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Resumo

Fot estudada a atividade ovariana de fémeas de onga-pintada (Panthera
onea, adultas n=2 e pré-puberes n=3) mantidas em cativeiro, pela

Palavras-chaves:
Animais silvestres.
Esteroides.
Radioimunoensaio.

extragiio e quantifica¢ido de estrogenos e progestinas fecais. Foram
colhidas amostras fecais de 2-7 vezes por semana durante 16-18 meses.
Foi realizada a valida¢do dos radioimunoensaios em fase solida, para
progesterona e 17P-estradiol, para uso em extratos fecais em onga-
pintada. A concentracdo média de estrogenos fecais (ng/g de fezes
secas) para o grupo dos animais pré-puberes foi de 10,97 (variando
de 0,28 a 59,16) e para o grupo dos animais adultos foi de 68,99
(variando de 3,50 a 609,37). A concentragio média de progestinas
fecais (Ug/g de fezes secas) para o grupo dos animais pré-puberes foi
de 0,26 (variando de 0,02 a 4,44) e para o grupo dos animais adultos

foi de 0,85 (variando de 0,08 2 6,51).

Introducao

Os carnivoros tém sido parte do
ambiente, cultura e da mitologia humana por
milhdes de anos. A ong¢a-pintada é um
simbolo que tem alto significado ritual para
as civilizages pré-colombianas no México,
América Central e comunidades indigenas
na América do Sul'. Entretanto, a maioria
das espécies de felinos silvestres sofre o risco
de extincdo em virtude da acentuada
destruicio de seu habitat, caca predatoria e
comércio ilegal. A utilizacdo irracional dos
recursos naturais, sem um trabalho concreto
para sua recomposi¢io ou conservacao, esta
causando uma irreparavel perda da
biodiversidade®*".

Os carnivoros que ocupam o topo
da cadeia alimentar sio de grande importancia
ecologica, pots podem regular a populagio
de presas naturais e, desta forma, influenciar
toda a dinamica do ecossistema em que
vivem?. Na auséncia de predadores, suas
presas naturais tendem a se multiplicar
exponencialmente, podendo causar sérios
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prejuizos a agricultura’.

A onga-pintada esta listada no
Apéndice A do Red Data Book da Unido
Internacional para Conservacgdo da Natureza®
como animal quase ameacado de extingao,
e encontra-se na categoria dos animais
vulneraveis da Lista das Espécies Ameacadas
de Extincio da Fauna Brasileira®.

Dentre as estratégtas de conservacio,
as técnicas de reprodugdo assistida sdo
importantes ferramentas na preserva¢do da
onga-pintada, permitindo contribuir com as
populacdes em vida livee”. No entanto, o
sucesso de aplicacdo destas técnicas estara
dependente do conhecimento da biologia
teprodutiva da espécie®.

Estudos realizados com infusio de
hormonios radio-marcados permitiram
constatar que mats de 90% dos metabolitos
esteroides em gatos domésticos sdo
eliminados nas fezes’. A partir dai,
radioimunoensaios foram validados para a
quantificacdo dos nivets de estroégenos e
progestagenos’, androgenos™ e corticoides™
nas fezes de varias espécies de felinos nio



domésticos.

A andlise hormonal de esterdides
fecats em animais silvestres ¢ vantajosa, por
permitir 0 monitoramento ha longo prazo
da funcio gonadal, refletida de maneira mais
fisiologica, sem que haja necessidade de
impor aos animais uma situa¢do adicional
de estresse, que ¢ a colheita de amostras de
Smguelz’13’14.

O uso destas técnicas, em diversas
espécies de felinos, tem permitido estudos
comparativos da dinamica da funcio
OVafial’la9’15’16’17, teSﬁCLﬂar7’17’18’19 e adrenocomcalll,HZO
entre espéeies e individuos. Desta forma, é possivel
obter informagdes acerca do estado puberal,
da influéncia das estacbes do ano sobre a
reproducio e, ainda, diagnosticar possiveis
causas de sub-fertilidade e infertilidade'®.
Este trabalho demonstra a validade da
dosagem de estrogenos e progestinas nas
fezes de fémeas de onga-pintada. Para isso,
quantificamos por meio de radiotmunoensaio
os metabolitos de estrogenos e progestinas
nas fezes de fémeas adultas, sexualmente
maduras, e de fémeas pré-puberes de onga-
pintada.

