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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de metabdlitos fecais de testosterona
(MFT) e 17B3-estradiol (MFE) em suinos adultos. Amostras de fezes de quatro fémeas
foram coletadas 1-2X/semana durante sete semanas, e de quatro machos diaria-
mente durante seis dias consecutivos. As amostras fecais foram analisadas para tes-
tosterona e 173-estradiol por enzimaimunoensaio. Os machos apresentaram niveis
estatisticamente maiores que as fémeas tanto para MFT quanto MFE. Esses resulta-
dos corroboraram com a fisiologia da espécie, uma vez que os altos niveis de estro-
genos nos varrdes sao importantes para a atuacao das glandulas sexuais acessoérias
e para o comportamento sexual. E constatado a viabilidade do uso de amostras
fecais no monitoramento da testosterona e estradiol em suinos, possibilitando seu
uso como ferramenta para o manejo reprodutivo desta espécie.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the testosterone (TFM) and estradiol-17(3 (EFM)
fecal metabolites in adult swine. Fecal samples from four females were collected
1-2x/week during seven weeks, and from four males daily during six consecutive
days. All samples were assayed for testosterone and estradiol-173 by enzyme im-
munoassay. Males showed statistically higher levels of TFM and EFM than females.
Those results corroborate with the swine physiology, because high estrogens levels
in boars are important to the activity of accessory sex glands and sexual behavior.
It is demonstrated the viability of testosterone and estradiol monitoring by fecal
samples, enabling its use as a tool for the reproductive management of that species.

Keywords: Fecal steroids, swine, reproduction.
INTRODUCAO

O manejo reprodutivo é um dos fatores determinantes da producao suini-
cola, assim como em outras criacdes animais, em que a sua correta execugao pro-
picia um aproveitamento maior das matrizes, uma maior taxa de nascimentos e
maior taxa de sobrevivéncia dos leitdoes (CORTEZ; TONIOLLI, 2012; BORTOLOZO et
al., 2015).

Uma das ferramentas para o manejo reprodutivo de animais de producao é
o monitoramento hormonal do rebanho, o qual pode auxiliar na determinacao de
maturidade sexual, na identificacdo de maneira mais precisa do estro, no monito-
ramento da gestacao e no assessoramento para a aplicacao de biotecnologias da
reproducao (HENRICKS et al., 1972; SANDERS et al., 1994; SNOJ et al., 1998; GERES
et al., 2000).

Para o monitoramento enddécrino-reprodutivo, as dosagens hormonais sao
normalmente realizadas em amostras de soro ou plasma sanguineo. Porém, a ob-
tencao da amostra sanguinea é um procedimento invasivo e altamente estressante
para o animal. Em suinos, as coletas sanguineas sao realizadas por venopuncao das
veias craniais ou auricular caudal com a contenc¢ao do animal utilizando o estran-
gulamento do focinho. Este procedimento apresenta um grau elevado de risco de
acidentes e exige um grande esforco do manipulador, além de ser muito estressan-
te para o animal (MORIYOSHI et al., 1997). Desta forma, a utilizacao de metodologias
alternativas sao de suma importancia, levando em consideragdo a preocupacgao

ISSN: 1982-5498  ISSN-E:2238-4286  Vol. 10 - N° 1 - Junho 2016



REVISTA DE EDUCAGAO, CIENCIA ETECNOLOGIA DO IFAM mﬂm

com o bem-estar dos animais.

Ap6s sintetizados, os hormonios esteroides (como a testosterona, proges-
terona e o estradiol) sdao liberados na corrente sanguinea para atingirem as células
alvo. Apods a sua atuagao no organismo, estes hormoénios sao metabolizados princi-
palmente no figado e excretado nas fezes e/ou na urina (PALME et al., 1996; NORRIS,
1997; GRAHAM, 2004). A principal via de excrecao, fezes ou urina, pode variar de
espécie para espécie, bem como entre os hormdnios esteroides em uma mesma
espécie (PALME et al., 1996; SCHWARZENBERGER, et al., 1996).

Com base nos mecanismos de metabolismo e excrecao dos hormonios, di-
versos trabalhos tém demonstrado a aplicabilidade de matrizes alternativas, tais
como: fezes, na dosagem hormonal, como alternativa a atualizacao de amostra san-
guineas no monitoramento enddcrino. Esta metodologia possui duas grandes van-
tagens, sendo uma a coleta mais facil que a venopuncao, e a outra em que o animal
nao é submetido ao estresse, possibilitando o acompanhamento fisiolégico lon-
gitudinal do animal. O uso de fezes para dosagem hormonal é muito aplicado no
monitoramento enddcrino de animais selvagens (SCHWARZENBERGER et al., 1996;
GRAHAM, 2004). Seu uso também ja foi aplicado em diversas espécies de animais
domeésticos com interesse zootécnico, como bovinos, ovinos, caprinos, equinos e
suinos (SCHWARZENBERGER et al., 1996).

