés, gorlias,
saglis, micos, rinocerontes, camundongos e ursos.
Brasil Domésticos | Aves -
Mamiferos Coelhos.
Selvagens Aves Papaguaios e falcdes.
Mamiferos Cervos, veados, peixes-boi, bichos-preguica, gatos-
do-mato, jaguatiricas, ongas, jaguarundis, macacos, e
hamsters.

de cativeiro €/ou vidalivre. Um exemplo da apli-
cabilidade destes compostos na determinacéo do
estresse sob circunstancias naturais foi o estudo
feito por Pereira et al. (2006), no qual diferentes
fatores ambientais (p.e. estacdo do ano, ciclo de
chifres, presenca humana, reproducado e agru-
pamento) foram avaliados em relacdo ao estresse
de machos de veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) de vida livre (Figura 1). Ja em
cativeiro, Moreira(2001) observou que elementos
como tamanho reduzido e baixa qualidade dos
recintos (p.e. sem esconderijos, vegetacao, pulei-
ros, etc) tinham uma correlacéo positiva com os
niveis fecais de glucocorticéides em fémeas de
gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e
gato-maracaja (Leopardus wiedii) (Figura 2)
(Moreira 2001).

Pela quantificacéo de glucocorticdides fecais,
Morato et al. (2004) também pdde comprovar a
respostaadrenocortical de machos de onga-pintada
(Panthera onca) em relacéo aos procedimentos de
contencéo quimica e eletrogjaculacdo Similar-
mente, a analise conjunta de parametros cardio-
respiratorios e glucocorticoidesfecais possibilitou
avaliar os efeitos neurol épticos da pipotiazinaem
veados-catingueiros mantidos em cativeiro (Pinho,
2004). Além disso, Chelini et al. (2006) relatou o
uso dos metabdlicos fecais de cortisol ho acom-
panhamento do impacto de condutas cirlrgicas
(p.e. ovarioectomia) em fémeas de hamster
(Mesocricetus auratus). Em resumo, esses exem-
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Figura 1 — Resultados de glucocorticéides
fecaisem relacdo adiferentesfatoresambientais
(p.e. estacdo do ano, ciclo de chifres, reproducdo
e agrupamento) em machos de veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) de vida livre (fonte:
Pereira et al., 20064).

plos apenas reforgam a flexibilidade que a
dosagem de esterdides fecais concedeainvestiga
¢ao de processos enddcrino-comportamentais,
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Figura 2 — Perfis de excrecédo fecal de
estrogenos (quadrados vazios) e corticdides
(losangos preenchidos) em fémeas adulta de
gato-do-mato-pequeno (Leopardustigrinus). M
— mudanga para recinto pequeno e estéril/ E —
enriquecimento ambiental do recinto/ P—perda
de pelo (fonte: Moreira 2001).

uma vez que dificuldades como tamanho e com-
portamento do animal, nimero de amostras
sanguineas necessarias ou i nfluénciadamanipula-
G0 excessiva nos niveis plasméticos de cortisol,
podem ser superadas sem prejuizos na qualidade
do experimento.

Entre as perspectivas cientificas que adosagem
de glucocorticéidesfecais pode originar no estudo
dos animais domésticos estdo: comparacao de
diferentes sistemas de manejo no bem-estar animal
(p.e. graus de adensamento em gal pdes de frangos
de corte, estresse térmico induzido por diferentes
instalacBes para suinos, meios de transporte em
bovinos, provas de enduro em eqiinos de esporte,
etc), monitoramento de tratamentos e evolucéo de
casos clinicos (p.e. colicaem eqliinos), avaliagédo
do comportamento social dediferentesracas, entre
outras.

Dosagem de metabdlicosfecais
de ester 6ides sexuais

Aplicacdes reprodutivas envolvendo aanalise
de androgenos, estrégenos e progestinas urinarios
e/ou fecai s juntamente com observagdes compor-
tamentais sdo abundantes quando falamos de
trabalhos realizados por grupos brasileiros. Alias,
na maioria dos casos, acompanhamentos etol 4gi-
cos dos animai's séo sempre desejados paraque 0s
resultados endécrinos obtidos possam ser melhor
interpretados. Por exemplo, a caracterizacdo de
ciclos estrais em espécies sel vagenstorna-se mais
seguraquando aliamos essas duas variaveis, como
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pode ser observado na Figura 3 (Pereira et al.,
2006b). Adiciona mente, os produtos metabdlicos
destes esteréides sexuais podem fornecer dados
fundamentais em tépicos como: diagnéstico de
gestacado, caracterizacdo de ciclos estrais e perio-
dos gestacionais normais, determinacdo do
momento do parto, investigacdo de anormalidades
dos ciclos reprodutivos, deteccdo de ovulacéo,
eficiénciade métodos contraceptivos, sazonalida-
de reprodutiva, correlacdes entre reproducdo e
comportamento social, etc (Guimardeset al., 2003,
Peter et al., 1996, Schwarzenberger et al., 1996).

Desta forma, dados endécrino-reprodutivos
relativos aos grupos animaisdedificil manegjo (p.e.
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cal progertagen (na/g)
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I progaitagsn (ngtg)
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Figura 3—Perfisindividuais das concentragtes
de progestagenos fecais durante dois ciclos
estrais consecutivos em fémeas de veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira). Barras
horizontais pretas representam os periodos de
estro comportamental (fonte: Pereira et al.,
2006b).
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felinos selvagens) que eram até pouco tempo
totalmente desconhecidas devido aos perigos e
limitac6es vincul ados a contencéo fisico-quimica
estdo atualmente disponiveisem literatura(Morais
et al., 1996; Morais et al., 2002; Morato et al.,
2004; Morato et al., 2004; Moreira 2001). A
caracterizag8o de diferentes eventos reprodutivos
em espécies brasileiras ameacadas de estimacdo
tais como gato-do-mato-pequeno (Leopardus
tigrinus) e gato-maracaja (Leopardus wiedii) sdo
excelentes exemplos da praticidade dessa meto-
dologia em casos extremos (Figura 4) (Moreira,
2001).

| — EsTOgero g —8— Frogoisigonn (uggh

Figura 4 — Perfis da excrecdo fecal de
estrogenos (quadrados vazios) e progestagenos
(circulos preenchidos) em fémeas de gato
marcaja (Leopardus wiediii) mantidos em
cativeiro. P—representao parto/ S—representa
aseparacdo dosfilhotes (fonte: Moreira, 2001).
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