Regression Plot
95% Confidence Bands
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Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizadas cinco fémeas de
onca-pintada (Panthera onca), sendo duas
adultas e trés pré-puberes, com padrdo de
colora¢do amarela com manchas pretas. Os
animais foram divididos em dois grupos:
animais adultos (grupo AA) e animais pré-
puberes (grupo PP). Os animais adultos
eram de procedéncia desconhecida. Eles
eram mantidos na Funda¢do Parque
Zoolégico de Sdo Paulo — FPZSP (AA-01)
e na Funda¢io Rio-Zoo (IFRZ) do Rio de
Janetro (AA—02), em recintos individuais no
setor extra de cada zoolégico, porém com
contado visual e/ou olfativo com machos e
fémeas da mesma e de outras espécies.

No grupo PP, duas fémeas eram da
mesma ninhada, procedentes da Regido do
Rio Negro —Pantanal pertencentes ao Parque
Zoolégico Municipal “Quinzinho de
Barros”- Sorocaba/SP (PP 01 e PP 02). A
idade média estimada dessas fémeas era de
11 meses no inicio do experimento. Elas
foram mantidas junto com um macho, da
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Figura 1- Representagao grafica da curva de paralelismo obtido para estrégenos fecais de fémeas de onga-pintada utilizando a matriz depletada.

S&o Paulo, 2003
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Figura 2- Representacdo graficada curvade paralelismo obtido para estrégenos fecais de fémeas de onga-pintada utilizando amatriz integra. Sao

Paulo, 2003

mesma cria, no setor de exposicio ao
publico. A terceira fémea era procedente de
Anaurilandia — MS, pertencente ao Centro
de Conservacdo da Fauna Silvestre Ilha
Solteira — CESP/SP (PP 03). A idade média
estimada para esta fémea foi de 15 meses,
no inicio do experimento. Ela foi mantida
em recinto individual no setor de exposicdo
ao publico, porém com contato visual e
olfativo com um macho da mesma ninhada.
Todos os animais estiveram expostos ao
Regression Plot

95% Confidence Bands
90 —_—

ambiente (fotoperiodo, temperatura e
umidade do ar), tinham acesso livre 2 4gua e
a dieta alimentar era oferecida a tarde
conforme rotina empregada pelas
mnstituicoes.

Colheita e Transporte do Material Fecal

Para o monitoramento nao nvasivo
da fungio ovartana foram colhidas amostras
fecats, de 2 a 7 vezes por semana. A colheita
das amostras obtidas do grupo AA foi
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Figura 3- Representagdo gréfica da curva de paralelismo obtido para progestinas fecais de fémeas de onga-pintada utilizando a matriz depletada

S&o Paulo, 2003
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realizada durante aproximadamente 18
meses, e no grupo PP durante
aproximadamente 16 meses. Cada amostra
recolhida foi acondicionada em coletores
plasticos (5,0 ml) desenvolvidos especialmente
para resistir a baixas temperaturas e para nio
permitir vazamentos ou penetracoes de
umidade. As amostras foram devidamente
identificadas quanto ao nimero do animal e
a data da colheita.

As amostras foram armazenadas em
botijao de nitrogénio liquido (-196°C), até
o momento do seu transporte para o
Laboratério de Dosagens Hormonais
(LDH/FMVZ-USP), onde foram
armazenadas em freezer a - 20°C, até o
descongelamento para realizagdo do
processo de extra¢do hormonal.

Processamento das Amostras

As amostras foram pesadas,
liofilizadas em aparelho giratorio tipo speed
vac (Speed Vac SC110), Savant Instruments,
Inc., NY, 11741-4306, USA) por 24 horas e
pesadas novamente para obtencdo da
porcentagem de umidade de cada amostra.
A etapa de liofilizacdo garantiu a
padroniza¢io do peso do material fecal que
foi utilizado.

