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Comparacao de método para analise de metabdlitos
fecais de glicocorticéides em jaguatiricas
(Leopardus pardalis) submetidas a tratamento

hormonal e video-laparoscopia
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Resumo

Dois metédos de extragio de metabolitos fecais™* e dois conjuntos

comerciais (“ImmuChem Doubly Antibody Corticosterone '*I RIA”-
ICN Biomedicals e “Coat-a-count Cortisol '*1 RIE” - DPC) foram
utilizados na mensuracao dos metabolitos de glicocorticéides (cortisol
e corticosterona) em amostras de fezes de jaguatiticas (Iegpardus pardalis)
(n=3), antes ¢ ap0s tratamento hormonal e procedimentos de video-
laparoscopia. O objetivo desse estudo foi comparar e validar
fisiologicamente os diferentes protocolos de extracdo e diferentes
conjuntos comerciais na mensuracao hormonal. Nao houve diferenca
significativa com relagdo ao método de extracio dos metabdlitos. O
conjunto comercial ICN Biomedicals provou ser melhor na detecgao

Palavras-chave:
Monitoramento ndo invasivo.
Glicocorticoides.

Felinos.

Esterdides fecais.

Felideos.

de metabdlitos fecais de glicocorticéides em jaguatiricas.

Introducao

Todas as espécies pertencentes ao
género Legpardus constam da Lista Nacional
das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas
de Extincio, gerada pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA)', na categoria de
ameaca vulneravel, bem como, do Apéndice
I do “Conservation International Trade in
Endangered Species of Wild Flora and
Fauna — CITES™. Dentre estes felideos esta
a jaguatirica (Leopardus pardalis), um felideo
nao doméstico de porte médio, habito
solitario e atividade predominantemente
noturna.’

Visando minimizar esse quadro, a
Organizacio Mundial de Zooldgicos
(IUDZG) e o Grupo de Especialistas em
Reproducao em Cativeiro (CBSG) da Uniao
Internacional para a Conservaciao da
Natureza (IUCN) indicaram a utilizacio de
métodos de reproducio assistida como
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inseminacao artificial, fertilizacdo i vitro e
injecao intracitoplasmatica como técnicas de
apoio a conservacao dessas espécies.”

No entanto, para a aplicacio destas
técnicas ha a necessidade de ovulacio
induzida e laparoscopia, procedimentos
considerados altamente estressantes a

animais selvagens, que tem como
conseqiiéncia a redu¢ao nas taxas de sucesso
reprodutivo.

A técnica de aspiragio folicular por
via laparoscopica deve ser precedida por
tratamentos hormonais para inducao da
atividade ovariana.”> O uso da combinacio
Gonadotropina Coridnica eqiiina (eCG) e
Gonadotropina Coridnica humana (hCG)
tem sido utilizada com sucesso em tigre
(Panthera tigris)®, guepatrdo (Acinonyx jubatus)’,
leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa)®, puma
(Puma concolor)’ e jaguatirica (Leopardus
pardalis)'’; enquanto que a combinacio
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e
Hormonio Luteinizante (LH) tem sido
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utilizada com sucesso em leopardo do
deserto indiano (Felis sylvestris ornata)'',
tigre'>"” e onca pintada (Panthera onca)™.

Estudos com felinos selvagens tem
preconizado o uso da associa¢io eCG/
hCG, principalmente para evitar o estresse
associado as maltiplas inje¢oes de FSH."” No
entanto, a utilizacio de FSH/LH suino
determinou um maior nimero de odcitos
comparado ao protocolo estabelecido de
eCG/hCG em tigres (Panthera tigris),
demonstrando que o possivel estresse
originado das aplicagbes diarias nao
influenciaram a resposta ovatiana'”. Segundo
os autores, para eventos de fecundacdo
vitro, a combinacio FSH/LH suino deve ser
utilizada, em detrimento da combinacio
e¢CG/hCG, uma vez que proporciona uma
melhor resposta ovariana.

Entretanto, um protocolo de
reprodugao assistida que da bons resultados
para uma espécie pode nio funcionar para
outra, mesmo entre espécies da mesma
familia e género, em decorréncia das
especificidades fisiol6gicas naturais.'®

Varios fatores podem influenciar a
resposta ovariana aos tratamentos
hormonais, quais sejam: momento da injecao
em relagao ao momento do ciclo, dose
hormonal, idade, estado nutricional e estacio
do ano."”

