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Resumo

Para o presente estudo utilizaram-se amostras de excretas cloacais de
50 aves da familia Psittacidae, previamente sexadas. Os andrégenos e
estrogenos fecais foram extraidos com Tampao Fosfato Salino (PBS)
e com uma solucio PBS:Alcool Etilico (4:1) e a mensuracio hormonal
foi realizada em “kits” comerciais para radioimunoensaio no
Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de
Reproducio Animal (VRA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP). O sexo de
cada ave foi confirmado utilizando como parimetro o intervalo de
confianga (95%) da média dos valores transformados dos indices do
fator testosterona e seus metabolitos. Setenta por cento das aves
tiveram o sexo confirmado pela técnica do radioimunoensaio. Os
resultados encontrados demonstram a necessidade da realizacao de
mais estudos para a determinacio do sexo de aves monomérficas por

meio de técnicas nao invasivas.

Introdugéo

A Familia Psittacidae é constituida por
339 espécies de aves em todo o mundo'.
Somente na América do Sul vivem mais de
100 espécies, sendo que 72 delas estao no
Brasil®. Por esse fato, o nosso pais ja foi
chamado de “Terra dos Papagaios” (Brasilia
sive terra papagallorum) nos primeiros anos
pos-descobrimento. Seus principais
representantes sdo as araras ¢ 0s papagaios,
sendo esses ultimos os mais populares e os
mais estudados devido 2 suas habilidades na
articulacdo de sons e na resolucao de
problemas. E justamente o trafico ilegal
dessas aves e a fragmentacdo dos seus
habitats, ocasionados pelo avango da fronteira
agricola e pela pressao da ocupacao humana,
que fazem com que muitas dessas espécies
estejam ameacadas de extingdo. Das 38
espécies de psitacideos citadas no
“Threatened Birds of America”, 14
(36,84%) tém distribuicio geografica no
Brasil®. Os casos mais criticos sao: Ararinha-

azul (Cyanopsitta spixii), considerada extinta
na natureza e com aproximadamente 60
individuos em cativeiro, sendo apenas 8 no
Brasil®; Arara-azul-de-Lear (Anodorhynchus
leari), com aproximadamente 246 individuos
de vida livre na regido conhecida como Raso
da Catarina, ao nordeste do Estado da
Bahia®; Papagaio-de-cara-roxa (Amazona
brasiliensis), que tem por volta de 4.500
individuos distribuidos na Serra do Mar,
entre o sudeste do Estado de Sdo Paulo e o
leste do Estado do Parana®’.

O estudo endocrinolégico propiciou
uma nova maneira de se identificar o sexo
das aves e até mesmo de tracar o perfil
hormonal destas. As pesquisas iniciaram
mensurando nfveis plasmaticos de esteréides
sexuais por meio do radioimunoensaio (RIA).
Posteriormente, buscando-se uma abordagem
nao invasiva, menos estressante € menos
traumatica, os trabalhos concentraram-se em
dosagens desses esterdides através das excretas
Cloacais&‘),]0,11,12,13,14,15,16,17,18. Por meio da
mensuracao de metabdlitos de esterdides
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sexuais em aves, determina-se a relagdo entre
horménios femininos e masculinos, expressa
pela razao estréogenos:andrégenos. Esses
hormonios sao usados como parametro por
apresentarem grande importancia durante o
desenvolvimento e a maturacio sexual'®®.
Se o resultado dessa razio tiver valores altos,
devido a alta concentracio de estrogenos e
baixa concentracao de androgenos, a ave sera
sexada como fémea. Se o resultado for baixo
(o inverso do primeiro), sera sexada como
macho.

Alguns fatores poderao influenciar os
resultados, como a época reprodutiva e a
maturacao sexual. Papagaios com um ano e
meio ainda ndo atingiram a maturidade
sexual e social®!. Varios estudos demonstram
que os niveis dos principais esteréides
gonadais aumentam durante o)
desenvolvimento sexual e durante a época
reprodutiva®?+25:%,

Governo, zoolégicos, criadouros
cientificos, comerciais e conservacionistas
tém um importante papel em programas de
conservacio e¢ em planos de manejo
reprodutivo para essas espécies. A correta
determinacdo do sexo para a formagio de
casais objetivando a reprodugio em cativeiro
e visando uma posterior soltura monitorada
dos descendentes na natureza é uma das
principais medidas para que se obtenha
sucesso nesses tipos de programas e planos.
Igualmente relevante é a manutencdo dos
animais de vida livre?”. Quando se toma todo
o universo de espécies que compdem o
grupo das aves, aproximadamente 30%
delas nio apresentam dimorfismo sexual
externo®?®. Sendo a Familia Psittacidae uma
das que possui maior nimero de espécies
com essa caracteristica, torna-se pertinente
o uso de técnicas para a determinacdo do
sexo que tragam menor risco a vida da ave
e que tenham resultados confiaveis.

