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FUJIHARA, C.J. VALIDACAO FISIOLOGICA DA DOSAGEM DOS
METABOLITOS DE GLUCOCORTICOIDES EM FEZES DE PAPAGAIO-
VERDADEIRO (AMAZONA AESTIVA). Botucatu, 2012, 85f. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O estimulo estressante promove ativacdo do eixo neuronal e hormonal em
todos os animais. No eixo hormonal observa-se a ativacdo do eixo
Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal  (HHA), havendo a liberacdo de
glucocorticdides na corrente sanguinea, que visam a disponibilizacdo de
energia para o animal lutar ou fugir contra 0 agente estressor. Em aves o
principal glucocorticéide produzido pela cortex da adrenal € a corticosterona.
Apds o término do evento estressor, as concentracdes plasméaticas retornam
aos niveis basais pelo processo de retroalimentacédo e metabolizacdo. Devido a
variabilidade na porcentagem de producdo, metabolizacdo e excrecdo dos
horménios ligados ao estresse, é impressindivel realizar a validag¢édo, tanto
laboratorial quanto fisioldgica dos métodos de dosagem a serem empregados
para cada espécie. Com o objetivo de realizar a validacédo fisiolégica da
dosagem de metabdlitos urofecais pela técnica de Enzimaimunoensaio em
Papagaio-verdadeiro (A. aestiva), foram utilizados 24 animais (12 machos e 12
fémeas) separados nos seguintes experimentos: Experimento | — 02 machos e
02 fémeas, separados em dois grupos (01 macho/ 01 fémeas) de acordo com o
tipo de anticorpos (Corticosterona 72T e Cortisona 32a) utilizado no ensaio, as
amostras urofecais de cada animal foram coletadas no momento da
administracdo de hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) e a cada 03 horas (h),
por 21 h consencutivas; Experimento Il — 12 machos e 12 fémeas separados
em quatro grupos (03 machos/03 fémeas) de acordo com o desafio empregado
(Controle, ACTH, Dexametasona, Salina), foram coletadas amostras urofecais
no momento da administracao intramuscular da solugéo correspondente para
cada grupo e a cada 03 horas, por 24 horas consecutivas; Experimento Il — 12
machos e 11 fémeas separados em dois grupos (06 machos/05 fémeas) de
acordo com o tipo de coleta de amostras (fecal e urofecal), as amostras das
excrecdes foram coletadas no momento da administracdo intramuscular de
ACTH e a cada 03 horas, por 24 horas consecutivas. Foram observados os
seguintes resultados: Maior sensibilidade do Anticorpo Cortisona 32a para
mensurar metabdlitos de corticosterona em excretas de Papagaio-verdadeiro; a
técnica de EIA foi capaz de detectar aumentos nas concentracbes dos
metabdlitos de corticosterona em excretas de Papagaio-verdadeiro,
apresentando diferencas nos niveis de concentracdo entre os grupos Controle,
ACTH, Salina e Dexametasona a partir de 03 h do inicio das coletas, porém
nao foi possivel verificar o padrédo de excrecdo entre amostra fecal e urofecal
apos desafio com ACTH pela técnica de separacdo empregada.

PALAVRAS-CHAVE: Papagaio-verdadeiro; metabdlitos hormonais; método
nao-invasivo; enzimaimunoensaio, excretas.



Xiv

FUJIHARA, C.J. Physiological validation of glucocorticoid metabolites
assay in Blue fronted parrot (Amazona aestiva) feces. Botucatu, 2012, 85p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Stress stimulate neuronal and hormonal axis in all animals. In the hormonal axis
is observed activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA), with the
release of glucocorticoids into the bloodstream, providing energy for the animal
fly or fight in the front of stressor. Corticosterone is the major glucocorticoid
produced by adrenal cortex in birds. After the stressor event, plasma
concentrations returned to baseline levels by feedback process and
metabolism. Due to variability in production, metabolism and excretion
percentage of stress hormones, laboratorial and physiological validation are
necessary for use methods of dosage for each species. In order to perform
physiological validation of urofecal metabolites measurement by enzyme
immunoassay in Blue-fronted parrot (A. aestiva), we used 24 animals (12 males
and 12 females) separated in the following experiments: Experiment | - 02
males and 02 females, divided into two groups (01 male/01 female) according
to type of antibodies (72T Corticosterone and Cortisone 32a). Urofecal samples
from each animal were collected at the time of administration of ACTH and
every 03 hours (h), during 21 h; Experiment Il - 12 males and 12 females
divided into four groups (03 males/03 females) according to the solution
administared (control, ACTH, dexamethasone, Salina), urofecal samples were
collected at the time of intramuscular administration, corresponding for each
group and every 03 hours for 24 consecutive hours; Experiment Il - 12 males
and 11 females divided into two groups (06 males/05 females) according to the
sample type (fecal and urofecal), samples were collected at the time of
intramuscular injection of ACTH and every 03 hours for 24 consecutive hours.
We observed the following results: Cortisone 32a presented increased
sensitivity to measure corticosterone metabolites in feces of Blue-fronted parrot,
EIA was able to detect increased concentrations of corticosterone metabolites
in Blue-fronted parrot feces, showing different concentration levels between
Control, ACTH, Saline and Dexamethasone Groups 03 h after start collections,
but it wasn’t possible verify excretion pattern of fecal and urofecal sample after
challenge with ACTH, by the separation technique employed.

Key-words: Blue fronted parrot; corticosterone metabolites, non-invasive
method; feces.
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INTRODUCAO

As aves apresentam, na maioria, habito diurno e vocalizam com
frequéncia (SICK, 2001; DEVELEY, 2003), segundo a lista da IUCN (2011) ha
9.990 espécies descritas no mundo, sendo 1.764 descritas no Brasil. Das 355
espécies da familia Psittacidae, 97 correm risco de extingdo, sendo que para
51% destas o risco € iminente (IUCN, 2011).

Os psitacideos ocupam diferentes regibes da Terra, sendo
representados pelas araras (Ara e Anodorhynchus), papagaios (Amazona),
maracands (Propyrrhura), periquitos (Brotogeris), tuins (Forpus), maritacas
(Pionus), além das espécies africanas (Agapornis e Psittacus), asiaticas e da
Oceania (Loris, Trichoglossus, Kakapo e Nestor) (GALETTI et al., 2005; IUCN,
2011).

A Amazona aestiva € uma das espécies mais encontradas entre os
psitacideos apreendidos em cativeiro ou no comeércio ilegal (CAMPEDELLI et
al., 2009). Isto se deve a grande procura por esta espécie dado o seu
comportamento de imitar a voz humana e companheirismo, fazendo-os ser
frequentemente escolhidos como animais de estimacéo.

A degradacdo do habitat, a perseguicdo humana para comércio de
animais e suas penas, bem como a coleta dos ovos e filhotes s&o os principais
fatores para o declinio de muitos psitacideos. Isto, associado a introducao de
espécies predadoras ou competidoras, destruicdo das espécies de &rvores
utilizadas para nidificagcdo e processos relacionados com o desenvolvimento
antrépico provocam estresse crénico nos animais (GALETTI et al., 2005).

Os estimulos estressantes ativam o0 eixo hipotalamico-pituitario-

adrenocortical, desequilibrando os processos catabolicos (mobilizacdo de
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energia) e anabolicos (reparacao, cicatrizacao e crescimento), que ao longo do
tempo podem afetar negativamente a sobrevivéncia, a reproducdo e a
resisténcia as doencas (BOONSTRA, 2004; ROMERO, 2004; LUNDBERG,
2005).

Com a crescente preocupacao com a biodiversidade, diversas pesquisas
em busca de dados basicos sobre a biologia da espécie e procura de areas de
preservacdo estdo em andamento (ICMBio/MMA, 2011), porém ha
necessidade de criagdo de programas que monitorem e verifiquem os impactos
sobre a saude dos animais.

Entre os diversos métodos de monitoramento destaca-se a dosagem
hormonal, por meio da qual, entre outros, pode-se observar o status
reprodutivo e o nivel de estresse nos animais (WASSER et al.,, 2000;
WIKELSKI et al., 2000).

O material utilizado para a dosagem hormonal pode ser plasma/soro,
saliva, fezes, urina ou mistura de fezes e urina, como observado em aves
devido a excrecao conjunta (BEERDA et al.; 1996; COOK, 2002; WASSER et
al., 2002).

A mensuracdo hormonal através de amostras plasmaticas € amplamente
empregada em animais domésticos, contudo em animais selvagens e,
principalmente em aves de pequeno porte, a frequéncia e volume de amostra
sanguinea coletada pode comprometer a saude do animal. Outra influéncia
negativa para a coleta de amostra sanguinea é a alteracdo na secrecao de
horménios pelos eixos adrenocortical e gonadal, resultante da captura e
manipulacdo, gerando variaveis indesejaveis durante a analise dos resultados

(WINGFIELD, 1994; BISHOP e HALL, 1991, LEE et al., 1995; TELL, 1997).
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Desta forma, a mensuracdo dos metabolitos de esterdides urinarios e
fecais vem se mostrando util na investigacdo endocrinologica de animais
selvagens, pois possibilita a coleta de inUmeras amostras sem que haja a
perturbacdo do animal (BISHOP e HALL, 1991; COCKREM e ROUNCE, 1994;
LEE et al., 1995; TELL, 1997, BALTIC et al., 2005; PEREIRA et al., 2010).

Porém, como existem particularidades nos padrées de excrecdo dos
metabdlitos hormonais de acordo com a alimentacdo, a espécie, 0 sexo, 0
tempo de excrecao, o tipo de metabdlito a ser avaliado e a técnica a ser
empregada (PALME et al., 1999, MOSTL et al., 1999; WASSER et al., 2000;
GOYMANN et al., 2002; DENHARD et al,. 2003; NAKAGAWA et al., 2003;
CHINNADURAI, 2006; CHELINI et al., 2006; _2010; PEREIRA et al., 2010),
torna-se imprescindivel a validacdo tanto laboratorial quanto fisiol6gica dos

métodos de dosagem para a correta interpretacao dos dados obtidos.
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OBJETIVOS

Devido a variabilidade nos padrfes de excre¢cdo dos metabdlitos de
horménios esterdides nas excretas de acordo com a espécie estudada, o
objetivo geral do presente trabalho foi validar fisiologicamente a técnica de
Enzimaimunoensaio (EIA) para a dosagem de metabdlitos de corticosterona
em excretas de Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva).

Para tanto os objetivos especificos foram:

Experimento |: Determinar o Anticorpo (Ac) que apresenta maior capacidade de

deteccdo de metabdlitos de glucocorticoides em amostras urofecais de
Papagaios-verdadeiros (A. aestiva) pela técnica de EIA, utilizando os Ac
Cortisona - referencias 32a e Corticosterona - referencia 72T.

Experimento 1l: Determinar o perfil de excrecdo dos metabdlitos de

glucocorticoides nas excretas de Papagaio-verdadeiro apds desafio com ACTH
e Dexametasona.

Experimento lll: Verificar se 0 método de separacdo das por¢des urinaria e

fecal das excretas de Papagaio-verdadeiro permite a identificacdo das
diferencas nos perfis de excrecdo urofecal e fecal dos metabdlitos de

glucocorticoides.
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REVISAO DE LITERATURA

1 Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva)

O Papagaio-verdadeiro é considerado uma espécie monogamica, vive
em bandos, mantendo-se em casais durante a época reprodutiva e podem
nidificar no mesmo ninho em épocas reprodutivas subsequentes (FORSHAW,
1989; SICK, 2001; SEIXAS e MOURAO, 2000; LEITE, 2007).

Os animais apresentam corpo com penas verdes, fronte e loros azuis,
penas amarelas na cabeca, ao redor dos olhos e bochecha, bico negro,
possuem em média 36 centimetros (cm) de comprimento total e 370 gramas (g)
de peso vivo (SEIXAS e MOURAO, 2003).

A espécie pode ser dividida em duas subespécies: A. aestiva aestiva,
gue apresenta penas da regido de encontro de asa de coloracdo vermelha,
sendo a sua distribuicdo geografica na regido oriental do Brasil e A. aestiva
xanthopteryrix, que apresenta encontro de asa amarelo e ocorre na regiao da
Bolivia, norte da Argentina e Brasil ocidental. Na regido central do Brasil ha
sobreposicao entre as subespécies, apresentando individuos com encontro de
asa com coloracédo mista (DARRIEU, 1983 apud ICMBio/MMA, 2011).

Por apresentar a caracteristica de imitar a voz humana e ser de facil
sociabilizacdo, € uma espécie apreciada como animal de companhia. Os
relatorios de Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) revelam que
todos os anos grande quantidade de Papagaios-verdadeiros sdo capturados
ilegalmente no Brasil, sendo a maioria deles filhotes, sem penas e com olhos

fechados. Essas acdes resultam em diminuicdo de individuos em populacdes
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naturais e a perda dos sitios reprodutivos por destruicdo de arvores ninhos
(CAMPEDELLI et al., 2009; ICMBio/MMA, 2011).

Apesar de estudos genéticos apontarem elevada diferenciacéo entre as
populacdes e classifica-las como de “menor preocupacdo” para o risco de
extincdo (IJUCN, 2011), Leite (2007) relata que os efeitos decorrentes de
ameacas podem ainda néo ter sido percebidos e detectados devido a fatores
como a grande longevidade da espécie (acima de 50 anos) e o elevado tempo
para a observacdo de perda genética (geracoes).

Segundo o relatério semestral da RENCTAS (2001), os animais
continuam sendo transportados confinados em pouco espaco, sem agua e
alimento, presos em caixas superlotadas, onde brigam, se mutilam e morrem
devido ao estresse cronico. E estimado que de 10 animais traficados apenas
um sobreviva para o comércio de animais vivos e para cada produto animal
comercializado sejam mortos pelo menos trés espécimes (REDFORD, 1992).

Carvalho (2004), em analise de arquivos de necropsia em aves
silvestres, relatou que 34% dos psitacideos necropsiados apresentavam
doencas infecciosas como causas de morte, e que destas, 39% tinham como
agente infeccioso a Clamydophila psittaci, uma bactéria com alto potencial
zoondtico (HARKINEZHAD et al., 2007; HARKINEZHAD et al., 2009).