A principal via de excrecao dos metabdlitos de esteroides em suinos é pela
urina, entretanto, alguns pesquisadores ja utilizaram a dosagem de metabdlitos fe-
cais de progesterona e estrona em algumas fases do ciclo reprodutivo de fémeas
suinas, principalmente durante a gestacao (SANDERS et al., 1994; MORIYOSHI et al.,
1997; SNOJ et al., 1998; OHTAKI et al., 1999). Por outro lado, relatos utilizando a ava-
liagdo dos metabdlitos fecais de estradiol e testosterona sao escassos (SNOJ e CEST-
NIK, 1994;VOS, 1996; CESTNIK e SNOJ, 2001). Adicionalmente, estudos comparando
os niveis destes esteroides entre os sexos em suinos sao desconhecidos.

Considerando as observacodes, objetiva neste estudo avaliar os niveis de me-
tabdlitos fecais de testosterona (MFT) e 173-estradiol (MFE) presentes em suinos
adultos machos e fémeas, bem como comparar os niveis destes metabdlitos entre
os dois sexos.

METODO OU FORMALISMO

Com o intuito de atingir o objetivo proposto neste estudo, foram utilizados
quatro suinos machos adultos ndao-castrados (varrdes) e quatro suinas fémeas adul-
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tas vazias e ciclicas, todos alojados no Setor de Suinocultura do Campus Manaus
Zona Leste do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas
- IFAM. Todos os animais foram mantidos em baias individuais, com fornecimento
diario de racdo e agua ad libitum.

As amostras de fezes de cada macho foram coletadas diariamente logo ap6s
a defecacao durante seis dias consecutivos. Das fémeas, as amostras de fezes foram
coletadas uma a duas vezes por semana durante sete semanas logo apés a defe-
cacgao, no intuito de amostrar momentos diferentes do ciclo estral. Todas as amos-
tras foram armazenadas em sacos plasticos identificados e mantidas congeladas a
-200C até a analise.

As amostras fecais foram liofilizadas e posteriormente submetidas ao pro-
cesso de extracao hormonal seguindo o protocolo descrito por Palme (2005). A
quantidade de aproximadamente 0,5g de fezes secas foi pesada e transferida para
um tubo de vidro contendo 5ml de metanol a 80%. O tubo foi agitado durante 16h
e posteriormente centrifugado, sendo o sobrenadante (extrato fecal) transferido
para um tubo plastico e mantido a -200C.

O extrato fecal foi analisado por enzimaimunoensaio utilizando um proto-
colo descrito para varias outras espécies (MUNRO et al., 1991; GRAHAM et al., 2001).
Foram utilizados anticorpos R156-7 para testosterona e RO008 para 17[3-estradiol,
todos fornecidos pela Universidade da Califérnia, Davis - UC Davis, nos Estados Uni-
dos, para a determinacao dos niveis de MFT e MFE de cada amostra. O anticorpo
para testosterona apresenta as seguintes reacdes cruzadas: testosterona, 100%;
5a-dihidrotestosterona; androstenediona, 0,27%; e < 0,10% com outros esteroi-
des. Ja o anticorpo para 17B-estradiol apresenta as seguintes reacdes cruzadas:
17B-estradiol, 100%; estrona, 0,73%; sulfato de estrona, progesterona, testosterona,
cortisol, corticosterona, androstenediona, < 0,01% (UC, Davis).

Microplacas de poliestireno de 96 pocos de alta adsorcao (MaxiSorp, Nunc,
Rochester, NY, EUA) foram marcadas (50pl/poco) com o anticorpo diluido em solu-
¢ao de marcacao (Na,CO,: 1,59 g/L; NaHCO,: 2,93 g/L; pH 9,6), seladas com adesivo
de acetato e incubadas a 40C por 16 hs. Apds a incubacao, as microplacas foram
submetidas a um ciclo de trés lavagens com solucao de lavagem (NaCl: 87,66 g/L;
Tween-20: 0,5%).

Foi adicionado 25 L de solu¢ao tampao (NaH_PO,.H,0: 5,421 g/L; Na_HPO,;:
8,662 g/L; NaCl: 8,7 g/L; BSA: 1,0 g/L; pH 7,0) em cada poco e, posteriormente, 50uL
de cada amostra (diluida em solu¢ao tampao), padrao da curva, ou controle. Ime-
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diatamente apos, foi adicionado 50 uL de solu¢dao de horménio conjugado com
enzima (HRP: horseradishperoxidase; C. Munro, UC Davis, CA, EUA) diluida em so-
lucao tampao. As microplacas foram seladas e incubadas por 2 hs em temperatura
ambiente.