Extracao

Utilizou-se, na extracdo dos
estrogenos e das progestinas fecais, a técnica
de Brown et al.”. Em tubos de ensaio de
vidro (15ml), devidamente identificados,
foram colocadas aliquotas de 0,2g de fezes
secas, a0 qual foram adicionados 5ml de
etanol (Etanol, P.A.- Merck) a 90% (90%
etanol:10% agua destilada). Fez-se o
aquecimento a 90°C em banho-maria
(QUIMIS) dentro da capela do laboratorio,
até 25 minutos apos iniciada a fervura.
Durante esse tempo o etanol evaporado fot
sendo gradativamente reposto para que
nenhuma amostra ficasse seca. Apos a
fervura, o volume final em cada tubo foi de
5ml. O material foi homogeneizado em
aparelho vortex (Phoenix, MOD AT 50) e,
a seguir, centrifugado a 500g por 15 minutos
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(QUIMIS). Ao final, o sobrenadante fo1
transferido para tubos limpos. O pellet
resultante desta primeira centrifugacdo foi
homogeneizado novamente em 5ml de
etanol 90%, sendo agitado por 30 segundos
e centrifugado por 15 minutos. Os dois
sobrenadantes foram, entdo, combinados
num unico tubo e secos por completo no
fluxo (LACTEA) sob ar comprimido (MSI
5,2 ML/100). O extrato seco resultante foi
reconstituido em 1ml de metanol (Metanol,
P.A. Merck), através de agitacdo no aparelho
Multt Vortex (VWR Scientific products, VX
— 2500) por 5 minutos. Esse extrato fot
levado para o banho-ultrassonico (Ultra
Sonic Cleaner, USC — 1450 —Unique) por
15 minutos, sendo, em seguida armazenado
em frezeer (-20°C) onde permaneceu até a
etapa de dosagem hormonal. Nesta etapa,
as amostras foram diluidas em tampio
gelatina [NaPO4 (13,8¢), NaCl (9,0g), azida
sodica (1,0g) e agua destilada (1000ml), pH
7,0], em propor¢des que variaram de 1/10
a 1/40 para os dots hormonios estudados.

Recuperacao

O monitoramento da eficiéncia da
extracdo fot realizado em dois laboratorios
distintos. A recuperac¢do do estradiol
marcado *H (Estradiol — 2,4-°H, code
E9767-Sigma-250UCi) foi realizada no
Laboratério de Endocrinologia da Escola
Paulista de Medicina — UNIFESP, e a
progesterona marcada °H ([1,2,6,7,16,17-H]
Progesterone code TRK 0641- Pack Size-
250uCt) fot recuperada no Laboratorio de
Fisiologia e Endocrinologia Molecular
(LFEM) do Centro de Biotecnologia em
Reproducio Animal — VRA-Campus
Pirassununga/FMVZ-USP.

Em cada tubo de extracdo foram
adicionados 100ul de cada hormédnio
marcado com atividade ~ 7.000 cpm. Ao
tinal do procedimento, uma aliquota de 100ul
do extrato reconstituido em metanol fot
transferida para tubos contendo 2ml de
liquido de cintilagdo (Optiphase “HiSate”3
— Wallac Scintillation Products) e levado para
contagem em contador B (Ttri-Carb Liquid
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Figura4 - Representacdo grafica da curva de paralelismo obtido para progestinas fecais de fémeas de onga-pintada utilizando a matriz integra. Sao

Paulo, 2003

Scintillation Analyzers 1900TR, Packard
Instrument Co., CT, 06450, USA).

Dosagens Hormonais

Para dosagem dos estrogenos e das
progestinas fecais utilizou-se a técnica de
radiotmunoensaio (RIE) em fase sdlida, por meio
de conjunto diagnostico comercial (COAT-A-
COUNT, Dragnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA) desenvolvido para avaliagio
quantitativa de progesterona (P,) e estradiol (E,)
no soro humano.

Este conjunto diagndstico utiliza como
elemento tracador o hormonio marcado com
T e segundo o protocolo do fabricante apresenta
pouca reacdo cruzada com os metabolitos
especificos para cada hormoénio estudado. Foram
determinados 10 ensaios para as dosagens
hormonais de cada horménio pesquisado. Para
verificacio do coeficiente de variagio, for utilizado
um “pool” de amostras fecais em todos os
ensaios hormonais. Os parametros levados em
consideracdo, no controle de qualidade dos
radioimunoensaios, foram a sensibilidade
(concentracio minima detectada) e os coeficientes
de variago intra-ensaio e mnter-ensaios.