Assim, a retirada da natureza e 0 manejo inadequado dos individuos,
causa riscos a saude da populacdo, tanto animal quanto humana, pois o
processo de trafico ocasiona 0 estresse e consequentemente alteracao
hormonal, tendo como consequéncia a diminuicdo da resisténcia as doencas

(LUNDBERG, 2005).
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2 Sintese, metabolizacdo e excrecdo de glucocorticéides

Estimulos externos (por exemplo: presenca de predador, perseguicdo) e
internos (p.e.: fome) ativam mecanismos de respostas para que o animal possa
lutar ou fugir (SEYLE, 1963 apud SIEGEL, 1980). Um dos sistemas ativados &
o sistema neuronal, em que se observa o aumento da pressdo sanguinea
arterial, do tbénus muscular, da sensibilidade do nervo, da frequencia
respiratdria e da glicose sanguinea.

Outro sistema ativado é o enddcrino, que visa a disponibilizacdo de
energia através de alteracdes enddcrinas. Tais alteracdes desequilibram os
processos catabolicos (mobilizagcdo de energia), induzido pelos hormdnios
como a epinefrina, norepinefrina e glicocorticoides, e anabdlicos (reparacéo,
cicatrizacdo e crescimento), induzidos por esterdides sexuais e hormoénios de
crescimento (BOONSTRA, 2004; ROMERO, 2004; LUNDBERG, 2005).

Em resposta a eventos estressantes o sistema endocrino é ativado,
tendo o eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) como base, ou seja, o
estimulo estressor (comportamental, ambiental ou demografico) emite sinais
elétricos que séo reconhecidos pelo hipotalamo, que por sua vez promove a
liberacdo de Hormonio Liberador de Corticotropina (CRH). O CRH age na
hipofise, havendo a liberacdo e a elevacdo das concentracbes de hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea. O ACTH age nos
receptores presentes no coértex da adrenal, aumentando a secre¢do de
horménios glicocorticéides, que agem em células-alvo dos musculos e 6rgaos
para disponibilizacdo de energia (SAPOLSKY et al.,, 2000; CREEL, 2001,

MATOS, 2008).



25

Em aves, a sintese de glicocorticéides é similar a dos mamiferos, ou
seja, € dependente de estoque de colesterol. Porém, o principal glicocorticoide
produzido pela glandula adrenal de aves é a corticosterona, formada a partir da
hidroxilagdo do carbono 11 do 11-deoxicorticosterona, e do carbono 21 do
11B-hidroxiprogesterona, via enzima mitocondrial P450 (CARSIA e HARVEY,
2000). A corticosterona é composta por cadeias de carbono, sendo
representada pela seguinte férmula molecular: Cy;H3004 (Anexo ) (De ROSS,
1961 apud CARSIA e HARVEY, 2000; SIEGEL, 1980).

Os glicocorticéides sao transportados na corrente sanguinea de duas
formas: a livre, que age diretamente nas células-alvo, e a conjugada com
proteinas plasmaticas, sendo esta uma forma de reserva hormonal de facil
acao (SIEGEL, 1980).

Ap6s o término do desafio, para a manutengdo da sobrevivéncia e salude
dos animais, ocorre o retorno ao equilibrio dindmico pelo processo de
retroalimentacdo e metabolizacdo (CARSIA e HARVEY, 2000), mantendo um
balanco adequado entre o processo de catabolismo e processos anabdlicos
(LUNDBERG, 2005).

A retroalimentacdo ocorre pela acdo do glicocorticide em receptores
presentes no hipotalamo e na hipofise, sinalizando para a reducéo da producao
de CRH e ACTH e consequentemente reducao da producado de glicocorticéides
(CARSIA e HARVEY, 2000).

Ja a metabolizacdo dos glucocorticoides € realizada pelo rim e pelo
figado. Na primeira via, os metabdlitos sdo excretados diretamente pela urina,

enquanto que na metabolizacdo hepatica, os metabdlitos sdo carreados junto a
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bile, ficando armazenados na vesicula biliar antes de passar para o intestino e
serem excretados pelas fezes (MOSTL e PALME, 2002).

Devido as diferencas na taxa de metabolizagcdo, no tempo de
permanéncia da ingesta no trato gastro-intestinal e nas estruturas anatémicas
conforme a espécie estudada, ha variacdo na velocidade de excrecdo dos
metabdlitos hormonais. Essa variacdo também esta relacionada com o tipo de
alimentacdo e o modo de vida de cada animal (KLASING, 2005).

Um exemplo sédo os predadores, que se alimentam de carne, tendo
digestdo e metabolizacdo mais lenta e consequentemente maior tempo de
passagem da ingesta pelo trato gastrointestinal. J& as presas, que
normalmente alimentam-se de folhas e frutos, apresentam digestdo mais rapida
e com isso, maior ingestao de alimentos, tendo excrecdo em maior quantidade
e em tempo mais curto (KLASING, 2005).

Essas diferencas podem ser observadas ao comparar os dados de
Pereira et al. (2010), com os de Goymann et al. (2002). No primeiro estudo foi
observado excrecdo de metabdlitos de corticosterona quatro horas apos a
injecdo de ACTH em falcdes quiri-quiri, enquanto que no segundo, a excrecao
de corticosterona ocorreu ap0s uma e trés horas apdés a administracdo de
ACTH, respectivamente, em machos e fémeas de tordos europeus.

As diferencas na excrecao devido as espécies e a amostra analisada
também podem ser observadas quando comparados os dados de Hiebert et al.,
(2000), Nakagawa et al. (2003) e Dehnhard et al. (2003).

Hiebert et al. (2000) observaram em Beija-flores (Trochilidae), que as
amostras fecais colhidas dentro de 15 minutos ap0s a contencéo,

representavam as concentracdes basais. Apds 30 minutos observaram tracos
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de corticosterona, com pico de excrecdo apdés 60 minutos e concentracdes
basais ap6s 90 minutos. Ao suplementarem com corticosterona (HBC-CORT),
os niveis fecais elevam-se apos 30 minutos, provavelmente devido a néo
absorcao pelo trato intestinal.

Dehnhard et al. (2003) observaram que em patos (Anas platyrhynchos)
e galinhas (Gallus domesticus) os corticosteroides circulantes foram
metabolizados pelo figado e apresentaram meia-vida de 10 a 15 minutos,
sendo excretados pelas fezes e urina ap6s quatro horas da estimulacao,
demonstrando que a excrecado fecal acompanha a dinadmica do plasma
sanguineo com um atraso de 3,5 + 1,1h. A dindmica de concentragbes dos
metabolitos fecais reflete o curso da atividade biolégica do hormdnio no
plasma, sendo a mesma observada em corvo-marinho e falcdo (DEHNHARD et
al., 2003).

J& Nakagawa et al. (2003) observaram, em pinguim de Adélia
(Pygoscelis adeliae), picos excrecdo 133 horas apos desafio com ACTH. Isso
demonstra que nessa espécie a excrecao fecal acompanha a dindmica do
plasma sanguineo com um atraso de 13+3 h.

Quando levado em consideracdo o sexo do animal, Chelini et al.
(2010) obtiveram concentracbes mais elevadas em machos de hamster sirio
(Mesocricetus auratus), demonstrando que em algumas espécies ha diferencas
nas excrecfes dos metabodlitos hormonais entre machos e fémeas. Essa
diferenca também pode ser observada ao analisar os dados obtidos por
Rettenbacher et al. (2004), em que machos e fémeas de galinaceos
apresentaram diferentes fragcbes dos metabolitos excretados, ao analisar as

amostras fecais por Cromatografia Liquida de Alta Presséo (HPLC).
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Whitten (1998), em estudos com chimpanzés observou diferencas nas
excrecOes de metabolitos de cortisol fecal, de acordo com a amostra avaliada,
sendo a excrecdo urinaria mais rapida que a fecal, apresentando um dia de
diferenca entre as amostras analisadas.

Wasser et al. (1997) observaram em corujas dois picos de excre¢ao de
metabdlitos de glicocorticéides fecal, assim como Wasser et al. (2000),
Denhard et al. (2003), Rettenbacher et al. (2004) e Thiel et al. (2005). Porém
Thiel et al. (2005) relataram que estes picos poderiam ser devido a falha na
separacdo da amostra fecal da urinaria, quando observaram elevadas
concentracfes de metabdlitos de corticosterona na primeira hora em uma das
fémeas de perdizes.

Devido a variagdo na producdo e excrecao dos metabdlitos hormonais
conforme a espécie, o periodo do dia/ano e o material analisado (PALME et al.,
1996; WASSER et al.,, 1997; CREEL, 2001; GOYMANN et al., 2002;
MILLSPAUGH e WASHBURN, 2004; THIEL et al., 2005; PEREIRA, 2008), sédo
indispensaveis as informacdes sobre os padrdes de excrecdo dos metabdlitos
hormonais, para a correta interpretacdo de resultados obtidos, bem como a
determinacdo do momento do pico de excrecdo hormonal ap6s o evento

estressante e o material analisado.

3 Validacdo da mensuracao dos metabolitos hormonais

As técnicas de imunoensaio sdo capazes de dosar peguenas
guantidades de hormdnios (nanograma) por apresentar alta sensibilidade e
especificidade (ANHALT, 1975; JERICO et al.,, 2002). Em aves os primeiros

ensaios foram para o estudo de sexagem em aves monomorficas, utilizando a
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razao entre estrégeno: testosterona (CZEKALA e LASLEY, 1977; BERCOVITZ
etal., 1978; STAVY et al., 1979).

O principio dos ensaios imunologicos baseia-se na competicdo entre
Antigenos (Ag) e Anticorpos (Ac). Assim, levando em consideracao a pesquisa
de metabdlitos de glucocorticéides, ocorre a competicdo entre os antigenos da
amostra com o antigeno marcado (Ag*), pelos sitios de ligacdo disponivel no
Ac escolhido para a realizacdo do ensaio. Ocorre a formacado de duas espécies
de complexo: Ag*/Ac e Ag/Ac (GOLDSMITH, 1975; PARKER, 1981). A
quantidade de ligacao entre o Ag* com o Ac é lido por aparelhos capazes de
guantificar essa reacao, sendo esses valores convertidos em concentracdes
hormonais das amostras avaliadas. Esses valores obtidos podem ser
transpostos em graficos, visualizando-se os padrées (SPECTOR, 1973;
WISDOM, 1976).

Na técnica de Enzimaimunoensaio (EIA), séo utilizadas enzimas como
marcadores, tais como Ac marcado com biotina que se liga a estreptavidina,
peroxidase, fluorceina, acetilcolinesterase, a-galactosidase, glucoamilase ou
fosfatase alcalina. Estas enzimas reagem com o substrato (selecionado de
acordo com a enzima) adicionado durante o ensaio, havendo alteracdo de cor
ou emissao de espectro de luz. Os leitores Opticos sdo capazes de verificar o
comprimento de onda de luz que passa por cada amostra, sendo esse
comprimento de luz convertido em concentracdo de substancias presente nos
fluidos biolégicos (WISDOM, 1976).

Assim, para a viabilidade da técnica de EIA, as enzimas devem ter alta
atividade especifica, estar disponivel em solucdo, passar por processo de

purificacdo a baixo custo e de qualidade reprodutivel. Devem também ter alta
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estabilidade na forma livre e conjugada, tanto enquanto armazenada quanto
durante o ensaio, além da presenca de grupos reativos para ligacdes
covalentes. O método de marcacdo deve ser simples, feito com substratos
baratos, ndo toxicos e estaveis que formam produtos cromogénicos ou
fluorogénicos estaveis (PORSTMANN e KIESSIG, 1992).

A escolha do Ac utilizado para mensuragéo hormonal, principalmente de
metabolitos presentes nas excretas, também influencia o resultado, sendo
observado que resultados obtidos para uma espécie, nhormalmente ndo pode
ser utilizado para outra espécie (BROWN et al., 2004). Essa diferencas deve-se
a maior ou menor sensibilidade e especificidade do Ac pela amostra (MOSTL et
al., 2005). Devendo levar em consideracdo que nas excretas é observado
apenas a presenca de metabdlitos, ao contrario de amostras sanguineas, em
que se tem o horménio propriamente dito (RETTENBACHER et al., 2004;
RETTENBACHER et al., 2006).

Essas técnicas tém se demonstrado adequadas para a mensuracao das
concentracbes de gonadotrofinas, estrégenos, testosterona, lactogénio
placentario, progesterona e glicocorticbides presentes em amostras
sanguineas e seus metabdlitos presentes em amostras de urina e fezes, nas
mais diversas espécies animais, tais como: elefantes, hienas, bovideos,
equideos, marsupiais, cervideos, felinos e aves (LEE et al., 1995; PALME e
MOSTL, 1997; HIRSCHENHAUSER et al., 1999; HIRSCHENHAUSER et al.,
2000a; MOSTL e PALME, 2002; MOSTL et al., 2002; GANSWINDT et al.,
2003; NAKAGAWA et al., 2003; QUILFELDET et al., 2003; FRIGERIO et al.,
2004; RETTENBACHER et al., 2004; BALTIC et al., 2005; PEREIRA et al.,

2006; STOWE et al., 2008; VAN METER et al., 2008; DITCHAM, et al., 2009;
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FLAUGER et al.,, 2010; PEREIRA et al.,, 2010; STOWE et al., 2010), sendo
utilizado de forma crescente nos estudos de endocrinologia relacionados ao
estresse e a reproducéo.

Porém, devido a variacdo tanto na excrecdo quanto no tipo de analise
laboratorial que pode ser utilizado, Mdstl et al. (2005) revisaram a importancia
da validacdo da técnica de acordo com a espécie estudada, para avaliacdo
correta das mensuracgdes das concentracdes de hormonios obtidas.

Palme, em relato pessoal (2008) disse que o uso inadequado dessas
tecnologias pode levar a erros de interpretacdo dos resultados, tanto por falha
na aquisicdo das amostras, falha no uso dos reagentes ou falha na leitura dos
resultados, podendo, em muitos casos serem confundidos com reacdes
fisioldgicas ou patoldgicas.