Outro fator importante que influencia
a fertilizagao e subseqiiente desenvolvimento
embrionario é a dose de gonadotrofina
ex6gena utilizada para estimulacdo da
atividade ovariana.'® Espécies de tamanho e
peso semelhantes podem requerer doses
variaveis, possivelmente por algumas serem
menos sensiveis as gonadotrofinas
exogenas. '™

Outro aspecto importante refere-se
ao dia do estro, ja que em gatos domésticos
a induc¢io da ovulagdo por LH exdégeno no
primeiro dia do estro resulta em falha do
foliculo em responder ao estimulo.' Este
problema pode ser contornado pelo uso
associado de eCG ou FSH e hCG ou LH,
aumentando, ainda, o numero de odcitos
recuperados sem comprometimento da
fertilizagio ou qualidade do embrizo."
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O intervalo entre a dose de LLH ou
hCG e a recuperagio do odcito pode
determinar o estado de maturacao deste. De
forma geral, os odcitos pré-ovulatérios sio
colhidos 24-26 horas apds o tratamento com
LH ou hCG.>"

E crescente o interesse no desenvolvimento
de métodos que possam acessar o estresse
em animais mantidos em zoologico, para se
determinar como as condi¢Oes de cativeiro
podem afetar a satde e a reproducio destes
animais.

A mensuracio de metabdlitos de
glicocorticoides (cortisol e corticosterona) nas
fezes é uma técnica nao invasiva de
monitoramento da fisiologia animal que
pode refletir uma resposta adrenal a agentes
potencialmente estressores.”*! Estudos sobte
o metabolismo hormonal da Familia Fe/idae
demonstraram que a maioria dos
metabdlitos de hormonios esterdides de
origem gonadal e adrenal sao excretados nas
fCZCS.21’22’23’24’25’26

Procedimentos anestésicos determinaram
elevacio transitéria nos niveis de corticoides
fecais, assim como, procedimentos de
transloca¢io ¢ introdu¢ao de novos machos
a0 recinto determinaram aumento nos niveis
de corticoides fecais em guepardos (Agynonix
Jubatus).?

Em estudo realizado no Brasil com
pequenos felinos neotropicais, gatos-do-
mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e gatos
maracaja (Leopardus wieds), exibiram distintas
clevacoes nas concentracdes de corticoides
fecais, ap6s a transferéncia de recintos
grandes e enriquecidos ambientalmente para
recintos pequenos e sem enriquecimento
ambiental. No entanto, redugdo nas
concentracOes de corticéides fecais apos
mudanca de recinto e enriquecimento
ambiental ocorreu apenas em gato-do-
mato-pequeno, indicando haver diferencas
entre espécies da mesma familia e género.”’

A mensuracao dos metabdlitos do
cortisol em fezes como indicador de estresse,
foi realizada anteriormente utilizando-se
conjuntos comerciais duplo anticorpo para
corticosterona ICN Biomedicals —
radioimunoensaio®?*, bem como, em soro
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sanguineo utilizando-se o conjunto comercial
fase sélida DPC — radioimunoensaio.??3*
Virios experimentos indicaram o conjunto
comercial '*I Corticosterona duplo anticorpo
ICN Biomedicals — radioimunoensaio para
a deteccao de metabdlitos fecais de
glicocorticoides de diferentes espécies nao
domésticas, por este possuir uma taxa de
reacdo cruzada bastante alta com diferentes
metabolitos, 12223282930,

Nesse sentido, o objetivo deste estudo
foi comparar dois métodos de extracdo de
metabolitos  fecais  descritos  por
Shwarzemberger et al.”” e Wasser et al.”’; e dois
conjuntos comerciais [“ImmuChem Double
Antibody Corticosterona '*1 RIE” - ICN
Biomedicals e “Coat-a-count Cortisol '*°1
RIE” — DPC] na mensuracdo dos
metabolitos de glicocorticéides por
radioimunoensaio em fezes de jaguatiricas
estimuladas hormonalmente.