Materiais e Métodos
Colheita das amostras

Foram utilizadas no experimento 50
aves nativas de 18 espécies diferentes da
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familia Psittacidae que ja estavam sexadas por
PCR (Polimerase Chain Reaction) e que se
encontravam no Criadouro Conservacionista
Rancho das Horténcias, no Municipio de
Tapirai, Estado de Sao Paulo. Todos os
animais possufam identificacdo, sendo
padronizado uma anilha na pata esquerda
para fémeas e na pata direita para machos.
Algumas aves também foram identificadas
por caracterfsticas fisicas individuais. No
decorrer do estudo, preferencialmente foram
colhidas amostras de animais adultos com
trés anos ou mais, pois a maturidade sexual
das aves tem influéncia na producio de
hormonios sexuais.

As espécies estudadas foram:
Aratinga-de-testa-vermelha (Aratinga solstitialis
anricapilla); Papagaio-do-mangue (Amazona
amazonica); Maitaca-de-maximiliano (Pionus
maximiliani); Periquitao-maracana (Aratinga
lencophtalmus); Papagaio-verdadeiro (Amazona
aestiva); Papagaio-papa-cacau (Amagona
festiva); Maracana-verdadeira (Propyrrbura
maracana); Jandaia-sol (Aratinga solstitialis
Jjandaya); Papagaio-galego (Amazona xanthops);
Maitaca-de-cabega-azul (Pionus menstruns);
Periquito-estrela (Aratinga anrea); Maracana-
nobre (Diopsittaca nobilis); Papagaio-de-cara-
roxa (Amazona brasiliensis); Papagaio-chaua
(Amazona rhodecorytha); Papagaio-de-peito-
roxo (Amazona vinacea); Papagaio-campeiro
(Amazona ochrocephala); Periquito-da-caatinga
(Avratinga cactornm) e Periquito-rico (Brotogeris
tirica)(Figura 1).

As amostras foram colhidas em
margo (aproximadamente 1/3 destas) e
principalmente em novembro de 2001
(aproximadamente 2/3). Segundo os
registros de nascimentos nesse criadouro, a
época reprodutiva dessas aves engloba esse
periodo. Cada ave teve um
acompanhamento individual exclusivo e as
excretas cloacais foram colhidas apds a
visualizacao da defecacdo. Na porgio
inferior de cada viveiro, foi colocada uma
lona plastica para a retencdo das excretas,
que foram colhidas com o auxilio de
espatulas plasticas limpas em élcool etilico
96% e descartadas ap6s o uso. As excretas



foram acondicionadas em tubos de
polipropileno KMA de 4 ml com tampas
de rosca, foram devidamente identificados
e posteriormente congeladas em um prazo
maximo de 12h apds a colheita a uma
temperatura de -20°C.

Solubilizagao dos metabolitos

No Laboratério de Dosagens
Hormonais (LDH), as amostras foram
liofilizadas em centrifuga refrigerada a vacuo
(“speed-vac”) e armazenadas a temperatura
de -20°C até o momento da solubiliza¢ao.
Isso se deve a necessidade de se retirar a
influéncia da presenca da 4gua nas amostras,
em funcido da variedade das espécies
estudadas, e aumentar o tempo de
conservacdo. As excretas cloacais
apresentaram teor médio de umidade de
aproximadamente 80%. Estas foram entio
dissolvidas em Tampao Fosfato Salino (PBS)
com gelatina (0,0874 g de fosfato de sédio
dibasico 12 H,O; 0,0216 g de fosfato de
sédio monobasico 1 H,0; 0,004 g de azida
de sodio; 0,036 g de cloreto de sodio; 0,004
g de agarose; 4 ml de agua ultrapura; pH
7,0) em uma relacao peso:volume de 1:8 (em
média 0,5 g para 4 ml) e maceradas com o
uso de um bastao de vidro, evitando-se a
contaminagdo entre estas. Apos esse
processo, foram agitadas no “vortex” por
1 minuto e levadas para um homogeneizador
de amostras sanguineas, onde ficaram nesse
processo “overnight”. Foram entdo agitadas
no “vortex” por mais 1 minuto e
centrifugadas a 1.155 x g por 20 minutos a
5°C. Reservou-se o sobrenadante e
descartou-se o sedimento. O sobrenadante
foi novamente centrifugado (1.155 x g por
20 minutos a 5°C), evitando-se assim
particulas que tenham persistido a primeira
centrifugacao. Os metabdlitos das amostras
foram mensuradas pela técnica do
radioimunoensaio e o resultado foi expresso
em pg/g fezes secas (estrogenos) ou ng/g
fezes secas (andrégenos).