Apds a incubacao, as microplacas foram lavadas sendo posteriormente
adicionado 100 pL/pogo de solugao de substrato (250 uL de TMB: 0,016 mol/L em
DMSO; 50 pL de H,O.: 0,6%; 11 mL de tampao substrato (C,H,Na: 1,36 g/L; pH 5.0)).
A reacao cromdgena foi interrompida com 50 uL de solucao acida (H,50,: 10%). A
densidade 6ptica de cada poco foi medida em uma leitora de microplacas utilizan-
do um filtro de 450 nm.

Todas as amostras, controles e padroes foram analisados em duplicata. Os
coeficientes de variacdo intra e interensaio foram < 10,94% para todos os hormo-
nios. A sensibilidade dos ensaios foi de 0,08 ng/mL para testosterona e 0,17 ng/
mL para estradiol. Diluicbes seriadas dos extratos fecais apresentaram curvas de
padrdo similar a curva padrao de cada ensaio hormonal.

Os dados hormonais obtidos foram corrigidos de acordo com o protocolo
de extracao e a quantidade de amostra de fezes utilizada, e apresentados em ng/g
de fezes secas. A média e o desvio padrao, bem como a amplitude, de cada hor-
monio analisado para cada sexo foram determinados. Os niveis hormonais entre os
sexos foram comparados pelo teste Mann-Whitney, utilizando o nivel de significan-
cia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os niveis de MFT e MFE em machos e fémeas estao expressos na Tabela 1 e
nas Figuras 1 e 2.

Tabela 1 - niveis de médios + desvio padrao de metabdlitos fecais de testosterona (MFT) e
estradiol (MFE) em suinos machos e fémeas. Letras mailsculas diferentes - diferenca significativa
dentro de cada coluna (P < 0,0001; Teste Mann-Whitney).

MFT MFE

ng/g de fezes secas ng/g de fezes secas

Machos 374,2+160,3*(147,1-626,7) 349,33+ 150,14 (160,9 - 647,3)

Fémeas 171,6 £97,2° (87,5 - 447,1) 161,8 £ 112,68 (35,9-697,3)
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Figura 1 — Niveis de metabdlitos fecais de testosterona (MFT) em suinos machos e fémeas. Boxplot
representando mediana, 10%, 25%, 75% e 90% percentis dos dados. * - Diferenca significativa entre
os grupos (P < 0,0001, teste Mann-Whitney)

800
*
[ |
700 ®
®
o 600 -
m©
o}
» 500 —‘7 i
(9]
0}
N
L 400
2
o
£ 300 s
L
LZL 200
100 4
)
0 T I
Machos Fémeas

Figura 2 — Niveis de metabdlitos fecais de 173-estradiol (MFE) em suinos machos e fémeas. Boxplot
representando mediana, 10%, 25%, 75% e 90% percentis dos dados. * - Diferenca significativa entre
0s grupos (P < 0,0001, teste Mann-Whitney)

SNOJ e CESTNIK (1994) observaram niveis médios de MFT entre 80 e 1.600
ng/g de fezes secas (0,28 e 5,56 nmol/g de fezes secas) em suinos machos adultos,
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com uma média geral de 600 ng/g de fezes secas, sendo valores proximos ao obser-
vado neste estudo. Por outro lado, os niveis de MFT observados no presente estudo
foram consideravelmente superiores aos relatados para javalis (Sus scrofa) (média
49.5 + 42.2 ng/g de fezes; MACCHI et al., 2010). A rota de excrecao dos esteroides
pode variar consideravelmente entre as espécies (PALME et al., 1996; SCHWARZEN-
BERGER, 1996), desta forma, é possivel que essa diferenca possa ser uma variacao
espécie-especifica. Entretanto, diferencas metodolégicas no processo de extracgao,
também, podem ter influenciado nas diferencas observadas.

Como esperado, os machos apresentaram niveis de MFT significantemente
maiores que as fémeas (P < 0,0001) (Tabela 1 e Figura 1). Os niveis significativa-
mente baixos de MFT em fémeas corroboram com o esperado, de acordo com a
fisiologia da espécie. Nas fémeas, a testosterona é sintetizada nas células da teca
interna, e grande parte se difunde para as células da granulosa onde é convertida
a estradiol, sendo essa importante no processo de foliculogénese e da libido na
fémea (SENGER, 2005).