Material e Método

Foram utilizados trés animais
(Studbook numero: 240, 254 e¢ 285), com
idade entre 4 e 12 anos, do Centro Brasileiro
de Felinos Neotropicais sediado na
Associacao Mata Ciliar (AMC), Jundiai/S3o
Paulo/Brasil -Latitude 23° 10” 56. 5 S./
Longitude 46° 53’ 29" 9 O.

Durante o periodo experimental
(agosto/2001) os animais foram alimentados
com ratos previamente eutanasiados (3-4
vezes/semana) e pescoco de frango (3 vezes/
semana), suplementados periodicamente
com premix vitaminico e mineral (Aminomix
Pet; Vetnil, SP, Brasil).

Os animais foram mantidos em
recintos (7m x 3m x 2,5m) cobertos
parcialmente por laje, fechados frontalmente
com tela, contendo piso de cimento e area
externa com boa insolacdo, troncos,
vegetacdo rasteira ¢ arbustos. O
cambiamento era de cimento, contendo em
seu interior recipiente para agua ¢ uma caixa
de madeira com graminea.

Cada recinto continha um casal de
jaguatiricas, sendo que durante o periodo
experimental a fémea foi mantida
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temporariamente no cambiamento, visando
desta maneira, facilitar a colheita das amostras
de fezes e a administracdo dos hormonios.

Na fémea numero 240 foi
administrado protocolo contendo 225Ul
hCG / IM (Gonadotropina Coridnica
humana - Vetecor, Carlier, Barcelona,
Hspanha), 80 horas ap6s a administracao de
500 UI eCG / IM (Gonadotropina
Corionica eqiiina - Novormon, Syntex,
Argentina), sendo a aspiragao folicular por
video-laparoscopia realizada 24-28 horas
ap6s a administragdo do hCG'". Nas fémeas
numero 254 e 285 foi administrado
protocolo contendo 50UI pFSH / IM
(Hormonio Foliculo Estimulante - Folltropin,
Bioniche Animal Health, Belleville, Ontario,
Canada), administrados gradativamente, em
quatro dias consecutivos, com intervalos de
14 horas (20Ul), 24 horas (15Ul), 24 horas
(10UI) e 18 horas (5UI), respectivamente.
No dia cinco, 18 horas ap6s a administragao
da dltima dose de pFSH, foi aplicada uma
dose de 20UI de pLH / IM (Hormoénio
Luteinizante - Lutropin, Bioniche Animal
Health), sendo a video-laparoscopia realizada
24-28 horas ap6s a administracdo do
pLH.34,35,36

As fezes foram colhidas diariamente
em sacos plasticos previamente identificados
e armazenadas a -5°C até o momento das
analises. As analises foram realizadas no
Laboratério de Dosagens Hormonais do
Departamento de Reprodugao Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sio Paulo
(LDH-FMVZ-VRA-USP). Ressalta-se que
os animais nio defecaram diariamente,
principalmente nos dias subsequientes a video-
laparoscopia, em decorréncia do jejum
prévio necessario para realizacdo dos
procedimentos anestésicos.

A extracao de metabdlitos hormonais
foi realizada utilizando-se as técnicas
previamente descritas por Shwarzemberger
et al.* e Wasser et al.,

Para o método de extracao descrito
por Shwarzemberger et al.?* 0,48 a 0,52 g
de fezes umidas foram pesadas; diluidas em
5 ml. de metanol 80% e dissolvidas com



auxilio de bastiao de vidro. Na seqiiéncia as
amostras foram agitadas por 30 segundos e
homogeneizadas por 12 horas. Apos esta
etapa, as amostras foram centrifugadas a 270
G por 15 minutos e o sobrenadante foi
reservado em microtubos que foram
congelados até a realizacdo do ensaio.

Para o método de extracdao descrito
por Wasser et al.”* 0,2 g de fezes secas foram
pesadas, diluidas em 5 mL de etanol 90% e
fervidas durante 25 minutos, repondo-se
sempre o etanol 90% para manter o volume
inicial. Apds esta etapa as amostras foram
centrifugadas por 15 min a 500 G, o
sobrenadante recuperado e o sedimento
resultante ressuspendido em 5 mL de etanol
90%, agitado e centrifugado novamente por
15 minutos a 500g. Os dois sobrenadantes
foram combinados, secos completamente
em fervura e dissolvidos em 1 ml de
metanol. O extrato foi entdo homogeneizado
por 1 minuto e levado para o banho
ultrassonico por 15 minutos. As amostras
foram finalmente diluidas para o ensaio em
PBS Gelatina 0,1% .