Mensuracao dos metabdlitos
Os metabolitos dos estrogenos e

androgenos foram mensurados em duplicata
por meio de “kits” comerciais de
radioimunoensaio para Testosterona - fase
solida (ICN Pharmaceuticals, Inc. Diagnostic
Division, Costa Mesa, CA 926206) ¢
Estrogenos Totais — duplo anticorpo (ICN
Pharmaceuticals, Inc. Diagnostic Division,
Costa Mesa, CA 92626). Os ensaios foram
realizados segundo o protocolo do
fabricante.

Andlise Estatistica

Os dados foram analisados através do
aplicativo Guided Data Analysis do
programa The SAS System for Windows V8
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000,
n° serial GTA-31722-232).

Esses foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade
das variancias. O proprio aplicativo emprega
varios tipos de testes estatisticos com essa
tinalidade, sem especificar qual foi utilizado.
Caso nio obedecessem a estas premissas,
foram transformados (Inverso da Raiz
Quadrada — 1/RQ X) e se a normalidade
nao fosse obtida, empregava-se entio o
procedimento NPARTWAY de analise de
variancia nao paramétrica. Foi realizado
também o calculo com o intervalo de
confianca 95% para a média das aves do
grupo do Criadouro, com os seus dados
transformados para a verificagdo do sexo
dos animais. Nao foi comparado o método
de sexagem por meio de matabdlitos fecais
com a técnica da PCR, pois essa ultima foi
realizada por um laboratorio particular.

Para a descricao dos resultados,
foram empregadas as médias e os desvios
padrées dos dados originais e as variancias
dos dados transformados, quando necessaria
a transformacdo. Os testes foram fixados
em p<0,05 para a rejeicao da hipétese de
nulidade.

Resultados e Discussao
E importante enfatizar o fato de que

as aves do Criadouro Conservacionista
Rancho das Horténcias estavam em sua
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maioria acasaladas e adaptadas aos recintos
ao ar livre, em consequéncia do longo
periodo nessa situagao.

Em relacao a dominancia, algumas aves
podem desenvolver esse comportamento,
levando a subserviéncia para com outros
individuos, inclusive entre animais do mesmo
sexo. E o que parece ter acontecido com
dois machos de papagaio-de-peito-roxo
dos viveiros 46 (Andrégeno [1/raiz
quadrada]= 0,960) e 49 (Andrégeno [1/raiz
quadrada]= 1,380). Seus esterdides sexuais
tiveram nfveis compativeis com os niveis das
fémeas. Em grupos de papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva), os machos ocupam
posigodes sociais mais altas do que as fémeas
(WEINHOLD, 1998 apud SEIBERT;
CROWELL-DAVIS, 2001)*. Em outro
estudo com um grupo de calopsitas, os
machos demonstraram comportamento
mais agressivo que o das fémeas e as
associagoes entre as aves nao fol ao acaso,
mas seguiu preferéncias individuais que se
refletiram sobre o comportamento
reprodutivo®. Essa informacio é de
extrema importancia, visto que a maioria dos
acasalamentos em criadouros de psitacideos
¢ realizada de maneira forcada. Em vida
livre, durante a época reprodutiva os
papagaios vivem em pequenos grupos
composto pelo casal e seu(s) filhote(s), mas fora
dessa época, as aves tendem a ser fortemente
sociais e gregarias e o tamanho do bando pode
crescer significativamente (GILARDI;
MUNN, 1998 apud MEEHAN; GARNER;
MENCH, 2003)*'. A adaptacdo ao local
também pode afetar o comportamento das
aves e conseqiientemente as relacbes entre os
individuos e a sua reproducio. O tipo de
construcao do ninho, o enriquecimento
ambiental e o pareamento isosexual de
psitacideos juvenis podem diminuir o
desenvolvimento de anormalidades de
comportamento associado a posturas no
chio do recinto, a agressao, ao medo, a
vocalizacdo excessiva ¢ ao arrancamento de
penas™.