Brown et al. (2004) relataram que ndo h& necessidade de estabelecer
um protocolo especifico de dosagem para cada espécie e sim, realizar a

validacao dos testes a serem utilizados em cada espécie.

4 Métodos de validacdo da mensuracdo dos metabolitos hormonais

4.1 Validacéao laboratorial:

Para evitar erros de interpretacdo dos dados obtidos é impressindivel a
validacdo dos testes (validacédo laboratorial) quanto a sua especificidade,
acuracia, precisao e sensibilidade para cada espécie animal e amostra a ser
avaliada (STANCZYCK et al.,, 2003; BROWN et al., 2004). Outro fator € a

reprodutibilidade do ensaio, que depende também do controle de precisdo da
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pipetagem, controle da temperatura, tempo de incubacéo e analise dos dados
(BROWN et al., 2004).

Deve-se também saber a sensibilidade do ensaio, ou seja, a menor
guantidade confiavel de hormdnios detectada no ensaio. Ela € dividida em 2
tipos: menor quantidade de horménio mensuravel, diferente de zero e com um
nivel de confianca de 95% na curva-padrdo; e menor quantidade de hormonio
que pode ser mensurada por unidade de fluido bioldgico/excretas (quantidade

de hormonios/ml de plasma ou g de fezes) (BROWN et al., 2004).

4.1.1 Curva de dose-resposta:

A curva dose-resposta € a principal ferramenta utilizada para a
quantificacdo dos hormdnios, assim sendo, tem-se que dose é a concentracao
de hormbnio na amostra e a resposta é o sinal quantitativo, gerado no ensaio
em resposta a uma determinada dose. Serve para saber a acuracia do teste
(quantidade exata do hormoénio presente na amostra), ou seja, se na amostra
h& algo inespecifico que se ligue aos anticorpos presente nos pog¢os da
placa/tubo (MOSTL et al., 2005) e saber qual a melhor diluicdo a ser utilizada

para dosar as amostras (BROWN et al., 2004).

4.1.2 Curvade paralelismo:

O teste de curva de paralelismo € realizado para demonstrar se as

amostras tém comportamento semelhante a curva padrdo (quantidade

conhecida de hormonios), ou seja, se 0s metabodlitos dos extratos estédo
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interagindo com o anticorpo de forma similar ao hormoénios usado como
padrdo, e se as amostras estéo localizadas dentro de valores confiaveis dentro
de dosagem, sem subestimar ou superestimar os valores (BROWN et al., 2004;

MOSTL et al., 2005).

4.1.3 Controle de qualidade:

O teste de controle de qualidade é realizado para saber a precisdo do
teste, ou seja, a capacidade de reprodutibilidade da técnica empregada
(MOSTL et al., 2005). Sendo assim, sdo avaliados 2 tipos, sendo eles:

e coeficiente de variacao intra-ensaio (dentro do mesmo ensaio), dado através
da analise entre as duplicatas da mesma amostra, serve para verificar se
houve variagcao de pipetagem;

e coeficiente de variacdo interensaios (entre diferentes ensaios), dado obtido
usando a analise de replicatas da mesma amostra em diferentes ensaios, serve
para verificar se houve alteracdo nas concentracdes de uma mesma amostra
(controles) entre os ensaios.

Geralmente a variacdo entre ensaios € maior que a variacdo dentro do
ensaio. E importante que a concentracdo de horménio (dose) tenha valores de
resposta proximos, com um coeficiente de variagcdo (CV) de no maximo 20%

(BROWN et al., 2004).

4.2 Validacéo fisiolégica:
Como os niveis hormonais e a resposta aos estimulos variam conforme

a atividade reprodutiva, horménio analisados e os fatores ambientais
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(RODRIGUES et al., 1996; KOTRSCHAL et al, 1998, SOCKMAN e
SCHWABL, 1999; WIKELSKI et al., 2000; HHRSCHENHAUSER et al., 2000a;
HIRSCHENHAUSER et al., 2000b; NAKAGAWA et al., 2003; CHASTEL et al.,
2005; PEREIRA et al., 2010), a validacao fisiologica também é imprescindivel
para correta avaliagdo dos dados (MOSTL et al., 2005)

A validacdo fisiolégica pode ser realizada através de indugdo ou
supresséao da liberagdo hormonal, verificando assim, o padrédo de excre¢ao do
horm&nio de acordo com a espécie a ser estudada. As técnicas utilizadas para
tal validagdo podem ser: administragdo de hormonio radiomarcado,
administracdo de farmacos, variacdes dos fatores ambientais e de manejo
(glucocorticoides) e variacdes durante a época reprodutiva (estrégenos,
progesterona, testosterona) (SCANES, 2000; WASSER et al., 2000;
GOYMANN et al., 2002; MILLSPAUGH e WASHBURN, 2004; PALME et al.,
2005; TOUMA e PALME, 2005).

Lee et al. (1999) estudando a dindmica de excrec¢éo fecal de esterdides
sexuais (estradiol e testosterona) em duas espécies de psitacideos observaram
gue a partir da administracao intramuscular dos esteroides radiomarcados com
Cu4, 0 pico de excrecdo aconteceu apés 4 horas. Tell (1997) relatou em
cacatua (Nymphicus hollandicus) que a excrec¢do fecal de metabdlitos de
testosterona foi de 74% nas primeiras 24 horas ap0s injecdo intramuscular de
hormonio radiomarcado (Cys).

Em aves, assim como nos mamiferos, a relagéo temporal entre os niveis
plasmaticos de ACHT, o evento estressor e a producao de glicocorticoides ja

foi comprovada em algumas espécies ou pela administracado farmacoldgica ou
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por fatores ambientais (ZENOBLE et al., 1985; HARVEY e HALL, 1990;
KOVACS e PECZELY, 1991).

Apesar de Lothrop et al. (1985), observarem elevacdo plasmatica de
cortisol apés a administracdo de ACTH apenas em psitacideos sexualmente
imaturos ou que apresentavam hiperadrenocorticismo, Wasser et al. (2000)
observaram elevacdo na excrecdo de metabdlitos de glicocorticéides apoés
desafio com ACTH em duas espécies de corujas (Strix vari e Bubo virginianus).
O aumento da excrecdo apos administracdo de ACTH também foi obsevado
por Goymann et al. (2002), em machos e fémeas de tordo europeu (Saxicola
torquata rubicola), Nakagawa et al. (2003) em pinguim de Adélia (Pygoscelis
adeliae), Denhard et al. (2003) em galinhas (Gallus domesticus), corvo
(Phalacrocorax carbo) e acor (Accipiter gentilis) e Thiel et al. (2005) em tetraz-
grande (Tetrao urogallus).

Assim, ao realizar a inducéo da adrenal, deve-se levar em consideragao
o tipo de hormdnio utilizado, pois as células da adrenal da espécie em estudo
podem ndo ser responsivas a administracdo do farmaco heterdlogo (Carsia e
Harvey, 2000).

Além da variacdo na resposta, € observado também alteracdes nos
padrées de excrecdo entre as espécies. Essas variacbes sdo devido as
diferencas de morfologia, taxa de passagem do alimento no trato
gastrointestinal e taxa de metabolismo hormonal (KLASING, 2005).

A supressao da liberacdo hormonal por administracdo de farmacos ainda
nao esta bem definida em aves. Em humanos a supresséao é realizada para

avaliar pacientes com Sindrome de Cushing, assim como em cachorros.
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Com relacdo a supressdo do sistema pituitario-adrenocortical apos
administracdo de dexametasona, Westerhof et al. (1996) observaram em
pombos (Columba livia domestica) a supressdo a administragdo de Arginina-
vasopressina por até 48 horas ap0s a administracdo de dexametasona (0,5
pg/kg e 0,5 mg/kg).

Westerhof (1998), revendo experimentos com administragdo de
dexametasona (0,5 mg/kg 1V), corticosterona (15 mg/kg 1V) e prednisolona (3,5
mg/ kg IV) em pombos (Columba livia domestica), relata maior tempo de
supressao da adrenal com o primeiro horménio, retornando as concentracées
basais de corticosterona apés 53 horas da injecao.

Bamberg et al. (2001) observaram em ratos (Sprague Dawley) machos
com reducé@o dos niveis de corticosterona cerca de 24 horas apos o desafio
com 1,0 mg/kg de dexametasona, mantendo estes niveis por dois dias,
alterando o ciclo diario de excre¢do de corticosterona.

As concentracbes de glucocorticoides apresentam elevacbes nas
primeiras horas apds a inje¢cdo com dexametasona, sendo possivel que a alta
afinidade a albumina seja responsavel pela secrecao inicial mais elevada nas
primeiras horas, pois h4 maior disponibilidade plasmética de glucocorticoide

livres circulantes.
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MATERIAL E METODOS

1 Animais

Foram utilizados 24 Papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), 12
machos e 12 fémeas (Anexo B), provenientes de apreensdes. Os animais
permaneceram no Centro de Manejo e Pesquisa de Animais Silvestres
(CEMPAS) da FMVZ-UNESP-Botucatu, sendo inicialmente mantidos em
viveiros coletivo, separados por sexo.

Para a separacdo dos animais, foi realizada a sexagem através da
técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”), no Laboratério de Biologia
Molecular Animal do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Campus Botucatu. A metodologia empregada para extracdo de DNA
total baseou-se no protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001).

Trinta dias antes do inicio dos experimentos, os animais foram alocados
individualmente em gaiolas de metal, medindo 100 x 50 x 50 cm (altura x
comprimento x largura) equipadas com poleiro e abrigo. Durante esse periodo,
denominado de fase de adaptacado a gaiola, os animais foram alimentados com
racdo comercial (BIOTRON® - Anexo C) e agua ad libitum. Esse periodo
também foi empregado para acostumar 0s papagaios aos procedimentos de
coletas de fezes a cada trés horas durante 48 horas (retirada e recolocagao do
fundo de gaiola), a contencéo fisica e a presenca da equipe (composta por
guatro pessoas, sendo as coletas realizadas por duplas que se revezavam a
cada seis horas).

As gaiolas foram dispostas em arranjo de dois andares, em baia

cimentada, sem teto, totalmente telada e provida lateralmente de cobertura de
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telhas de fibrocimento, os machos dispostos na fileira superior e as fémeas na
inferior (Figura 01).

Os experimentos ocorreram de 18 de agosto a 21 de outubro de 2010,
Na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
“Julio de Mesquita Filho”, latitude (22° 53" 16,67” — Sul), Longitude (48° 29’

54,11" — Oeste), altitude 889 metros, localizado no municipio de Botucatu- SP.

FIGURA 01 - Fotos da disposi¢céo das gaiolas.
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2 Experimento |. Determinagcdo de Anticorpo para mensuragédo de
metabolitos de glucocorticéides em amostras urofecais de Papagaio-

verdadeiro, apos desafio com solucdo de ACTH

2.1Delineamento experimental:

Para esse estudo foram utilizados quatro animais (dois machos e duas
fémeas). Os animais foram contidos manualmente e receberam 25 Ul de ACTH
(A; Hormdnio Adrenocorticotrépico de suino, Sigma Aldrich Brasil Ltda) diluidas
em 0,2 mL de solucéo salina (NaCl a 0,9%) por via IM no musculo peitoral.

A administracao foi realizada as oito horas da manha& (momento zero —
mO0); nesse momento e posteriormente a cada trés horas, durante 24 horas
consecutivas a administracdo dos tratamentos, foram colhidas amostras das
excretas urofecais. Para tanto, o fundo das gaiolas foi forrado com plastico.

Os procedimentos de administragdo de ACTH e coletas de amostras
urofecais ocorreram de 29 de setembro de 2010 a 20 de outubro de 2010.

Apés as coletas as amostras foram imediatamente acondicionadas em

microtubos plasticos, identificadas e armazenadas em freezer a -20°C.

2.2Processamento das amostras:

Inicialmente as amostras foram liofilizadas no Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP-Campus Botucatu.
24 horas antes do procedimento, as amostras foram acondicionas a
temperatura de -70° C. Para a realizacdo da liofilizacdo, os tubos foram

abertos, recobertos com papel aluminio perfurado, para evitar aspiracdo de
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seus conteudos, dispostos em rack de papeldo e levados a liofilizadora
(Edward do Brasil) a -45° C e pressdao de 60 mbar por 12 horas.
Posteriormente, as amostras foram retiradas do aparelho, tampadas e
mantidas em freezer a -20° C até o momento da realizacdo da extracado dos
metabolitos hormonais.

A extracdo dos metabdlitos hormonais das amostras urofecais foi
realizada no Laboratério de Parasitologia do Departamento de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Campus de Botucatu, seguindo-se a
metodologia de Mostl et al. (2005) modificada. As amostras liofilizadas foram
homogeneizadas mecanicamente e alicotas de 0,05 = 0,002 g transferidas em
tubos de poliestireno, acrescidas de um ml de metanol 80%, mantidas em
vortexmultitube por 30 minutos em velocidade alta.

Posteriormente todos os extratos foram centrifugados a 500 xg por 20
min, o0 sobrenadante recuperado em microtubos com tampa e um volume fixo
de 500 pL de extrato foi seco em estufa a 50° C por 14 h. Os extratos secos
foram mantidos em bancada, em ambiente livre de luz solar direta até o
momento da dosagem.

Os niveis de metabdlitos de glucocorticéiides urofecais foram
mensurados através da Técnica de Enzimaimunoensaio Direto (EIA), no
Departamento de Ciencias Biomédicas/Bioquimica da Universidade de
Medicina Veterinaria de Viena, Austria, conforme a técnica descrita por Mostl &
Palme (2008).

Para a realizacdo da dosagem, foram utilizadas placas de poliestireno
contendo 96 pocos (F96 MaxiSorp, n° 442404). Inicialmente as placas foram

preparadas com 50 pL de proteina de ligacédo (Proteina A, SIGMA P-7837) e
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incubadas em temperatura ambiente por 12 horas, ap0s este periodo, a
solucéo foi descartada e acrescentada com 0,3 mL da “segunda” solucédo de
ligagdo (Trishydroxyaminomethane+NaCl+BSA+NaN3;) . A placa foi tampada e
mantida em temperatura ambiente por pelo menos trés horas.