Validacao
Foti realizada a validagio dos conjuntos
diagnosticos comerciais DPC MEDLAB®
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para uso em extrato de fezes de fémeas de
onca-pintada utilizando-se dois métodos de
paralelismo, descritos abaixo.

Paralelismo utilizando matriz
depletada: Indica se os hormonios da espécie
estudada estdo interagindo com o anticorpo
do conjunto diagnéstico de forma similar
a0 hormonio usado como padrio.

Fot realizada a deple¢do hormonal de
um “pool” de amostra com uma solu¢io
de carvio-dextran®**. A essa matriz
depletada adicionamos valores conhecidos
do hormonio padrio, com dilui¢des que se
aproximavam dos pontos da curva do
conjunto diagnoéstico. Com esta diluigdo
construimos uma curva correlacionando
estes valores.

Paralelismo utilizando matriz integra:
indica se o material utilizado esta interferindo
na liga¢do antigeno — anticorpo.

Foi utilizado um “pool” de amostras
de baixa concentracio hormonal (valores
proximos aos limites inferiores da curva
padrio). A esta amostra adicionamos valores
conhecidos de P4 e E2, a fim de aproxima-
los dos pontos da curva padrido fornecida
pelo conjunto diagnostico.

Validagao Fisiologica
Realizamos a validagdo fisiologica



através da comparacdo dos resultados de
estrogenos e progestinas fecais, obtidos no
grupo dos animais pré-puberes (fase antes
do inicio da atividade ovariana), com os
resultados obtidos no grupo dos animais
adultos.

Transformacao das concentragées determinadas por
Radioimunoensaio

As concentracoes determinadas
primariamente por RIE foram expressas
para progesterona em ng/ml e para estradiol
em pg/ml. Para melhor adequacdo dos
resultados ao extrato do qual ele fo1 obtido,
foi necessarta sua conversio para mg/g de
fezes secas e ng/g de fezes secas,
respectivamente.

Analise Estatistica

Os dados referentes as concentracoes
hormonais foram expressos em funcdo das
suas médias (£ erro padrio da média) para
as fémeas da espécie estudada. Para
verifica¢do de paralelismo nos métodos

267

empregados na validacao dos radioimunoensaios,
fot realizado uma analise de regressao simples e o
indice de correlagio adotado superior a 0,95%.
Na analise da validagio fisiologica, as médias
das concentracdes dos estrégenos e
progestinas fecais do grupo PP (n=3) foram
comparadas pelo teste de Wilcoxon®* com
a média das concentracoes das fémeas
adultas (n=2). Os dados foram analisados
através do programa SAS System for
Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA, 2000).

Resultados

Extracao e Recuperacao

Foramutilizadas 953 amostras fecats, sendo
509 para o grupo AA e 444 para o grupo PP. O
percentual médio da recuperacio hormonal obtido,
para estrogenos fecass foi de 80 £4,05 (©=100) e
para progestinas fecais fot de 89 £0,09 (=50).

Parametros de Qualidade dos Ensaios Hormonais
O controle de qualidade dos ensaios de
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2bValores com diferentes sobrescritos, em diferentes colunas, diferem significativamente (p < 0,001).

Figura 5- Concentragao média (+ EPM) de estrégenos fecais (ng/g de fezes secas) de fémeas de onga-pintada, nos diferentes grupos. Sao Paulo, 2003
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RIE, foi realizado através da analise dos
coeficientes de variagdo intra-ensaio, que foi
inferior a 13% e inter-ensaio, inferior a 2,1%.
A sensibilidade minima detectada foi de
1,47pg/ml nos ensaios para estrégenos
fecats, e de 0,005ng/ml para progestinas
fecais. O “pool” de amostra fecal utilizado
em todos os ensaios evidenciou um
coeficiente de varia¢do menor que 12% entre
os ensaios de estrogenos fecais, e menor que
7% entre os ensaios de progestinas fecais.

Validagao

Fot realizada a validagio dos conjuntos
diagndsticos comerciats da DPC MEDLAB® em
fase solida, para uso em extratos fecais em onga-
pintada. Os resultados obtidos para verificacio de
paralelismo nos métodos empregados nas figuras
la4.