A extracio de metabolitos hormonais
foi realizada utilizando-se as duas técnicas
descritas em todas as amostras colhidas do
animal 240 (n = 12). As amostras deste animal
extraidas pela técnica descrita por
Shwarzemberger et al.”* foram mensuradas
por meio da técnica de radioimunoensaio
utilizando o conjunto comercial “ImmuChem
Doubly Antibody Corticosterona '*I RIE” -
ICN Biomedicals e “Coat-a-count Cortisol
12T RIE” - DPC. A mensuracido dos
metabdlitos, extraidos das fezes deste animal
pela técnica descrita por Wasser et al., foi
realizada por meio da técnica de
radioimunoensaio, utilizando apenas o
conjunto comercial “Coat-a-count Cortisol
125 RIE” - DPC.

A extracio de metabdlitos
hormonais, nas amostras colhidas dos
animais 254 (n = 17) e 285 (n = 8), foram
realizadas segundo a técnica descrita por
Shwarzemberger et al.”>. A mensuracio dos
metabolitos nestas amostras foi realizada por
meio da técnica do radioimunoensaio
utilizando os conjuntos comerciais
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“ImmuChem Doubly Antibody
Corticosterona '*I RTE” - ICN Biomedicals
e “Coat-a-count Cortisol '*I RIE” - DPC.

Para a validacdo dos ensaios realizou-
se a curva de paralelismo, ou seja, foi utilizado
um “pool” de amostras em dilui¢oes
seriadas. Cada diluicao foi mensurada no
ensaio como uma amostra individual
e posteriormente comparada com os
valores da curva padrido para verificar
o paralelismo.

Para comparagio entre os dados
mensurados pela técnica de radioimunoensaio
os resultados para os metabdlitos de
glicocorticoides foram expressos em ng/g
fezes. Para chegar-se a esses valores, o
resultado da concentragio do ensaio do
conjunto comercial ICN Biomedicals (ng/
ml) e DPC (mg/dl) foi multiplicado pelo
valor do volume final da extracao, pelo valor
da dilui¢ao do ensaio, pelo fator 1,27 ou 1,21
(valor da recuperagao subtraido de 1) e
dividido pelo peso da amostra. O
volume final segundo o protocolo de
Schwatzembetger et al.”* foi de 5 ml, com uma
taxa de recuperagao de 73%. O volume final
segundo o protocolo de Wasser et al.” foi
de 1 ml, com uma taxa de recuperagiao de
79%. Os valores da dilui¢ao para o ensaio
do conjunto comercial DPC e ICN
Biomedicals foram respectivamente 1:4 e
1:100.

Os dados foram analisados utilizando
o programa “The SAS System for Windows
V87 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000,
n° serial GTA-31722-232), obedecendo a
um Fatorial 2X2, tendo como fatores o
Tempo (antes e apds tratamento hormonal
e video-laparoscopia) e os Conjuntos
Comerciais (ICN Biomedicals e DPC).
Neste caso foi utilizado o conjunto das
médias e erros padrdes dos valores basais
anteriores aos procedimentos e o conjunto
das médias e erros padrdes dos valores ap6s
os procedimentos (em até dois dias apos
os procedimentos). Os testes foram fixados
em p<0,05 para a rejeicdo da hipotese
de nulidade. As correlagcbes e as
regressoes também foram calculadas pelo
programa SAS.
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Resultados

A média dos valores de glicocorticoides
extraidos por meio da técnica de
Schwarzenberger et al.”* ¢ mensurados pelo
conjunto comercial DPC - radioimunoensaio
para o animal 240 foi de 2,066 pg/dl, com
uma recupera¢ao de 73%. A média dos valores
de glicocorticéides extraidos por meio da
técnica de Wasser et al.”® e mensurados pelo
conjunto comercial DPC - radioimunoensaio
para o animal 240 foi de 2,5215 pg/dl, com
uma recuperacao de 79%. A correlacio entre
as técnicas de extrac¢io foi de 0,90 (p<<0,0001)
e o coeficiente de regressao entre as extragoes
foi de 0,80 (p<0,0001) (Figura 1).