Apoés este periodo, para a utilizagéo das placas, a solucao foi descartada
e 0S pocos lavados trés vezes com solugdo de lavagem (Tween 20, Merck
822184), retirando o resto de liquido batendo suavemente a placa em papel
toalha. Em cada placa foi realizada a pipetagem, em duplicata, de 30 pL da
curva padrao com leituras de 2,0 a 500 pg/celula (S1=7,8; S2=15,6; S3= 31,2;
S4= 62,5; S5=125; S6= 250; S7= 500 pg/célula), especifico para cada ensaio,
30 pL das amostras diluidas em diluente de ensaio na proporgéo 1:10, 30 pL

dos controles, conforme Figura 02.

FIGURA 2: Ordem de pipetagem das solucdbes em placa de
poliestireno contendo 96 pogos, para realizacdo de EIA. (NSB —
Ligacdo ndo-especifica, apenas a solugdo de ensaio; BO — Ausencia
de Ligacao, solucéo de ensaio e solucdo de ligacdo. S1 a S7 — Curva
padrao, padrdes para cada ensaio; Px - Controle de baixa
concentracao; Py — Controle de alta concentracdo; 1 a 35 — Amostras.
(Fonte: Mostl & Palme, 2008)
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Em seguida cada poco, exceto os NSB, recebeu 0,1 mL do antigeno
marcado. Posteriormente todos os pocos receberam 0,1 mL do Anticorpo. As
placas foram mantidas em agitacdo suave por 12 h a 4° C. Apos a incubacao,
as placas foram lavadas quatro vezes com solucdo de lavagem gelada. Foi
adicionada solucdo com Estreptavidina POD-Conjugado (Boehringer 1089153),
preparado pouco antes do uso, e incubadas em agitador de placa por 45
minutos a 04° C. Depois se realizou nova lavagem com solucdo de lavagem
gelada, por quatro vezes, adicionou-se solucdo de substrato para peroxidade
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzedine a 0,4% + H,0, a 0,6%), incubou-se novamente
as placas por mais 45 minutos a 04° C em agitacdo e adicionou-se 0,05 mL de
solucdo de interrupcdo da reacdo enziméatica (H,SO4 a 95-97%); a leitura de
absorbéancia foi realizada em espectrofotometro MultiPROBE® (Packard),
sendo de 360 a 540 nm o comprimento de onda empregado para a leitura das
amostras.

As avaliacbes de dose resposta e de paralelimo para a dosagem de
metabdlitos de glicocorticéides fecais foram realizados anteriormente em outro

estudo (FUJIHARA, 2008).

2.3Escolhado Ac:

Frigerio et al. (2001), Dehnhard et al. (2003) e Baltic et al.(2005)
descrevem que o principal glucocorticoide produzido em aves é a
corticosterona, assim foram selecionados 0s seguintes anticorpos, com
diferentes especificidades, para verificar qual deles apresentava melhor ligacéo
para os metabolitos de glucocorticoides presentes em excretas de papagaio-

verdadeiro:
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1) Cortisone — referencia 32a:

Neste ensaio foi empregado o anticorpo policlonal 4-pregnene-17qa, 21-
diol-3, 11, 20-trione-21-HS:BSA, que apresenta reacao cruzada de 100% para
4-pregnene-17qa, 21-diol-3, 11, 20-trione; 30% para 4-androstene-17a, 21-diol-
3, 11, 17-trione; 20% para 5a-androstane-3, 11, 17-trione; 9% para 4-pregnene-
11B, 17qa, 20 a, 21-tetrol-3-one; 2,3% para 4-pregnene-3, 20-dione; 2,2% para
5B-androsterone-3,11,17-trione; 1,8% para 4-pregnene-113, 21-diol-3,20-dione;
0,9% para 4-androstane-3,17-dione; 0,5% para 5a-androstane-3,17-dione; e
abaixo de 0,1% para 5a-androstane-3a-ol-11,17-dione; 5 a-androstane-3[3-ol-
11,17-dione; 5pB-androstane-3 a-ol-11,17-dione, descrito inicialmente em
galinhas da linhagem ISA Brown (RETTENBACHER et al., 2004).

2) Corticosterone - referéncia 72T:

Neste teste foi empregado o anticorpo policlonal 11-
oxoaetilocholanolone-17-CMO-BSA que apresenta reacdo cruzada de 100%
para 5 [(-androstane-3a-ol-11,17-dione; 37% para 5p-pregnane-3a-ol-
11,20dione; 3,3% 5B-androstane-3a,11B3-diol-17-one; 1,2% para 5B-
androstane-3,11,17-trione; <1% para 11-ketosndrosterone, etiocholanolone,
pregnanediol, tetrahydrocortisol, 5B-dihydro-cortisol, cortol, 5B-pregnane3a-
ol,11B,21-triol-20-one, 5B-pregnane-3a,11 B,17a,20a,21-petol, 5 Bpregnane-3
B-ol-11,20-dione e 5 B-pregnane-3a,11 B-diol-20-one, descrito em ovelhas,
cervideos (Cervus elaphus) e elefante africano (Loxodonta africana) (MOSTL et
al., 2002; HUBER et al., 2003; GANSWINDT et al., 2003).

Em cada ensaio foi empregado o Ag especifico 32a: 4-pregnene-17aq,

21-diol-3, 11, 20-trione-CMO-biotinyl-LC ou Ag 72T: 11-oxoaetiocholanolone-
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17-CMO-biotinyl-3,6,9-trioxaundecanediamin; biotinyl-LC, bem como seu
respectivo Ac (referéncias 32a ou 72T).

As amostras que apresentaram leitura de absorbancia acima da curva
padrao foram diluida em diluente de ensaio na propor¢cao de 1:100, repetindo-
se a dosagem empregando-se 0s mesmos procedimentos descrito
anteriormente.

Para mensurar todas as amostras foram realizados 02 ensaios para 0 Ac
32a e 01 ensaio para o Ac 72T. Os coeficientes de variagcado para as amostras
de baixa concentracdo foram: Intraensaio: média de 5,86% (variando de 3,86 a
7,86%), Interensaio: 1,56% e para as de alta concentracdo: Intraensaio: média
de 4,41% (variando de 2,11 a 6,71%); Interensaio: 1,81%. A sensibilidade do

ensaio foi de 0,02 pg/celula.

3 Experimento Il. Validagao fisioldgica da mensuragdo de metabolitos de

glucocorticoides nas excretas de Papagaio-verdadeiro

3.1Delineamento experimental:

Para esse estudo foram utilizados todos os 24 animais, separados ao

acaso em quatro grupos contendo trés machos e trés fémeas cada:

Grupo Controle (GC): os animais ndo foram manipulados e apenas

testemunharam os procedimentos realizados nos demais grupos.

Grupo Salina (GS): os animais foram contidos manualmente e receberam 0,2

mL de solucdo salina (NaCl a 0,9%) por via intramuscular (IM) no musculo

peitoral;
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Grupo ACTH (GA): os animais foram contidos manualmente e receberam 25 Ul

de ACTH (A; Hormdnio Adrenocorticotropico de suino, Sigma Aldrich Brasil
Ltda) diluidas em 0,2 mL de solugcdo salina (NaCl a 0,9%) por via IM no
musculo peitoral (WASSER et al., 2000);

Grupo Dexametasona (GD): Os animais foram contidos manualmente e

receberam 1,0 mg/Kg de peso vivo de dexametasona (D; 2,0 mg/mL, Azium®,
COOPERS) via IM, no musculo peitoral WESTERHOF et al., 1996).

Os procedimentos foram realizados sempre as oito horas da manha
(m0); nesse momento e posteriormente a cada trés horas, durante 24 h
consecutivas a administracdo dos tratamentos, foram colhidas amostras das
excretas urofecais. Para tanto, o fundo das gaiolas foi forrado com plastico.

Os procedimentos experimentais foram repetidos quatro vezes de modo
gue todos os grupos de animais passassem por todos os tratamentos. Entre
cada replicata foi mantido intervalo de cinco dias. Os procedimentos de
administragao das solugdes e as coletas de amostras urofecais ocorreram de
29 de setembro de 2010 & 20 de outubro de 2010.

Ap6s as colheitas, todas as amostras foram condicionadas e
processadas seguindo-se a mesma metodologia empregada no Experimento I.

As dosagens de metabdlitos de corticosterona foram realizadas
empregando-se o0 ensaio Cortisone 32a, empregando-se a mesma metodologia
descrita no Experimento I.

Foram realizados 23 ensaios para mensuracdo de todas as amostras,
sendo obtidos os seguintes coeficientes de variacdo para as amostras de baixa
concentracdo: Intraensaio: meédia de 3,1% (variando de 0,8 a 6,05%),

Interensaio: 6,06% e para as de alta concentracdo: Intraensaio: meédia de
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5,71% (variando de 0,48 a 13,21%); Interensaio: 11,84%. A sensibilidade do

ensaio foi de 0,02 pg/célula.

4 Experimento lll. Validagdo do método de separagdo manual do urato da
porcdo fecal das excretas, para a identificacdo dos padrbes de
excrecdo urinéria e fecal dos metabdlitos de glucocorticéides em

Papagaio-verdadeiro.

4.1 Delineamento experimental:

Para esse estudo foram utilizados 22 aves, sendo 12 machos e 10
fémeas.

Os animais foram contidos manualmente e receberam 25Ul de ACTH (A;
Hormdnio Adrenocorticotrépico de suino, Sigma-Aldrich Brasil Ltda) diluidas em
0,2 mL de solugéo salina (NaCl a 0,9%), por via IM no musculo peitoral e a
seguir separados ao acaso em dois grupos, contendo seis machos e cinco
fémeas cada. Os procedimentos foram realizados sempre as oito horas da
manhé& (mO0); nesse momento e posteriormente a cada trés horas, durante 24
horas consecutivas a administracdo de ACTH, foram colhidas amostras das

excretas, conforme descrito a seqguir:

Grupo Fecal (GF): nesse grupo as gaiolas estavam forradas com papel

absorvente. No momento da colheita foi realizada a remo¢do manual do urato
e, com auxilio de papel absorvente, removida a porcéo liquida das excretas.

Grupo Urofecal (GU): nesse grupo as gaiolas estavam forradas com manta

plastica. No momento das colheitas as excretas foram colhidas integralmente.
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Os procedimentos de coletas de amostras fecais e urofecais ocorreram
de 18 de agosto de 2010 a 20 de setembro de 2010.

ApoGs as colheitas as amostras foram condicionadas e processadas
seguindo-se a mesma metodologia empregada no Experimento |I.

As dosagens de metabdlitos de glucocorticoides foram realizadas
empregando-se o0 ensaio Cortisone 32a, empregando-se a mesma metodologia
do Experimento I.

Foram realizados 05 ensaios para mensuracdo de todas as amostras,
sendo obtidos os seguintes coeficientes de variagdo para as amostras de baixa
concentracdo: Intraensaio: média de 5,33% (variando de 0 a 13,13%),
Interensaio: 6,06% e para as de alta concentracdo: Intraensaio: média de
4,21% (variando de 1,23 a 7,50%); Interensaio: 7,77%. A sensibilidade do

ensaio utilizando-se o Ac 23a foi de 0,02 pg;célula.

5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o pacote estatistico GraphPAd
Prism 5. Os valores referentes as amostras ndo coletadas (22 de 864 valores
no Experimento Il; 15 de 308 valores no Exp Ill) foram substituidas por
interpolacao linear (média dos valores do antecessor e sucessor). Os valores
atipicos (52 de 864 valores no Experimento IlI) foram retirados para a
montagem das planilhas, utilizando-se o critério de Chaveunet (FIGUEIRA,
1998). Como os dados ndo apresentaram distribuicdo normal e variancia

homogénea, foi realizada a transformacéao logaritmica.
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Os animais foram considerados repeticbes e o0s protocolos
experimentais tratamentos. Para a comparacao das variaveis estudadas entre
os tratamentos e o controle foi utilizado o Modelo Linear Geral para Medidas
Repetidas. Com o teste de Comparacdes Multiplas Newman-Keuls, avaliou-se
também o efeito do sexo e dos diferentes momentos sobre as concentracdes
hormonais, utilizando-se nivel de significancia de 95% (p<0,05), GraphPAd
Prism 5.

Como medidas de tendéncia central e de variabilidade dos dados,
empregou-se a média e o desvio padrdo nas tabelas. Nos graficos foram
utilizados a mediana e os quartis 25% e 75%, bem como os maiores e menores
valores. Em cada tratamento, os valores das concentracées que encontravam-
se acima da soma da média do valor inicial (m0) com duas vezes o desvio
padrao dos valores no mO, foram definidos como pico de excrecdo fecal e
urofecal dos metabdlitos de corticosterona (pico de excre¢cdo = média do

momento zero + 2x desvio padrao), conforme descrito por Popp (2006).
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RESULTADOS

1 Experimento |. Determinacdo de Anticorpo para mensuracdo de
metabolitos de glucocorticéides em amostras urofecais de Papagaio-

verdadeiro, ap6s desafio com solucédo de ACTH:

O Ac imunomarcado Cortisone 32a apresentou maior capacidade de
deteccado de metabolitos de corticosterona em fezes de Papagaio verdadeiro
apos desafio com Solucdo de ACTH, essa capacidade de mensuracao foi de
até 6 vezes quando comparados os valores dos picos em relacdo ao valor
basal (Figura 03). Portanto, a partir desses resultados, foi escolhido o ensaio

Cortisone 32a para realizacdo das mensurac¢des das demais amostras.
4000 =
3000

2000

1000

Glucocorrticéide urofecal (ng/g)

o
L

MO M3 M6 M9 M12 Mi15 M18 M21
Momento apés desafio

FIGURA 03: Niveis médios de metabdlitos de glucocorticoides
urofecais em Papagaio-verdadeiro (A. aestiva), obtidos em ensaios
com os anticorpos policlonais referéncia Cortisone 32a (linha
continua ----- ) e Corticosterone 72T (linha tracejada - - - -) em
amostras urofecais de dois machos (O) e duas fémea (4), apos
administracdo de ACTH (m0O) e a cada trés horas, por 21 horas

consecutivas.