Em nenhuma das situag¢oes analisadas,
a média dos niveis de estrogenos das fémeas
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teve diferen¢a significativa quando
comparada com a média dos niveis de
estrogenos dos machos (fémeas= 997,23
pg/g fezes£807,94; machos= 1114,70 pg/
g fezest1237,18; p=0,9364). Esse resultado
difere da maioria dos casos relatados em
literatura. Para Tell e Lasley®, “Em cacatuas,
parece que as fémeas excretam
significativamente niveis mais altos de todas
as formas de estrégenos que os machos”.
Tal fato pode ser justificado pela baixa
atividade gonadal das fémeas quando
comparado com os machos, fazendo com que
seus niveis estrogénicos decrescessem aos nivels
dos machos e até mesmo permanecessem
abaixo desses.

Jaem relagdo aos niveis de testosterona
e seu metabolitos, existiu diferenca significativa
na comparagio entre os machos e as fémeas
(machos = 29,268 ng/g fezest80,64,
fémeas= 1,195 ng/g fezes+1,33; p=0,0002).
Esses dados comprovam que nesse
experimento, os niveis androgénicos entre
machos e fémeas tiveram uma participagiao
decisiva na determinacao do sexo das aves
do grupo do Criadouro.

Papagaios, no geral, possuem baixos
indices reprodutivos em cativeiro. Para um
grande numero de espécies de papagaios,
incluindo aquelas que estio ameacgadas de
extingdo na natureza, a taxa reprodutiva ¢é
baixa e a importacao legal ou o contrabando
de individuos de vida livre ainda continua
sendo a alternativa mais barata®.

Na sexagem das aves, utilizou-se o
intervalo de confianga (95%) da média com
base nos valores transformados do fator
Andrégeno. A porcentagem de acerto fol
de 70% (témea®0,78; macho<0,68; valores
entre esse intervalo ndo determinaram o
sexo0). Os valores do limite inferior ¢ do
limite superior do fator Estrégeno, tanto
para machos quanto para fémeas, se
sobrepuseram por nao existir diferenca
significativa entre eles. Na literatura, a
porcentagem de acerto na determinagio do
sexo de psitacideos com base no fator Razao
foi de 63,5%°. Em outro estudo, foi obtido
70% de acerto na determinacao do sexo com