O coeficiente de variacio baixo para o
300 4

250

eCG hCG

200

150 A

100 A

Glicocorticoides fecais (ng/g)

Schwarzenberger et al.””, demonstrou diferenca
significativa (p=0,007) em relacdo a
comparagio entre os tempos, antes e depois
dos procedimentos. Utilizando-se o conjunto
comercial DPC nio houve diferenca significativa
(p = 0,100) com relagao a comparacio entre 0s
tempos (Tabela 1, Figura 2).

Com relagao ao efeito dos Conjuntos
Comerciais (ICN Biochemicals e DPC), antes
e apds tratamento hormonal e video-
laparoscopia, utilizando a extragio segundo a
técnica modificada de Schwarzenberger et al.,
houve diferenca significativa tanto antes
(p = 0,009) como apés (p = 0,023) os
procedimentos, nas concentracoes de
glicocorticéides fecais das jaguatiricas

(Tabela 2, Figura 2).

Video-laparoscopia

Dias

Figura 1 - Perfil de glicocorticoides fecais do animal 240 (n=12), segundo as técnicas descritas por Wasser et al.*
e Schwarzenberger et al.*?, mensurado por RIE utilizando conjunto comercial DPC, Sao Paulo/SP, 2004

conjunto comercial ICN Biomedicals foi de
1,18%, e o coeficiente de variacio alto foi de
8,53%. Para o conjunto comercial DPC o
coeficiente de variagao baixo foi de 2,81%, e
o coeficiente de vatiacao alto foi de 7,59%.

Na analise de regressdo que utilizou
como premissa seriada elevadaa 1,5 e realizada
no teste de paralelismo, o coeficiente foi de
0,99 (p=0,0000).

O efeito dos procedimentos, tratamento
hormonal e video-laparoscopia, nos niveis de
glicocorticéides fecais das jaguatiricas,
utilizando a extragdo segundo a técnica de
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Todos os trés animais responderam
ao tratamento hormonal apresentando 3, 4
e 4 foliculos > 2mm, respectivamente. Apos a
aspiracdo folicular, realizada pela técnica de
video-laparoscopia, foi possivel a recuperacao
de odcitos em todos os animais. Os odcitos
foram classificados ao estereomicroscopio em
Grau I, IT ¢ III. O animal 240 aptesentou um
oocito G I e um odcito G 11I; o animal 254
apresentou um odécito G 1, dois odcitos G 11
e um oo6cito G 111 e o animal 285 apresentou
um od6cito G I, dois odcitos G II e
um od6cito G 111
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Tabela 1 - Efeito dos procedimentos, antes e apds tratamento hormonal e video-laparoscopia, nos niveis de
glicocorticéides fecais das jaguatiricas, utilizando a extracao segundo a técnica de Schwarzenberger
et al.*? nos dois conjuntos comerciais ICN Biochemicals e DPC, Sao Paulo/SP — 2004

ICN DPC
Efeito
Antes Apds p* Antes Apos p**
Glicocorticoides 130.835,72  798.507,33 41.001,42 117.361.17
0.007 0.100
(ng/g fezes umidas) *£16.315,04 +£263.526,56 +15.299.09  +40.332,13

* referente & comparagdo entre tempos pelo conjunto comercial ICN Biochemicals.
** referente a comparagdo entre tempos pelo conjunto comercial DPC.

Tabela 2 - Efeito dos Conjuntos Comerciais (ICN Biochemicals e DPC) antes e apds os procedimentos,tratamento
hormonal e video-laparoscopia, nos niveis de glicocorticéides fecais dasjaguatiricas, utilizando a extracao
segundo a técnica de Schwarzenberger et al.*?, Sdo Paulo/SP — 2004

Antes Apds
Efeito
ICN DPC p* ICN DPC p**
Glicocorticdides 130.835,72 41.001,42 798.507.33 117.361,17
0,009 0,023
(ng/g fezes imidas) +16.315,04  £15.299,09 +263.526,56  +40.332,13