Esses ensaio preliminares também serviram para identificar amostras de

alta e baixa concentracdo, que foram empregadas para a confeccdo dos
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controles de alta e baixa concentracdo, utilizados em todos os ensaios para a

determinacao dos coeficientes de variacao intra e interensaio.

2 Experimento Il. Validac&o fisiologica da mensuracao de metabolitos

de glucocorticoides nas excretas de Papagaio-verdadeiro:

A andlise estatistica dos resultados da dosagem de metabdlitos de
glucocorticdides em amostras urofecais de Papagaio-verdadeiro (Amazona
aestiva), coletadas a cada trés horas, durante 24 horas apds desafio com
solucéo salina, dexametasona e ACTH nao detectou diferencas entre machos e
fémeas quando considerados efeitos de tratamento e de momento. Portanto, 0s
dados de todos os animais foram reunidos e analizados conjuntamente. Os
resultados obtidos, estao representados na Tabela 01 e Figura 04.

Quando analisados os momentos dentro de cada grupo (Tabela 01), foi
identificado efeito de momento no grupo ACTH e detectado pico de excrecao
em m6 e m9; os valores retornaram as concentragcdes basais em m1b5.

No GC os valores permaneceram inicialmente estaveis, decresceram a
partir de m9 e retornaram aos valores semelhantes aos iniciais a partir de m21.

No GS, observou-se efeito de momento com aumento na excregao
detectado no m3, seguido da diminuigdo progressiva das concentracdes, que
alcangcaram os menores valores em m12 e m15, retornando, posteriormente, a
valores semelhantes aos iniciais em m24.

No GD foi também detectado efeito de momento e os maiores valores
foram observados em m3 e m6. Posteriormente, os valores declinaram,
alcancando valores semelhantes aos iniciais em m9 e inferiores a partir de

m12, mantendo abaixo do inicial até o final do periodo experimental.
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FIGURA 04 — Bloxplots da dosagem de metabdlitos de glucocorticdides (ng/g) obtidos de amostras
urofecais de Papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) colhidas a cada 03 horas durante 24 horas apds
a administracao de solugdo de ACTH (a, n=24, barra cinza), Dexametasona (a, n=24, barra branca) e
Salina (b, n=24, barra branca cortada), pela técnica de EIA. Os animais Controle (b, n=24, barra cinza
cortada) ndo foram manipulados. Valores atipicos representados por circulo cinza (a- ACTH, b-
Controle), circulo branco (a — Dexametasona, b - Salina); * = diferencas entre os tratamentos (p<0,05).
Barra preta em cima dos gréaficos indica periodo de coleta noturna.
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3 Experimento Ill. Diferenca de excrecdo de metabdlitos de

glucocorticoides em amostras Fecais x Urofecais:

A analise estatistica dos resultados da dosagem de metabdlitos de
glicocorticéides em amostras fecais e urofecais de Papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva), coletadas a cada trés horas, durante 18 horas ap6s desafio
com solucédo de ACTH nao detectou diferencas entre machos e fémeas quando
considerados efeitos de tratamento e de momento. Portanto, os dados de todos
os animais foram reunidos e analizados conjuntamente. Os resultados obtidos
estdo representados na Tabela 02 e na Figura 05.

Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre excrecdo fecal e
urofecal. Quando analisados os momentos dentro de cada grupo (Tabela 02),
foi identificado aumento de excrecdo de metabdlitos de glucocorticéides em
m3, com pico de excrecdo em m6 e retorno aos valores basais em m12, tanto
nas amostras fecais quanto urofecais.

TABELA 02 - Valores médios + desvios padrdo de metabdlitos de
glucocorticéides fecais e urofecais (ng/g excreta) de 22
Papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), colhidas a cada 03
horas durante 18 horas apds a injecdo (mO = oito horas da
manha) de Solucdo de ACTH (25Ul), pela técnica de EIA.

Momento FECAL UROFECAL

mO (05 as 08h) 256,7 £ 105,7 » 240,6 £ 159,2 »
m3 (08 as 11 h) *1174,8 £ 830,9 = *1273,8 £767,5 =
m6 (11 as 14 h) *2053,3+1278,2¢ *2425,1 £1237,0¢
m9 (14 as 17h) *1583,6 £ 1037,7 = *1736,8 £ 1249,6 =
m12 (17 as 20 h) *565,9 +615,6 * *586,2 + 533,8
m15 (20 as 23 h) 321,6 £323,7 » 253,3+227,6~
m18 (23 as 02 h) 242,4 £ 178,7 » 155,6 +119,8

letras mailsculas diferentes ha mesma coluna = diferencas entre os momentos
dentro do mesmo tratamento (p<0,05); * = pico de excrec¢do. Para o calculo de
média, desvio padrdo e picos, foram retirados os valores atipicos. Os valores
entre paréntes na coluna Momento referem-se ao periodo de defecacdo das
amostras fecais e urofecais.
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FIGURA 05 — Bloxplots da dosagem de metabdlitos de glucocorticéides (ng/g) obtidas
de amostras fecais (n=22, barra branca) e urofecais (n=22, barra cinza) de
Papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), colhidas a cada 03 horas, durante 18
horas apds a administracdo de solucdo de ACTH, pela técnica de EIA. Valores
atipicos representados por circulo branco (amostra fecal) e circulo cinza (amostra
urofecal). Barra preta em cima do gréfico indica periodo de coleta noturna.
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DISCUSSAO

O método ndo-invasivo de avaliagdo da adrenal, através da mensuracao
de metabdlitos de glucocorticéides foi estabelecido e validado fisiologicamente
pela primeira vez em Papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva).

Utilizando-se a técnica de Enzimaimunoensaio (EIA), o anticorpo
policlonal 4-pregnene-17a, 21-diol-3, 11, 20-trione-21-HS:BSA (Cortisone -
referencia 32a) apresentou maior capacidade de detectar as alteracbes nas
concentracfes de metabdlitos de glucocorticéides nas excrecdes de Papagaio-
verdadeiro, ap6s administracdo de ACTH, quando comparado ao Ac
Corticosterone 72T. Essa maior sensibilidade deve-se ao fato de nas excretas
haver preservacao da estrutura da molécula reconhecida pelo anticorpo 32a.

Ao avaliar o perfil da excrecdo de metabdlitos de glucocorticéides dos
animais do grupo controle, sugere-se que apresentam diferencas circadiurnas,
ou seja, aumento da excrecdo as oito horas da manha, pico de excrec¢éo as 11
horas e os menores niveis de excrecao as 20 horas.

Ao contrario do revisado por Mormede et al. (2007), que em galinhas o
aumento da secrecao de glucocorticoides ocorria no final do periodo de luz, em
Papagaio-verdadeiro a secrecdo parece estar relacionada com o final do
periodo de escuro e inicio do periodo de luz. Os dados do presente estudo
coincidem com o descrito por Kotrschal et al. (2000) que, em vertebrados
diurnos, a secrecdo de glucocorticéides apresenta-se mais elevada nas
primeiras horas do dia, preparando-os para a o inicio do dia (CARSIA e
HARLEY, 2000).

Levando em consideracdo que Westerhot et al. (1994) observaram

aumento na concentracdo de corticosterona plasmatica de pombas (Columba
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livia domestica) uma hora antes do inicio do fornecimento de luz, mesmo
guando invertido o fotoperiodo através de fornecimento de luz artificial, o perfil
observado no presente estudo parece ser similar ao de pombas.

Hiebert et al. (2000) relataram que a padronizacdo da técnica de
restricdo dos animais é essencial para comparar a resposta da adrenal ao
estresse em diferentes individuos, populacdes ou ciclo anual, pois a presenca
humana foi capaz de influenciar a excrecdo de metabdlitos de corticosterona
em tetraz (Tetrao tetrix) (BALTIC et al., 2005). Ja aves previamente contidas
(logo ap6s o nascimento) apresentaram menores valores de concentracdo
plasmética de corticosterona quando submetidas a contencdo manual para
realizacdo de vacinacdo quando comparadas com aves primo-contidas
(COLLETTE et al., 2000).

Assim o processo de adaptacdo ao manejo realizado antes do inicio dos
experimentos foi eficiente, pois a influéncia da contengcdo mecanica e do
processo da injecdo de substancias no presente estudo pode ser considerada
baixa, tendo em vista que os resultados obtidos no grupo salina em relagdo ao
grupo controle ndo apresentaram diferencas nos niveis de excrecdo durante
todo o Experimento I

Outro fator importante que foi reduzido neste estudo é a influéncia de
tipo de alimentacdo (WASSER et al, 1993; KLASING, 2005). Foi fornecimento
de racdo comercial e realizada a liofilizacdo das amostras para a retirada do
excesso de agua. Porém foi impossivel reduzir as influencias das histérias da
vida dos animais (ALTMANN et al., 2004), por serem aves provenientes de

apreensdes, podendo ser um dos fatores da presenca de valores atipicos
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encontrados em todos 0s grupos experimentais, principalmente em dois
animais.

A solucdo de ACTH foi capaz de estimular a adrenal de Papagaio-
verdadeiro em ambos os sexos. Foi observado aumento de nove vezes o valor
basal na excrecdo dos metabdlitos de glucocorticéides fecais, tanto nos
machos (de 267,03 para 2.771,80 ng/g fezes) quanto nas fémeas (de 229,31
para 2.782,68 ng/g fezes). Esses valores foram menores que os observados
por Kotrschal et al. (2000) em gansos, que observaram valores de 80 a 140
vezes o valor basal ap6s injecao de 3 Ul de ACTH, e os dados observados por
Nakagawa et al. (2003) em pinguins de Adelie (Pygoscelis adeliae) apos a
injegcao de ACTH, que observaram aumento de 90 vezes o valor basal.

Lothrop et al. (1985) e Zenoble et al. (1985) injetaram ACTH em
psitacideos e dosaram cortisol e corticosterona plasmatico. Lothrop et al.
(1985) observaram que uma hora apés a administracdo do ACTH (16 Ul) as
concentragbes de corticosterona passaram de 3,25 para 26,47 ng/ml,
mantendo as concentra¢des elevadas (25,69 ng/mL) até 2 horas apés o ACTH.
J& Zenoble et al. (1985) observaram elevacdo da corticosterona plasmatica de
20,09 ng/mL para 105,8 ng/mL, 90 minutos apés o ACTH (0,125 mg/ave). Em
todos os estudos o cortisol manteve-se praticamente inalterado ou indetectavel.

Walsh et al. (1985) em estudo feito com Cacatuas observaram aumento
da corticosterona plasmatico de 26 ng/mL para 108 ng/mL, 30 minutos apos a
injecdo de ACTH. Os valores se mantiveram altos por trés horas e

decresceram para 40 ng/mL ao final de quatro horas.
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Esses dados demonstram que a elevacdo da corticosterona sanguinea
acontece antes de que se complete a primeira hora ap0s a administracao de
ACHT.

Assim como Baltic et al. (2005), que observaram pico de excrecédo de
metabdlitos de corticosterona uma a duas horas apds administracdo
intravenosa de Corticosterona marcada em tetraz, o aumento de excre¢cao de
metabdlitos de glucocorticides em Papagaio verdadeiro foi observado nas
primeiras horas apds administracdo de ACTH.

Com base nos estudos de 1985 e, sendo que no presente estudo foram
observados picos de metabdlitos de glucocorticides nas excretas apos o
momento da administracdo de ACTH (oito horas), tendo os valores mais
elevados entre 11 e 17 horas, pode-se inferir que a elevagdo urofecal
apresenta uma assincronia entre os valores sanguineos de mais ou menos trés
horas.

No presente estudo nao foram cerificadas diferencas entre as
concentragfes de metabdlitos fecais entre machos e fémeas, a semelhanca do
observado em tetraz (Tetrao tetrix) (BALTIC et al., 2005).

Porém sao descritas na literatura diferencas na excrecao de metabdlitos
de glucocorticéides entre machos e fémeas de diversas espécies de aves tais
como corujas (Strix occidentalis caurina e Strix occidentalis occidentalis)
(WASSER et al.,, 1997; WASSER e HUNT, 2005) e pardal (Zonotrichia
leucophrys gambelii) (ASTHEIMER et al., 1994). De maneira geral, esse
autores observaram, apds desafio com ACTH, maiores valores de metabolitos
de glucocorticoides em machos, na época do acasalamento, o que parece

estar envolvido com a defesa territorial, e em fémeas, na época em que estédo
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envolvida com cuidados parentais (WASSER et al., 1997; WASSER e HUNT,
2005).

Como o presente estudo foi realizado no periodo de anestro dos
Papagaios-verdadeiros (agosto a outubro) e com os animais nao pareados;
esses resultados sdo validos para essa situacao. Assim, existe a necessidade
de se realizar novos estudos de mensuracao de glucocorticéides nas excretas
durante a estacdo reprodutiva e/ou com animais pareados para verificar se
existe ou ndo um efeito da estacdo e da atividade reprodutiva na atividade
adrenal nesta espécie.

Os valores fecais do presente estudo permaneceram elevados por até
nove horas, indicando um assincronia entre a queda dos niveis plasmaticos de
cinco horas. A manutencdo das concentracdes de metabdlitos de
glucocorticides em Papagaios-verdadeiros ocorreu por periodo mais
prolongado em relagéo ao estudo de Walsh et al. (1985). Os achados de Walsh
et al. (1985), apesar de ndo serem em Papagaios, sinaliza que existe uma
persisténcia muito maior dos metabdlitos nas fezes do que do horménio no
sangue. Esses dados contudos sdo de Cacatuas e necessitam se avaliados
com cuidado.

Semelhante do verificado apés o desafio com ACTH, em Papagaios-
verdadeiros foi observado aumento das concentracbes de metabdlitos de
glucocorticdides em amostras urofecais a partir de m3 apos a administracao de
Dexametasona (1,0 mg/Kg); os valores contudo foram bem inferiores,
decresceram ao longo do periodo experimental e tornaram-se semelhantes aos

observados nos grupos Controle e Salina a partir do m15.
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Entretanto, no final do periodo experimental os animais do grupo
Dexametasona tinham valores inferiores ao observado antes do desafio,
diferente do verificado nos outros grupos, em que houve o retorno aos valores
iniciais.