EN ANDR EN ANDR E
VIVEIRO AVE SEXO E(?)-I;g/Rggzes()) (ng/ gofgzes)o (1/Raiz glidTa(ga)
Suspenso 2 Arati/r;gr:(iﬁ;;esta— macho 585,34 11,33 0,297
Suspenso 5 Papagaio-do-mangue macho 1371,4 17,93 0,236
Suspenso 5 Papagaio-do-mangue fémea 554,39 0,49 1,428
Suspenso 18 Papagaio-do-mangue macho 397,96 0,82 1,104
Suspenso 18 Papagaio-do-mangue fémea 908,91 0,52 1,386
Suspenso 6 Maitaca-de-maximiliano | macho 2023,96 2,55 0,626
Suspenso 27 | Maitaca-de-maximiliano | fémea 2225,7 1,3 0,877
Suspenso 27 | Maitaca-de-maximiliano | fémea 3797,4 6,61 0,388
Suspenso 32 | Maitaca-de-maximiliano | macho 1328,93 14,5 0,262
Suspenso 32 | Maitaca-de-maximiliano | fémea 1094,54 1,41 0,842
Suspenso 7 Periquitao-maracana fémea 491,98 0,55 1,348
Suspenso 22 Periquitao-maracana fémea 759,13 2,61 0,618
Suspenso 48 Periquitao-maracana macho 679,98 0,87 1,072
Suspenso 48 Periquitao-maracana fémea 415,42 0,5 1,414
Suspenso 14 Papagaio-verdadeiro macho 975,39 5,8 0,415
Suspenso 23 Papagaio-verdadeiro macho 1737,94 259,39 0,062
Suspenso 23 Papagaio-verdadeiro macho 6113,11 347,31 0,053
Suspenso 10 Papagaio-papa-cacau macho 3507,57 12,92 0,278
Suspenso 57 Papagaio-papa-cacau fémea 209,38 0,51 1,40
Suspenso 11 Maracana-verdadeira fémea 626,4 0,52 1,386
p\;i(;/j;]oo Maracana-verdadeira macho 672,5 0,76 1,147
Suspenso 15 Jandaia-sol fémea 287,5 0,72 1,178
Suspenso 19 Jandaia-sol macho 1396,58 6,15 0,403
Suspenso 19 Jandaia-sol fémea 940,34 0,6 1,290
Suspenso 16 Papagaio-galego fémea 660,06 0,65 1,240
Suspenso 16 Papagaio-galego fémea 995,74 0,9 1,054
Suspenso 34 Papagaio-galego macho 291,28 0,52 1,386
Suspenso 34 Papagaio-galego fémea 518,62 0,87 1,072
Suspenso 20 | Maitaca-de-cabeca-azul | macho 2089,99 34,2 0,170
Suspenso 35 | Maitaca-de-cabeca-azul | macho 283,22 1,13 0,940
Suspenso 35 | Maitaca-de-cabeca-azul | macho 202,26 0,52 1,386
Suspenso 35 | Maitaca-de-cabeca-azul | fémea 921,07 0,79 1,125
Suspenso 24 Periquito-estrela fémea 1796,94 1,04 0,980
Gaiola 5 Periquito-estrela macho 243,48 0,51 1,400
pi‘;sfj:soe Periquito-estrela femea 695,83 2,52 0,629
Suspenso 28 Maracana-nobre macho 716,16 3,61 0,526
Suspenso 37 Maracana-nobre fémea 2124 2,0 0,707
Suspenso 29 Papagaio-de-cara-roxa | macho 771,33 6,69 0,386
Suspenso 45 Papagaio-chaua macho 818,93 5,11 0,442
Suspenso 45 Papagaio-chaua fémea 1123,63 0,51 1,4
Suspenso 46 | Papagaio-de-peito-roxo | macho 529,37 1,07 0,966
Suspenso 46 | Papagaio-de-peito-roxo | macho 462,93 45,95 0,147
Suspenso 46 | Papagaio-de-peito-roxo | macho 557,41 3,73 0,517
Suspenso 49 | Papagaio-de-peito-roxo | macho 549,49 0,52 1,386
Suspenso 49 | Papagaio-de-peito-roxo | macho 643,94 4,67 0,462

Figura1— Relagao de psitacideos estudados com os respectivos resultados da mensuragao dos metabolitos hormonais com os valores nao
transformados (pg/ g fezes e ng/ g fezes) e transformados (1/Raiz Quadrada), sendo que a cor verde indica a confirmagao do sexo, a cor
vermelha indica erro na confirmagao do sexo e a cor azul indica a incapacidade na confirmagao do sexo. Sao Paulo, 2002
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aves de vatios géneros e espécies'™. Assim
sendo, sempre é importante lembrar que cada
local comporta-se de maneira muito particular
devido a padronizagio do manejo.

Conclusodes

Os dados obtidos no presente estudo

nos permitem chegar as seguintes conclusoes:

1.E possivel determinar o sexo de
psitacideos por radioimunoensaio de
esterdides sexuais a partir de excretas cloacais;

2.A determinacio do sexo de
psitacideos no grupo das aves do Criadouro,
utilizando-se o fator Andrégeno foi correta
em 70% das situagoes.

Psittacine sex determination by radioimunoassay (RIA) of sex steroids

using fecal samples

Abstract

For the current study, it were used fecal samples from 50 psittacines,
previously sexed by PCR from blood cells. The fecal androgens and
estrogens metabolites were extracted with PBS (Phosfate Buffer Saline)
or PBS:Ethil Alchool (4:1) and measured by comercial
radioimunoassay kits at the “Laboratério de Dosagens Hormonais”
of the “Departamento de Reprodu¢iao Animal” of the “Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia” of the “Universidade de Sdo
Paulo”. The sex determination of the birds were performed using
the confidence interval (95%) for transformed androgens values. 70%
of birds had the sex confirmed by radioimunoassay. The results
showed that further studies for sex determination on monomorphic

Key-words:

Sex determination.
Psittacines.

Feces.

Sexual steroids.
RIA.

birds by non-invasive techniques are necessary.
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