* referente a comparag@o entre conjuntos comerciais antes do procedimento.
** referente a comparagio entre conjuntos comerciais apés o procedimento.
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Figura 2 - Efeito da interacdo entre os fatores Tempo (antes e ap6s tratamento hormonal e video-laparoscopia)
e Conjunto Comercial (DPC e ICN) referente aos valores de glicocorticoides fecais das jaguatiricas 240
(n=12),254 (n = 17) e 285 (n = 8) extraidos segundo a técnica de Schwarzenberger et al.??, Sdo Paulo/
SP - 2004

Discussao entre as duas técnicas de extracio (0,90;

p<0,0001) (Figura 1). Estes dados

Apesar da taxa de recuperaciao da
técnica de extracio de Wasser et al.*® ter sido
supetior a de Schwarzenberger et al.** (79%
e 73% respectivamente), houve correlagio

corroboram com os dados obtidos por
Wasser et al.”’ em que a média de metabdlitos
de cortisol extraidos por meio da técnica de
Wasser et al.”? foi de 9,0 ng/g (290-100% de
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recuperacao). Neste mesmo artigo, a média
de metabdlitos de cortisol extraidos por
meio da técnica de Schwarzenberger et al.”
foide 9,2 ng/g (= 85-100% de recuperacio).

No presente experimento, a média
dos valores de glicocorticéides obtidos com
a técnica de extragio de Wasser et al.”, sem
conversio para ng/g fezes umidas foi de
2,521 pg/dl, com uma recuperacao de 79%;
e com a técnica de Schwarzenberger et al.””
esse valor foi de 2,066 pg/dl, com uma
recuperaciao de 73%. Essas informagoes
comprovam que para a extracdo de
metabolitos de glicocorticdides em fezes de
jaguatiricas foi indiferente a escolha da
técnica, pois os valores obtidos das duas
técnicas se aproximaram. Porém ¢
imprescindivel lembrar que a técnica de
Schwatzenberger et al.”> ¢ bem mais simples
de ser executada, exigindo um menor
numero de etapas e de equipamentos.

No perfil dos metabdlitos as
concentracoes aumentaram acentuadamente
apos a estimulagdo ovariana e a video-
laparoscopia na mensura¢io com o
conjunto comercial ICN Biomedicals. No
conjunto comercial DPC esse aumento nao
foi tao marcado (Figura 2, Tabelas 1 e 2).
Essas informacdes corroboram com as de
Wasser et al.*” que demonstraram que a
mensuracao de glicocorticoides fecais
utilizando o anticorpo para corticosterona
ICN Biomedicals pode efetivamente detectar
mudangcas na atividade endégena da adrenal
em varias espécies de mamiferos e aves, por
possuir reacao cruzada com multiplos
metabolitos destes glicocorticoides.

Mostle e Palme® afirmaram que o
anticorpo corticosterona ICN Biomedicals
trouxe melhores resultados na mensuracio
de glicocorticéides fecais, o que foi
confirmado com as mensuracOes realizadas
neste experimento, em situagoes claramente
estressantes aos animais, indicando
sua relevancia biolégica e, portanto,
validando fisiologicamente o conjunto
para mensuracao de metabdlitos de
glicocorticéides em fezes de jaguatiricas.

A administracaio de ACTH
(Hormoénio Adrenocorticotréfico), ou
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Desafio com ACTH, mimetiza uma resposta
natural da adrenal ao estresse, causando um
rapido aumento dos glicocorticéides (cortisol
e corticosterona), seguido por um retorno
destes para niveis basais em poucas horas.”
Em gatas domésticas os niveis séricos de
cortisol retornaram para valores basais em
um periodo aproximado de 180 minutos,
apds a administracio do ACTH.”” Outros
estudos em diferentes espécies de carnivoros
também apontaram que a extra¢io dos
metabdlitos de glicocorticéides nas fezes
ocorre entre 24-72 horas apds a
administracio do ACTH.* 22242838

Diferentemente dos estudos
realizados com a administracio de ACTH,
as concentracoes dos glicocorticoides fecais,
apos as estimulagoes hormonais e video-
laparoscopias, permaneceram altas por mais
de um dia, indicando que este tipo de
estimulo apresenta maior intensidade quando
comparado ao estimulo provocado pelo
desafio com ACTH.

No entanto, mesmo havendo
aumento da concentracio dos metabdlitos
de glicocorticéides por mais de um dia, ap6s
as estimulacdes hormonais e a video-
laparoscopia, evidenciando-se desta maneira
uma situacido clara de estresse, houve a
recuperac¢ao de odcitos viaveis no ovario das
trés fémeas.