Touma e Palme (2005) relatam que o teste de supressdao da adrenal
pela dexametasona € uma importante ferramenta para complementar o0s
estudos de validacao fisioldgica da mensuracédo de glucorticéides urofecais. A
Dexametasona, via mecanismo de retroalimentagdo negativa do eixo HPA,
reduz as concentracdes plasmaticas de glucocorticoides e, consequentemente,
as concentracbes de metabdlitos urofecais (TOUMA e PALME, 2005),
permitindo avaliar as mensuragdes reais dos valores de reagao cruzada com
outros esterdides. Além da validacéao fisioldgica, o uso da dexametasona pode
ser uma forma de reverter os efeitos deletérios devido as altas concentracfes
de glucocorticoides (PRATT & LISK, 1989 apud BONIER et al., 2007).

O teste com dexametasona foi realizado com sucesso em alguns
mamiferos (ratos de laboratoério, cachorros, gatos domesticos e humanos). Em
aves, a Inibicdo pela dexametasona foi detectada apenas no plasma de
galinhas, ndo sendo observado inibicdo de liberacdo de metabdlitos nas fezes
(DEHNHARD et al., 2003; RETTENBACHER et al., 2004). Contudo Dehnhard
et al. (2003) relata que a resposta a dexametasona pode estar relacionada com
a dosagem administrada, a forma de manejo durante o experimento e a
espécie animal avaliada.

Apesar da diferenca estatistica entre 0 grupo Dexametasona com 0s
demais grupos no ultimo momento de mensuracdo do Experimento Il, ndo foi

possivel descrever a inibicdo da adrenal pela dexametasona em Papagaios-
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verdadeiros, pois observa-se tendéncia de retorno dos valores a normalidade.
A falta dos valores apds 24 horas impede a confirmacéo da inibicdo ou ndo da
adrenal ap6s a administracdo da Dexametasona, necessitando de avaliacéo
por tempo mais prolongado (mais de 24 horas apos a administracéo).

No presente trabalho, apds administracdo de ACTH, foi observado que o
pico de excrecdo manteve-se desde o m3 até m12 no Experimento Il e do m03
ao m12 no Experimento lll, ao contrario do observado em duas espécies de
corujas (Strix vari e Bubo virginianus) por Wasser et al. (2000), em que
observaram picos de excre¢cdo de metabdlitos de glucocorticéides as duas e as
12 horas.

N&o foi possivel verificar a assincronia entre os perfis de excrecédo fecal
e urofecal em Papagaios-verdadeiros, pela técnica de separacdo do urato da
porcao fecal realizada no Experimento Ill. Sendo observado presenca de picos
de metabdlitos de glucocorticoides de forma semelhante em ambas amostras.

Como os glucocorticéides sdo metabolizados pelos rins e pelo figado,
séo excretado na urina e nas fezes dos animais em tempos diferentes. A bile
fica armazenada na vesicula biliar e a sua secrecdo, em animais que
apresentam essa estrutura, é estimulada pelo tipo de alimentacdo ingerido
(CARSIA e HARVEY, 2000; KLASING, 2005). A auséncia da vesicula em
Papagaios pode ser um dos fatores que influenciou a nédo verificacdo de
diferencas entre amostras fecais e urofecais, sendo o0s metabdlitos
provenientes do figado, excretados diretamente nas fezes.

A consisténcia das fezes, que no presente estudo apresentaram-se mais
pastosas, também pode ter dificultado na separacéao da porgcéao do urato, sendo

uma das possibilidades da observacdo de auséncia de diferencas no
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Experimento Ill, apesar de ter realizado a separacdo com auxilio de papel
toalha.

Outra possibilidade de nao poder ser descrita a supressao da adrenal &
pelo fato de as injecbes serem realizadas no periodo da manha (08 horas), ao
contrario do realizado por Bamberg et al. (2001) que realizaram a injecao as 18
horas e relatado por Mormeéde et al. (2007), com administracdes as 20 horas.
Ambos os autores relataram a supressédo dos picos matutinos e, no presente
experimento foi apenas observado redugcédo ao longo do dia, conforme o ciclo

observado no grupo controle.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos sob as condigbes experimentais do
presente estudo, foi possivel concluir que:

A técnica de Enzimoimunoensaio Direto, utilizando o Ac Cortisone —
referéncia 32a, para dosagem de metabolitos de corticosterona presente em
amostras fecais e urofecais € acurada, precisa e confiavel, sendo capaz de
detectar aumento de concentracdes dos metabdlitos de corticosterona tanto em
machos quanto de fémeas de Papagaios-verdadeiros.

A validacdo fisiologica por meio de desafio com solucdo de ACTH
demonstrou que o ensaio imunoenzimatico foi capaz de mensurar um aumento
de nove vezes nos niveis de glicocorticoides fecais em relacdo a aplicacdo de
dexametasona, solucdo salina e grupo controle. Com isso foi possivel
caracterizar um padrao de excrecdo de metabdlitos fecais de glicocorticoides a
partir do protocolo de validacao fisioldgica empregado.

No entanto ndo foi possivel a identificacdo do padrdo de excrecao
urofecal e fecal dos metabdlitos de corticosterona, tanto em machos quanto de
fémeas de Papagaios-verdadeiros através do método de separacdo do urato
das amostras fecais. Sendo possivel avaliar as sem a separacdo do urato da
porcao fecal em amostras de Papagaio-verdadeiro.

Este trabalho fornece uma alternativa ndo invasiva para a realizacao de
estudos relacionados ao estresse em Papagaios-verdadeiros, em substituicdo

a colheita seriada de sangue.
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ANEXO C

Descricdo da composi¢cao basica e niveis de garantia da racdo extrusada para
psitacideos de grande e médio porte- Biotron®, utilizada para alimentar as aves

durante a realizagéo do experimento.

Composicéo Basica do Produto: Quirera de Arroz, Calcario Calcitico, Fosfato de
Bicalcico, Aroma de Frutas, Farelo de Soja, Milho Moido, Oleo Vegetal, Cloreto
de Sodio (Sal Comum), Corante, Premix Vitaminico Mineral.

Vitaminas: Minerais: Amioacidos:
Vitamina A Selénio (orgénico) Lisina
Vitamina D Manganés Metionina
Vitamina E Ferro Triptofano
Vitamina K3 Cobre Triosina
Vitamina B1 lodo
Vitamina B2 Zinco (orgéanico)
Vitamina B12 Cobalto
Vitamina B6 Cromo
Acido Pantoténico
Niacina
Colina
Acido félico
Biotina
Vitamina C

Niveis de Garantia:

Umidade (max.) 13 %
Proteina bruta (min.) 16 %
Extrato etéreo (min.) 12%
Matéria fibrosa (max.) 3%

Matéria mineral (méx.) 4,8 %
Célcio (méax.) 1,6 %
Fosforo (min.) 0,45 %

fonte: http://www.biotronzootecnica.com.br/produtos-interna.aspx?codigo=30
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Dosagem de metabdlitos de glucocorticdides e progesterona em fezes de papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva)

Este artigo cientifico esta descrito de acordo com as normas para a publicacdo darevista

Ciéncia Animal Brasileira, descrito abaixo:

Como parte do processo de submissdo, autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo com todos os itens listados a seguir. Seréo devolvidas aos autores as submissdes que
ndo estiverem de acordo com as normas. A contribui¢do é original, e ndo esta sendo avaliada
para publicac&o por outrarevista.

Os arquivos para submissdo estédo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde que
ndo ultrapasse os 2MB). O preenchimento do cadastro inclui todos os autores envolvidos
(méximo de 6 autores), selecionando o contato principal. Atentar para o item 6 destas normas.
Todos os enderecos de URLSs no texto (Ex.: http://www.ibict.br) est&o ativos e prontos para
clicar. O texto estd em espaco 1,5 com linhas numeradas; usa uma fonte de 12-pontos Times
New Roman; emprega italico ao invés de sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e
tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos
bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores, na segdo Sobre a Revista.

A identificagcdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opgéo Propriedades no
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagdo por
pares (ex.: artigos). Em caso de citagdo de autores, "Autor" e ano sdo usados na bibliografia e
notas de rodapé, ao invés de Nome do autor, titulo do documento, etc.

Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol. Os textos devem ser
organizados da seguinte forma: 1- titulo; 2- nomes dos autores (por extenso); 3- filiacdo
cientifica (informar departamento, instituto ou faculdade, universidade, CEP,cidade, estado pais
e e-mail); 4- resumo (na lingua principal do texto e em inglés - Summary, com um maximo de
200 paavras); 5- palavras-chave (méximo de cinco, apresentadas nalingua do texto e em inglés
- Keywords); 6- introducéo; 7- material e métodos; 8- resultados e discussdo (separados se
necessario);9- conclusdes; 10- agradecimentos (se necessrio) e 11- referéncias bibliogréficas,

em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor e seguir aNBR 6023, da ABNT.
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Dosagem de metabdlitos de glucocorticdides e progesterona em fezes de papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva)

Glucocorticoid and progesterone metabolites in feces of Blue-fronted-Parrot (Amazona
aestiva)

RESUMO

Quinze A. aestiva foram iniciamente avaliados por sexagem, sendo selecionado oito
animais e separados em dois grupos, um controle e outro com administracdo de ACTH.
A estimulacdo da adrena com 25Ul/animal de ACTH resultou na elevacdo das
concentragdes de metabdlitos de cortisol, corticosterona e progesterona feca em
papagai o-verdadeiro (Amazona aestiva). O estudo demonstrou picos de concentracéo de
metabolitos de cortisol, corticosterona e progesterona uma entre duas e quatro horas e
outra entre oito e dez horas. N&o foram detectados diferencas significativas entre os
grupos controle e tratamento, exceto quando comparados fémeas e machos de grupos
distintos.

Palavras-chave: Cortisol; corticosterona, progesterona; psitacideos, Amazona aestiva,

aves, avaliacdo ndo-invasiva de estresse.

SUMARY

Fifteen A. aestiva evaluated, were sexed and was select eight animals, separated into
two groups with four animals per group and receiving or not ACTH. Adrenal
stimulation of Blue-Fronted Parrot (Amazona aestiva) was achieved after ACTH
administration (25Ul/animal), and shown by an increase in cortisol, corticosterone and
progesterone metabolites in feces This study has shown cortisol, corticosterone and
progesterone metabolites concentrations peaks at 2-4 hour and 8-10h post ACTH
inoculation, although lacking hormone metabolites standards for parrot feces. No
significant differences were observed between levels found in control and cortisol
groups, athough different in female and male collections. Keywords: Cortisol;
corticosterone, progesterone, psittacines, Amazona aestiva, bird, noninvasive evaluation

of stress.
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INTRODUCAO

As aves representam 0 grupo o mais abundante e diverso entre os vertebrados, a
maioria apresenta habito diurno e vocaliza com frequéncia (SICK, 2001; DEVELEY,
2003). Segundo a lista de aves da IUCN (2004) ha 9.917 espécies descritas no mundo,
no Brasil ha cerca de 1.700 espécies descritas, sendo 170 endémicas.

A ordem Psittaciformes esta entre as mais ameagadas deste grupo; das 332
espécies da familia Psittacidae, cujos representantes mais conhecidos séo as araras (Ara
e Anodorhynchus), papagaios (Amazona), maracanas (Propyrrhura), periquitos
(Brotogeris), tuins (Forpus), maritacas (Pionus), além de espécies africanas (Agapornis
e Psittacus), asiéticas e da Oceania (Loris, Trichoglossus, Kakapo e Nestor), 95 correm
risco de extincdo sendo que para 28% destas o risco é eminente (IUCN, 2004,
GALETTI et al., 2005).

A degradacao do héabitat, a perseguic¢éo humana para comércio de animais e suas
penas, bem como a caca e coleta dos ovos e filhotes sdo os principais fatores para o
declinio de muitos psitacideos. Isto, associado a introducdo de espécies predadoras ou
competidoras, endogamia, destruicdo das espécies de arvores utilizadas para nidificagdo
e processos relacionados com o desenvolvimento antropico (GALETTI et al., 2005),
provocam estresse cronico e, com isso, alteracbes no sistema hipotdlamo-pituitaria-
adrenal, desequilibrando os processos catabdlicos (mobilizacgo de energia) e anabdlicos
(reparacéo, cicatrizagdo e crescimento), que ao longo do tempo podem afetar
negativamente a sobrevivéncia, a reproducdo e a resisténcia as doencas (BOONSTRA,
2004; ROMERO, 2004; LUNDBERG, 2005).

Com a crescente preocupagdo com a biodiversidade ha a necessidade da criagéo
de programas de conservagéo (COCKREM, 2005), que monitorem e verifiguem os
impactos sobre a salde dos animais. Entre os diversos métodos de monitoramento,
destaca-se a dosagem hormonal, por meio da qual, entre outros, pode se observa o nivel
de estresse nos animais (WASSER et al., 2000).

Em amostras fecals, para que as dosagens possam ser redlizadas, torna-se
necessdria a validacdo das técnicas de quantificagdo hormonal, pois a forma e o tempo
de excrecdo dos metabdlitos dos horménios variam consideravel mente entre as espécies
(WASSER et da., 2000, GOYMANN et a., 2002, DENHARD et al,. 2003;
NAKAGAWA et a., 2003; CHINNADURALI, 2006).

Devido avariabilidade dos niveis hormonais de acordo com a espécie estudada e

a caréncia de trabalhos de dosagem hormonal por método ndo-invasivo em espécies
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brasileiras, os objetivos do presente trabalho foram: verificar o tempo de excrecéo fecal
do cortisol, corticosterona e progesterona, pelo uso do Enzimoimunoensaio Direto
(EIA) para mensurar metabdlitos de Cortisol e do Radioimunoensaio (RIA) para
mensurar os metabolitos de Corticosterona e Progesteronafecal em papagaio-verdadeiro

(Amazona aestiva).