Validagao Fisiologica

A concentracdo média de estrogenos fecais
(ng/g de fezes secas) para o grupo dos animais
pré-pabetes fot de 1097091 (vanando de 0,28
259,16) e para o grupo dos animais adultos foi de

0,9
0,8
0,7
0,61
0,51

0,4

Progestinas fecais
(ug/g de fezes secas)

0,3

—j

0,2

0,11

Houve diferenca significativa entre as concentracoes
médias de estrogenos fecass e entre as concentragoes
de progestinas fecais (p<0,001) dos grupos PP e
AA (Figuras 5 e 0).

Discussao e Conclusoes

Encontramos na literatura, diversos
trabalhos que validaram o uso de ensaios
hormonais para extratos de fezes em felinos
silvestres™!*1516182526_ Outros validaram o uso
de conjunto diagnoéstico comercial para
radioimunoensaio para quantificacdo de
metabdlitos de hormonios fecais, tanto em
felinos como em outras espécies de
mamiferos™>?"?% Os valores obtidos nos
ensaios de recuperacdo foram considerados
satisfatorios, pois mostram que o método
extrai com eficiéncia os hormonios
adicionados e a vartacdo entre os ensaios foi
pequena. Fot verificado paralelismo entre a
curva padrio do conjunto diagnostico e as
curva obtida a partir de diluicdo seriada de
pool de extratos fecais, para os estrogenos e
progestinas fecais. Assim, ficou demonstrado

b

T

Pré-pubere

Adulta

2bValores com diferentes sobrescritos, em diferentes colunas, diferem significativamente (p < 0,001).

Figura 6- Concentragdo média (+ EPM) de progestinas fecais (g/g de fezes secas) de fémeas de onga-pintada, nos diferentes grupos. Sao Paulo, 2003
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matematicamente que ndo houve
mterferéncia da matriz integra (extrato fecal)
na ligacdo do antigeno (hormoénio) com o
seu anticorpo, validando o uso dos conjuntos
diagnosticos da DPC (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA, USA) para
a quantificacdo de metabolitos de estradiol
e porgesterona em extratos fecais de fémeas
de onca-pintada (Panthera onca).

No entanto, deve ser considerada a
hipotese de que o anticorpo de alta
especificidade do conjunto diagnostico
comercial para progesterona sérica nao esteja
sendo eficiente na deteccao dos metabdlitos,
apesar de encontramos paralelismo para
progestinas fecais utilizando a matriz
depletada (Y= -8,57 + 1,00 * X; *= 0,98) e
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integra (Y= -4,27 + 0,84 * X; = 0,90). A
avaliacdo do perfil hormonal antes e apos
um desafio com gonadotrofinas exogenas
pode auxiliar na valida¢do biolégica do
conjunto comercial utilizado. Alguns
trabalhos, utilizando anticorpo pouco
especifico de progesterona com elevada
porcentagem de reagdo-cruzada com os
principais metabolitos do grupo dos
pregnanes (cadeia o e ), conseguiram
relacionar os seus dados com os eventos
biolégicos®. Mostramos que a concentragio
média de estrogenos detectadas nas fezes do
grupo pré-pubere fo1 inferior aquela medida
nas fezes de fémeas adultas, compativel com
o que ¢ citado na literatura para outras
espécies de animais domésticos.

Fecal steroid and quantification in captive jaguars (Panthera onca):

validation of a method

Abstract

Ovarian function of captive jaguars (Panthera onca, adults n=2 and pre-
pubertal n=3) was assessed by extraction and quantification of fecal

Key-words:
Nondomestic species.
Steroids.
Radioimmunoassay.

estrogens and progestins. Fecal samples were obtained 2-7 times per
week during 16-18 months. Validation of solid phase
radioimmunoassay for progesterone and 17B-estradiol was performed
for jaguar fecal extracts. Mean concentration the fecal estrogen (ng/gof
dry feces) in pre-pubertal animals was 10,97 (range, 0,28 - 59,16) and
adults animals was 68,99 (range, 3,50 - 609,37). Fecal progestins (Ug/
gofdry feces) had amean concentration of 0,26 (range, 0,02 - 4,44) in
pre-pubertal animals and adults animals was 0,85 (range, 0,08 - 6,51).
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