Van Lier et al.”” presumiram que a
producio de progesterona tem uma alta
dependéncia na produgio do cortisol, visto
que a propria progesterona ¢ um dos
esteroides precursores do cortisol e que este
e seus precursores seriam liberados
simultaneamente.*

Neste caso, outra hipotese seria a de
que a intervencao teria causado um estresse
agudo que nao interferiu no mecanismo
hormonal da ovulagcio. Como na maioria
dos felideos, a ovulacio em jaguatiricas ¢é
induzida por um estimulo decorrente de uma
situagdo aguda de estresse gerada na cépula.
E possivel presumir que o cortisol,
produzido pela adrenal neste momento,
desempenhe um importante papel no evento
da liberacao dos odcitos. Entretanto, em
casos de estresse cronico, o cortisol



produzido pela adrenal provavelmente
possui uma agao deletéria na reproducio,
atuando negativamente na secre¢ao
pulsatil de LH.

A progesterona produzida pela
adrenal de ratas teve grande influéncia no
seu ciclo estral, ja que foi secretada em altas
concentracoes.” Piva et al.*! reforcaram esta
idéia, concluindo que em ratas o aumento
da liberacao de progesterona pela adrenal
no proestro pode facilitar a liberacdo de LH
e desencadear o comportamento de copula.

Seguindo esta mesma linha, Asher,
Peterson e Duganzich* relataram que em
situacoes de estresse extremo, cervos dama
(Darma dama) produziram altas concentragdes
de progesterona oriunda da adrenal e que
isto aparentemente inibiu a onda pré-
ovulatéria de LH no inicio do estro.

Estes autores fizeram outra
interessante inferéncia, a de que a grande
concentra¢do de progesterona produzida
pela adrenal pode ocasionalmente confundir
a interpretacao dos perfis de progesterona
plasmatica em algumas espécies de veados.
Essa é uma importante informacio que
deveria ser considerada no estudo do ciclo
estral por meio da mensuracio de
hormonios esteréides em animais sob
condicbes adversas de cativeiro.

Outra participa¢io da progesterona
produzida pela adrenal, dentro de uma
estratégia reprodutiva, ocorreu quando
cervos-de-cauda-branca (Odocoilens virginianus),
em periodos de estresse, tiveram a prenhez
mantida pela neutralizacio da acio abortiva
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do cortisol pela propria progesterona, e
inibicao da fase estral e da ovulacdo durante
a época reprodutiva para prevenir a prenhez
em condicoes extremas de estresse.*

Conclusoes

Para a extracio de metabdlitos de
glicocorticéides fecais de jaguatiricas as
técnicas descritas por Wasser et al.? e
Schwarzenberger et al. ** foram eficientes.

O conjunto comercial “ImmuChem
Doubly Antibody Corticosterone '*I RIE” -
ICN Biomedicals teve um desempenho
superior na mensuracao dos metabdlitos de
glicocorticoides das fezes de jaguatiricas
quando comparado ao conjunto comercial
“Coat-a-count Cortisol I RIE” - DPC,
validado fisiologicamente.

Houve aumento na concentragio de
metabolitos fecais de glicocorticéides em
jaguatiricas apds os procedimentos,
tratamento hormonal e video-laparoscopia,
indicando a situacdo de estresse a que essas
féemeas foram submetidas. Porém sem
significancia reprodutiva, uma vez que
odcitos viaveis foram recuperados do ovario
das trés fémeas.
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Comparison of methods fecal glucocorticoids metabolite analyses in ocelots
(Leopardus pardalis) submited to hormonal treatment and video-

laparoscopy

Abstract

The objective of this study was to compare two different fecal metabolites
and two commercial kits used to analyse fecal
glucocorticoids (cortisol and corticosterone) in ocelots (Iegpardus pardalis)

extraction protocols®”

Key words:

Non-invasive monitoring.
Glucocorticoids.

Felids.

Fecal steroids.

Feline.

submitted to hormonal treatment and video-laparoscopy procedure.
Based on hormonal analyses, both extraction protocols exhibited similar
performance. One commercial kit (ICN Biomedicals) had better results
than another (DPC) on glucocorticoids metabolites evaluation.
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