Considerando que o ciclo estral em suinos dura em média 21 dias (ANDER-
SON, 2000), a frequéncia adotada de coletas das amostras fecais das fémeas pro-
porcionou a amostragem de diferentes pontos de dois ciclos consecutivos de cada
animal. Sabe-se que o estradiol apresenta niveis séricos crescentes durante o de-
senvolvimento folicular, com seu pico relacionado com o aparecimento dos sinais
de estro, sendo que apos a ovulacao, os niveis de estradiol se reduzem a valores
basais até o inicio do préximo ciclo (ANDERSON, 2000; SENGER, 2005). Fato este,
que justifica a grande amplitude observada neste estudo para os MFE nas fémeas.

Os valores de MFE nas fémeas obtidos neste estudo foram expressivamente
maiores que os relatados por Vos (1996) (valores médios de 0,00 a 1,57 ng/g de
fezes). No trabalho de Vos (1996), foram utilizadas amostras fecais coletadas du-
rante um ciclo estral de quatro fémeas, porém, a extracao hormonal foi realizada
com fezes Umidas e em duas etapas (com solucao salina e posteriormente com éter
dietilico). De acordo com Palme (2005), a liofilizacao das amostras fecais antes do
processo de extracao hormonal possibilita a remocao de materiais nao digeridos
e de 4gua da amostra, concentrando os hormoénios e reduzindo as varidveis entre
amostras. Do mesmo modo, Palme (2005) relata que a utilizacao de metanol a 80%
em um protocolo de extracao com etapa unica, como adotado no presente estudo,
possibilita as maiores taxas de recupera¢ao hormonal. Desta forma, as diferencas
observadas entre o presente estudo e os resultados obtidos por Vos (1996) possi-
velmente estao relacionadas a fatores metodoldgicos.
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Como observado para MFT nos machos, os niveis de MFE nas fémeas foram
superiores aos relatados para javalis (média 212.6 £ 216.2 pg/g de fezes; MACCHI et
al., 2010). Como sugerido para MFT, variacdes espécie especificas e/ou metodolégi-
cas podem ser a causa dessas diferencas.

Os niveis de MFE dos machos também foram estatisticamente superiores
aos das fémeas (P < 0,0001) (Tabela 1 e Figura 2). Os varrdes apresentam altos niveis
de estrégenos séricos, sendo esses valores superiores aos das fémeas ciclicas (HEN-
RICKS et al., 1972; CLAUS e HOFFMANN, 1980). Do mesmo modo, altos valores de
metabolitos urinarios de estrogenos também foram identificados na urina de var-
roes (VELLE, 1966). Assim, a diferenca de MFE encontrada neste estudo corrobora
com as diferencas hormonais existente entre suinos machos e fémeas.

Os estrogenos nos varrdes sao principalmente sintetizados pelos testiculos
(VELLE, 1966; RAESIDE e RENAUD, 1983). Em varrdes, os altos niveis de estrogenos
sao importantes para a atividade das glandulas sexuais acessorias e para o compor-
tamento sexual. Joshi e Raeside (1973) observaram a influéncia dos estrogenos jun-
tamente com a testosterona na atividade das glandulas acessérias, para a producao
do plasma seminal, e na libido.

O método para verificar as rotas de excrecao dos metabdlitos de esteroides
é a realizacao de aplicacao de hormdnio radiomarcado, possibilitando monitora-
mento da porcentagem de excrec¢ao pela urina e pelas fezes. Deste modo, Palme et
al. (1996) observou que a principal via de excrecao dos esteroides em suinos é pela
urina, onde somente 14% dos metabdlitos de testosterona e 4% dos metabdlitos
de estrona sao excretados pelas fezes. Brown et al. (1970) verificou que 89% dos
metabolitos de estradiol sao excretados pela urina, desta forma, observa-se que as
fezes, também, ndo sao a principal via de excrecao deste esteroide.

Entretanto, apesar da baixa excrecao dos esteroides pelas fezes em suinos,
os resultados deste estudo demonstram a viabilidade do uso desta matriz no mo-
nitoramento destes esteroides reprodutivos em suinos. Palme et al. (1996) relata a
existéncia de variacdes entre o tempo de metabolizacdo dos esteroides reprodu-
tivos presentes na corrente sanguinea e posterior excrecao nas fezes em suinos. A
testosterona apresenta um intervalo de 1 a 2 dias para ser metabolizada e excretada
nas fezes, enquanto a estrona apresenta um intervalo de 2 a 3 dias. Desta forma,
dependendo dos objetivos do estudo, esse fator deve ser considerado ao avaliar os
resultados hormonais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou a viabilidade do uso de amostras fecais no monito-
ramento da testosterona e estradiol em suinos, possibilitando seu uso como ferra-
menta para 0 manejo reprodutivo dessa espécie. Entretanto, a diferenca no tempo
de excrecao destes hormonios deve ser levada em consideracao ao se utilizar esta
ferramenta.
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