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 15 papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) higidos,
adultos, porém com idades variadas e sem comprovacdo do status reprodutivo,
provenientes de apreensdes realizadas pela Policia Militar Ambiental e destinadas ao
Centrofauna (Projeto de Reabilitacdo e Soltura de Animais Silvestres), localizado no
municipio de Botucatu-SP.

Entre os meses de marco a maio de 2007, foram realizadas colheitas de canh&o
de pena das aves, para realizacdo da sexagem, através da técnica de PCR (“Polymerase
Chain Reaction”), no Laboratério de Biologia Molecular Animal do Departamento de
Genética do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus Botucatu.

As amostras de tecido obtidas (bulbos de penas em crescimento) foram mantidas
em alcool 100% em freezer a-20°C até seu processamento para isolamento de DNA. A
metodologia empregada para extracdo de DNA total baseia-se no protocolo descrito por
Sambrook & Russell (2001) que emprega fenol-clorof ormio.

A partir dos resultados obtidos foram selecionados, de forma aleatéria, 8
individuos, sendo 04 machos e 04 fémeas. Os animais foram inicialmente divididos em
2 grupos: Grupo Controle (GC) e Grupo Tratamento (GT), composto por 2 machos e 2
fémeas em cada grupo. Os animais do GC receberam 0,2 ml de solugdo salina (0,9%
NaCl)/individuo e os do GT receberam 25 Ul/anima de ACTH (Horménio
Adrenocorticotropico de suino, Sigma-Aldrich Brasil Ltda), ressuspendido em solucéo
saling, totalizando 0,2 ml de solugdo de ACTH/individuo, todos por via intramuscular
no musculo peitoral.

O procedimento foi repetido apés intervalo de 7 dias, de modo que, os animais
gue inicialmente foram alocados no GC passaram a fazer parte do GT e, os inicialmente
alocados no GT, passaram afazer parte do GC.

As colheitas fecais foram realizadas entre maio a junho de 2007 no Centrofauna
(Projeto de Reabilitacdo e Soltura de Animais Silvestres), localizado no municipio de
Botucatu- S&0 Paulo- Brasil.
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No dia da realizacdo do experimento, os animais foram removidos do viveiro
coletivo, acondicionados em gaiolas individuais (com aproximadamente 50 cm de
largura e profundidade, por 60 cm de atura) com fundo forrado com papel e
transportados para uma sala onde foi realizado o experimento. O tempo maximo entre a
captura das aves até a administracdo da solucéo foi de no méximo 15 minutos.

Todos os animais receberam ragdo extrusada para psitacideos (Alcon®),
alimento para papagaio com frutas (Nutripassaros®), sementes e frutas frescas (girassol,
banana, abacaxi, péra, kiwi, goiaba, macd, laranja, caqui, maracuja doce e mamao),
sendo a &gua disponivel a vontade. A temperatura média nos dias de colheita foi entre
05 a 18°C, sendo chuvoso apenas na 12 col eta e os demais foram ensolarados.

Foram coletadas amostras individuais de fezes logo apds a administracéo da
solugdo correspondente (ACTH para 0 grupo tratamento e solucéo salina para o grupo
controle), e a cada 30 minutos, sendo as amostras agrupadas a cada 01 hora, perfazendo
10 horas de coletas. O forro de papel eratrocado apOs cada coleta para evitar possiveis
contaminacfes das amostras. Todas as amostras permaneceram resfriadas por até 10
horas, em caixaisotérmica contendo gelo reciclavel (5°C).

Todas as amostras foram acondicionadas em criotubos, submetidas a
liofilizag@o, realizada no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP-Campus Botucatu, segundo protocolo do departamento. Os tubos
contendo as amostras foram protegidas com folha de papel aluminio perfurado para
evitar possivel succdo da amostra pelo liofilizador, os mesmos foram dispostos em rack
de papel o, mantidas em freezer a-70°C e levados aliofilizadora (Edward do Brasil) a -
45°C e pressdo de 60 mbar por 12 horas. As amostras foram retiradas do aparelho,
tampadas e mantidas em freezer a-20°C até a extragdo e dosagem hormonal.

A extragcdo foi realizada no Laboratério de Dosagem Hormona do
Departamento de Zootecnia da UNESP-Jaboticabal. Para a extragdo hormona das
amostras fecais foi empregada a metodologia descrita por Grahan et al. (2001)
modificada. Amostras de 0,05 g (+0,002) de fezes liofilizadas foram diluidas em 1 ml
de metanol 80%, levadas ao agitador (vortex) em velocidade maxima para a primeira
homogeneizacdo, lembrando de manter o minimo de amostra aderido a parede e
mantidos em agitador Kline® por 12 horas (overnight). O extrato foi centrifugado a 500
xg por 20 minutos, o sobrenadante recuperado em tubos de vidro com tampa e mantido
em freezer a-20°C até a dosagem.
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Os niveis de metabolitos de cortisol fecal foram mensurados através de
Enzimoimunoensaio Direto (EIA) no Laboratério de Dosagem Hormona do
Departamento de Zootecnia da UNESP-Jaboticabal e os de corticosterona e
progesterona fecal, através da Técnica de Radioimunoensaio, no Laboratorio de
Dosagem Hormonal do Departamento de Reproducéo Animal da UNESP-Botucatu.
Para tanto, os procedimentos para a validacdo laboratoria do método de dosagem
hormonal foram realizados no trabalho descrito por Fujihara (2008).

No EIA foram utilizadas placas de poliestireno contendo 96 pocgos, as placas
foram incubadas com 50 pl de anticorpo policlonal anti-cortisol (cortisol R4866- C.
Munro, Universidade da California, Davis, CA) acrescido de 5 ml de solucéo coating
buffer e mantidas em geladeira por 12 horas. Apds esse periodo, as placas foram lavadas
com solugdo de lavagem e 50 pl das amostras foram adicionadas em cada célula, assim
como o padrdo e os controles, sempre em duplicata, mantidas em incubacdo sem
agitacdo por O1 hora. As placas foram novamente lavadas e adicionados 10 pl de
solucdo ABTS (40 ul 0,5 M H0; + 125 pl 40 mM ABST + 12,5 ul solucéo tampéo),
mantidas em incubacdo com agitacdo por até 60 minutos ou até que a amostra contendo
0 padréo “zero” atingisse valores de leitura de densidade dpticaentre 0,9 a 1,0. A leitura
foi realizada pelo aparelho de contagem Revelation Dynex®.

Para dosagem de corticosterona e progesterona por Radioimunoensaio foram
utilizados Kits comerciais de fase solida Coat-A-Count® Rat-Corticosterone da DPC-
MedLab (Ref. TKRC1-100 tubos, Los Angees-Caiférnia) e Cost-A-Count®
Progesterona da DPC-MedLab (Ref. TKPG2- 200 tubos, Los Angeles-California),
respectivamente, conforme as instrugdes do fabricante, as leituras foram realizadas pelo
aparelho de contagem Gama Counter® — Cobra |l (Packard BioScience Company).

Para saber o pico de excregdo dos niveis fecais de metabdlitos de
glucocorticoides (GCs) e progesterona, apos a administracdo de ACTH, os valores
experimentais obtidos foram examinados empregando-se a média e o desvio padréo,
respectivamente, como medidas de tendéncia central e de variabilidade dos dados.

A andlise estatistica dos dados de cortisol foi realizada pelo pacote estatistico
Statistical Analysis System (SAS) — versdo 5.0 (1996). Os animais foram considerados
repeticoes e os protocol os experimentals tratamentos. Para a comparagéo das variaveis
estudadas entre os tratamentos e o controle foi utilizado o Procedimento General Linear
Model (PROC GLM), com o teste de Student-Newman-Keuls (SNK), avaliando

também o efeito do sexo e dos diferentes horarios sobre as concentracdes hormonais. As
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possiveis correlacfes existentes entre as varidveis estudadas foram verificadas através
do Proc Corr. Para todas as avaliagOes utilizou-se o nivel de significancia de 95%
(p<0,05)

RESULTADOS

As curvas de dose-resposta obtidas na validagdo laboratorial da dosagem por
EIA de metabdlitos de cortisol em amostras fecais diluidas nas proporcdes de 1:4 e 1:8,
adicionadas de quantidades conhecidas de cortisol é representada, respectivamente,
pelas equacdes y=0,8458x com r’= 0,9288 (Figura 03) e y=1,1208x com r’= 0,9816; e
por RIA de metabdlitos de costicosterona em amostras fecais adicionadas de
quantidades conhecidas de corticosterona, representada pela equacdo y=0,7837x com
r*=0,9988.

Os resultados da dose-resposta e as curvas padréo e diluicdo construidas para a
realizacéo do teste de paralelismo, tanto para dosagem de cortisol pela técnica de EIA
quanto de corticosterona pela de RIA, apresentaram valores dentro da regido de
confiabilidade do ensaio, indicando que ndo houve fatores interferentes nos resultados
das andlises (FUJIHARA, 2008).

Os coeficientes de variacdo inter-ensaio foram 7,26% (n=6) e 16,33% (n=4),
enguanto que o intra-ensaio foi de 6,8% e 13,97%, para as mensuragdes por EIA e RIA
respectivamente.

Os vaores médios e os desvios-padrdo para a dosagem de metabdlitos de
cortisol em amostras fecais de papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) obtidas durante
10 horas ap6s a administragdo de solugdo salina e ACTH, respectivamente, nos animais
dos GC e GT, estéo representados nas Figuras 03 (todos os animais), 04 (machos e
fémeas).

Empregando-se o conceito de que o pico de excrecdo de metabdlitos fecais
caracteriza-se quando o valor médio obtido em um dado momento for maior que a
média do GC adicionada de 1,5 vezes o desvio padréo observados quando séo
considerados todos os valores encontrados, foram identificados os seguintes picos: trés
horas ap0ds a administracdo da solucdo salina nas fémeas e nos machos do GC e dez e
trés horas apos a administracdo de ACTH, respectivamente, nas fémeas e machos do
GT. Considerando-se todos os animais, foram determinados os seguintes picos: trés
horas ap6s a administracdo da solucdo salina e dez horas apds a administragdo de
ACTH.
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Através do teste de SNK , ndo foram detectados efeitos de grupo, momento ou

sex0 nos resultados observados, exceto entre as fémeas do GC e os machos do GT na

hora cinco e entre os machos do GC e as fémeas do GT nahora dez.

Metabolitos de
cortisol fecal (ng/g)
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Figura 03- Valores médios e desvios padrdo para a dosagem por EIA de metabdlitos de cortisol (ng/g)
em amostras fecais de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) de ambos sexos obtidas
durante 10 horas ap6s a administraco de solucdo salina e ACTH, respectivamente, nos
animais dos Grupos Controle (o n=8) e Tratamento (m n=8).
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Figura 04- Vaores médios e desvios padrdo para a dosagem por EIA de metabdlitos de cortisol (ng/g)
em amostras fecais de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) machos (o/m) e fémeas
(A/A) obtidas durante 10 horas apés a administracdo de solugdo salina e ACTH,
respectivamente, nos animais dos Grupos Controle (o/A n=4) e Tratamento (m/ A n=4).

Os valores médios e os desvios padrdo para a dosagem de metabdlitos de

corticosterona em amostras fecais de papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) obtidas

durante dez horas apds a administracdo de solucéo salinae ACTH, respectivamente, nos
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animais dos GC e GT, estdo representados nas Figuras 05 (ambos sexos), 06 (machos) e
07 (fémeas).

Para a excregdo fecal de metabdlitos de corticosterona foram identificados os
seguintes pico: oito e duas horas apds a administracdo da solucdo salina,
respectivamente na fémea e no macho, e quatro horas na fémea e auséncia de excregdo
no macho apds a administracdo de ACTH. Considerando-se os dois sexos, foram
determinados os seguintes picos. oito horas apés a administracdo da solucdo salina e
quatro horas ap6s a administracdo de ACTH.
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Figura 05 — Valores médios e desvios padréo para a dosagem por RIA de metabdlitos de corticosterona
(ng/ml) em amostras fecais de papagai os-verdadeiros (Amazona aestiva) de ambos sexos
obtidas durante 10 horas apds a administragdo de solugdo salina e ACTH,
respectivamente, nos animais dos Grupos Controle (o n=2) e Tratamento (m n=2)
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Figura 06 — Valores para a dosagem por RIA de metabdlitos de corticosterona (ng/ml) em amostras
fecais de papagai os-verdadeiros (Amazona aestiva) machos obtidas durante 10 horas apds
aadministragdo de solugéo salina (o) ou ACTH (m)
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Figura 07 — Valores para a dosagem por RIA de metabdlitos de corticosterona (ng/ml) em amostras

fecais de papagai os-verdadeiros (Amazona aestiva) fémeas obtidas durante 10 horas ap06s
a administrago de solugdo salina (o) ou ACTH (m)

Os vaores médios e os desvios padrdo para a dosagem de metabdlitos de

progesterona em amostras fecais de papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) obtidas

durante dez horas apds a administracdo de solucéo salina e ACTH, respectivamente, nos

animais dos GC e GT, estdo representados nas Figuras 08 (machos e fémeas), 09

(machos e fémeas).
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Figura 08- Valores médios e desvios padrao para a dosagem por RIA de metabdlitos de progesterona
(ng/g) em amostras fecais de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) obtidas durante 10
horas apds a administracdo de solucdo salina e ACTH, respectivamente, nos animais dos
Grupos Controle (o n=8) e Tratamento (m n=8)
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Figura 09- Vaores médios e desvios padrdo para a dosagem por RIA de metabdlitos de progesterona
(ng/g) em amostras fecais de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) machos (o/m) e
fémeas (A/ A) obtidas durante 10 horas ap6s a administracdo de solucdo salina e ACTH,
respectivamente, nos animais dos Grupos Controle (o/A n=4) e Tratamento (m/ A n=4)

DISCUSSAO

A dosagem hormonal em animais de producdo e humanos normamente é
realizada através de mensuragdes plasméticas, devido a fécil colheita de sangue e a
possibilidade desta ser realizada com frequiéncia. Em animais selvagens tais condicoes
s80 raramente encontradas, pois estes sdo facilmente estressavels, o que resulta na
alterac@o dos valores hormonais plasmaticos em poucos segundos, principalmente no
que se refere aos hormonios relacionados ao estresse. Adicionalmente, além da elevada
probabilidade de ocorréncia de traumas no momento da contencéo, no caso de animais
de porte muito pegqueno, o volume de sangue possivel de ser colhido pode insuficiente e
as vias de acesso para a sua colheita restritas. Outra desvantagem € a invasibilidade do
meétodo.

Devido a todos esses fatores, em animais selvagens tém-se preconizado a
mensuracdo hormonal nas excregdes, tais como fezes e urina, por sua facilidade de
obtencdo e maior seguranca tanto para o animal quanto para o pesquisador. Devido a
presenca de varios metabdlitos hormonais nas excrecdes e da possibilidade de fatores
desconhecidos influenciarem os resultados, sd0 necessarias validacOes especificas dos
métodos de dosagem para verificar se o que esta sendo dosado relaciona-se ao horménio
analisado ou se existem reagdes cruzada com outros metabdlitos ou substancias.

No presente experimento, os valores médios da concentracdo feca de
metabdlitos de GCs e Progesterona elevaram-se tanto em machos quanto em fémeas
apos contencao e desafio com ACTH/solucéo salina, sendo os valores nos machos téo

elevados quanto nas fémeas. Apesar de ndo ser possivel relacionar esse comportamento
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apenas com a contencdo e administragdo de ACTH, néo se pode excluir ainfluéncia do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrena nos resultados, pois foram observados niveis elevados
em ambos 0S grupos.

Ao avdliar separadamente cada hormonio, observamos que, apesar da
corticosterona ser considerada o GC presente em maior concentragao no plasma de ratos
e aves adultas (ZENOBLE et a., 1985a e 1985b; ROMERO, 2004), encontramos
também atas concentragdes de metabdlitos de cortisol em fezes de papagaios
verdadeiros. Esses resultados diferem dos obtidos por Lothrops et al. (1985) que,
estudando sete diferentes géneros de psitacideos (n=35), entre eles seis exemplares do
género Amazona, ndo observaram a elevacdo plasmatica de cortisol apds a
administracdo de ACTH, exceto em animais sexual mente imaturos ou que apresentavam
hiperadrenocorticismo.

A hipotese de gue a adrenal secreta progesterona em situagoes de estresse, por
meio de desafios com ACTH, vém sendo estudada desde 1972 em bovinos (WAGNER
et a.), porém ndo encontram respaldo em aves, no estudo de Bluhm et al. (1983), que
observaram niveis basais de progesterona plasmético em fémeas de pato rea (Anas
platyrhynchos) fora da estacdo de reproducdo, mesmo sob estresse, contudo, esses
resultados devem ser interpretados com cautela, pois esses autores submeteram apenas
um animal a um protocolo de inducéo de estresse, sinalizando a necessidade de novos
estudos.

Levando-se em consideragdo que os animais empregados estavam fora da
estacdo de reprodutiva e que metade destes eram machos, a progesterona fecal
encontrada nos animais provavelmente foi secretada por uma fonte extra-gonadal:
possivelmente da adrenal, como ocorre nos bovinos (YOSHIDA & NAKAO, 2005).

Apesar dos animais empregados no presente estudo serem todos adultos, os
animais estavam em inatividade gonadal, pois o experimento foi realizado fora da
estacdo reprodutiva e, portanto, em situacdo endocrina similar a observada nos animais
imaturos. A outra possibilidade, relacionada ao hiperadrenocorticismo, é remota, pois
seria necessario que todos 0s animais apresentassem a condicdo para justificar os
achados.

Zenoble et al. (1985a e 1985b), estudando aguias (Haliaeetus leucephalus),
condores (Vultur gryphus) e psitacideos (Amazona autumnalis, A. aestiva e Psittacus
erithacus), também ndo observaram elevagdo do cortisol plasmético apds a

administracdo injetavel de ACTH. Entretanto, esses autores monitorizaram 0s animais
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por apenas 90 minutos apds a injecdo. No nosso estudo o0s picos de excrecdo de
metabdlitos de cortisol fecal nos animais desafiados com ACTH ocorreram sempre ap0s
o de excrecdo de corticosterona, 0 que sugere que o cortisol, pode se elevar mais
tardiamente apos o desafio com ACTH. Ver se ha outra descricéo naliteratura.

Outra possibilidade para detecgdo fecal de cortisol pode estar relacionada com o
fato de ter sido empregado, no presente estudo, anticorpo policlonal (anticorpo contra
cortisol R4866) para a dosagem pela técnica de EIA. Portanto, em vez de cortisol, €
possivel que o que foi detectado nas fezes tenham sido metabdlitos de corticosterona ou
de outro glicocorticdide, uma vez que o Anticorpo apresenta reacdo cruzada para
Cortisol (100%), Prednisolona (9,9%), Prednisona (6,3%), Cortisona (5,0%),
Corticosterona (0,5%) e <0,5% para os demais metabdlitos testados (C. Munro,
Universidade da California, Davis, CA).

Quando considerados os resultados obtidos na dosagem de corticosterona,
também ndo houve sincronismo entre os animais e foram observados niveis elevados de
cortisol no mesmo momento em que se tinham baixos niveis de corticosterona.

A auséncia de efeitos relacionados a grupo, momento ou sexo nos resultados,
exceto entre as fémeas do GC e os machos do GT na hora cinco e entre os machos do
GC e as fémeas do GT na hora dez, evidencia que ndo houve um padrdo regular na
resposta de excregdo fecal de cortisol, e os animais, individualmente, apresentaram
perfis particulares em relacdo ao momento de excre¢do méxima ou minima a partir do
momento da contencéo e administracdo da solugdo salinaou ACTH.

Apesar da auséncia de efeitos significativos, a observacdo de picos de excregdo
feca de metabdlitos de cortisol as trés horas entre os machos e fémeas do Grupo
Controle, e as trés e dez horas, respectivamente, para os machos e fémeas no Grupo
Tratamento, demonstra-se que aconteceram importantes variagbes nos valores
excretados, sugerindo que um aumento do numero de animais em estudos dessa
natureza pode levar a descoberta de padroes mais regulares de elevacdo fecal desses
metabdlitos.

Esses valores podem ser comparados com os dados encontrados por Lee et a.
(1999), que observaram pico de excrecéo de hormonios esterdides apos quatro horas da
administracdo de esterdides radiomarcados em dois géneros de Psittaciformes
(Melopsittacus undulatus e Amazona amazonica), e Wasser et al. (2000), Denhard et al.
(2003) e Thie et a. (2005), que apbds administracdo de ACTH, observaram,

respectivamente, picos de excregdo as duas e as 12 horas em duas espécies de corujas
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(Strix varia e Bubo virginianus), aumento de excrecdo de metabdlitos de
glucocorticoides apds quatro horas em galinhas (Gallus domesticus), corvo
(Phalacrocorax carbo) e acor (Accipiter gentilis) e variagdo individual nos picos de
excrecao em tetraz-grande (Tetrao urogallus).

No presente estudo, a grande variagdo individual dos resultados de excrecéo
fecal de metabdlitos de cortisol, corticosterona e progesterona dosados apds desafio
com ACTH ou solucdo salina ndo permitiu a validacao fisiol égica dos ensaios, diferente
do observado por Lothrop et a. (1985), que desafiaram psitaciformes com ACTH e
dosaram cortisol e corticosterona plasmaticos, Lee et a. (1995), que estudaram a
excrecdo fecal de esterdides sexuais radiomarcados em pardal-de-crista-branca
(Zonotrichia leucophrys oriantha), e Goymann et al. (2002) e Nakagawa et a. (2003),
gue realizaram dosagens fecais de corticosterona, respectivamente, em tordo-europeu
(Saxicola torquata rubicola) e pinglim-de-Adélia (Pygoscelis adeliae), apos desafio
com ACTH. Todos esses autores que observaram aumento sincrénico nas
concentragbes dos horménios estudados enquanto que nos papagaios-verdadeiros
(Amazona aestiva) do presente experimento houve uma grande variagdo do momento de
ocorréncia do pico de excrecéo

A primeira possibilidade para explicar a ndo validacéo fisiologica é a auséncia
de amostras fecais em todos os momentos programados de colheita, que pode ter sido
uma consequéncia da ndo ingestdo continua de alimentos devido a falta de adaptacdo
das aves ap manegjo continuo e a presenca do ser humano junto a elas o dia todo. Essa
ocorréncia é relatada por Goymann et a. (2002), que também néo obtiveram amostras
fecais em animais que interromperam a alimentagcdo durante o periodo experimental e
atribuiram o fenbmeno ao estresse relacionado a0 manegjo constante dos animais.
Contudo, a probabilidade de que as amostras perdidas apresentassem val ores capazes de
uniformizar os resultados € muito pequena e, portanto, diminuem a possibilidade desta
explicacdo ser plausivel.

Outro fator que pode ter interferido na excregdo fecal tanto de cortisol quanto de
corticosterona e progesterona, séo as alteragdes ambientais durante os dias da colheita,
Ou sgja, alteracdo da temperatura ambiental e do clima nos dias do experimento, como o
discutido por Astheimer et al. (1994) quando relataram as diferencas de respostas para a
contencdo e administracdo de antagonista de glucocorticoides em diferentes épocas do
ano. Apesar de serem proximos, nos dias de colheita das amostras fecais a temperatura

variou de cinco a 18° C, em dois dias a temperatura ambiental aumentou
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gradativamente durante o periodo de colheita e nos demais permaneceu constante.
Quanto a luminosidade, em um dia o0 tempo permaneceu chuvoso e nos demais,
ensolarado.

Frigerio et a. (2004) verificaram relagdo negativa entre a temperatura na noite
anterior e o0s niveis de metabdlitos de corticdides fecais, sugerindo que os corticoides
estdo envolvidos no processo de termorregulacdo das aves. A interferéncia devido a
fatores estressantes no dia anterior a colheita, como por exemplo, a baixa temperatura
ambiente, pode ser observada pelo pico de excrecdo de metabdlitos cortisol feca na
hora zero ap6s administracdo de ACTH em um dos machos. Outra possivel explicacdo
para 0 pico de excrecdo inicia é devido a ineficiente separacdo entre fezes e urina,
como sugere Thiel et a. (2005), que observaram elevados niveis de metabdlitos de
corticosterona na primeira hora em uma das fémeas de galo silvestre (Tetrao urogallus).

Deve-se levar em consideracdo também a alteracdo da temperatura ambiente no
momento da realizacdo da dosagem hormonal, alterando o tempo de reacdo e possivel
evaporacdo do metanol devido as altas temperaturas, principalmente para a dosagem de
corticosterona que teve como diluente o metanol absoluto (WASSER et a., 2002).
Durante o periodo de realizacdo dos ensaios para cortisol, 0 condicionador de ar do
laboratorio apresentou defeito e algumas andlises foram redizadas sob elevada
temperatura ambiente, enquanto gque outras aconteceram sob condic¢des control adas.

Outra possibilidade para a ocorréncia desses picos ndo sincronicos seriam as
diferencas individuais de morfologia, taxa de passagem do aimento no trato
gastrointestinal e taxa de metabolismo hormonal (WASSER et a., 2002), ou também
devidos as diferentes historias de vida das aves, refletindo as condi¢des fisiol bgicas que
0s animais se encontravam antes do experimento (WINGFIELD & KITAY SKY, 2002).
Esta possibilidade no nosso estudo é bastante plausivel, visto que as aves eram
provenientes de apreensdo pelo IBAMA e congtituiam lote heterogéneo quanto a idade,
escore corporal, status reprodutivo, histérico de cativeiro e tempo de chegada ao Centro
de Reabilitacao.

Os procedimentos de mango durante a realizagdo do estudo podem ter
interferido nos resultados, assim como relatado por Queiroz (2006), pois, no dia do
experimento, os papagaios foram capturados um a um, retirados de seu ambiente de
permanéncia usua (viveiro coletivo), colocados em gaiolas individuais, depois foram
novamente contidos para a realizagéo das injecdes intramusculares e mantidos isolados

em gaiolas pegquenas, dentro de um quarto e com a presenca humana estranha constante.
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Este conjunto de procedimentos, que ndo estavam incorporados a rotina dos animais,
pode ter desencadeado a liberagdo de ACTH enddgeno e, conseqlentemente,
estimulado a secrecdo de hormonios pela adrenal e a subseqiente elevacdo das
concentracdes fecais destes nos dois Grupos experimentais, promovendo a liberacéo de
picos de GC e progesterona fecais de forma assincronica. Deve-se ressaltar também que
durante o experimento, um grupo de pessoas ligadas a empresa (local do experimento)
foi visitar o local do experimento, tornando-se mais um fator interferente.

A influéncia desses fatores pdde ser observada no estudo de Wingfield (1994),
gue demonstrou a elevacéo de CG em pardais-de-crista-branca (Zonotrichia leucophrys
gambelii) apds serem submetidos aos procedimentos de contencéo.

Finalmente, a interpretacdo adequada dos resultados de validagéo fisioldgica do
presente estudo ficou prejudicada em fungéo do limitado nimero e animais e das falhas
no delineamento experimental e processo de colheita das amostras, tornando-se
necessaria a conducdo de estudos com maior quantidade de animais e delineamento
experimental mais controlado, principalmente no que diz respeito a homogeneizagdo do
lote e minimizagdo do estresse nos animais, por meio de protocolos de adaptacdo aos

procedimentos de manuseio e administracéo de solucéo injetaveis.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos sob as condiges experimentais do presente
estudo, foi possivel concluir que as técnicas de EIA direto para dosagem de metabdlitos
de cortisol e radioimunoensaio para dosagem de metabdlitos de corticosterona e
progesterona presentes nas fezes, sf0 capazes de detectar aumento de concentragoes dos
metabalitos fecais, tanto em machos quanto de fémeas de papagai os-verdadeiros, apesar
de n&o ter sido possivel caracterizar um padréo de excrecdo de metabdlitos fecais de
glucocorticoides e progesterona a partir do protocolo de validacdo fisioldgica

empregado.
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