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Resumo

Neste trabalho foi realizado estudo comparativo dos niveis de
corticoides fecais (CF) de chimpanzé (Pan troglodytes) e orangotango
(Pongo pygmaens). Foram analisadas amostras coletadas em duas fases
distintas, relacionadas com a introdugio de técnicas de enriquecimento
ambiental, a saber: Base (antes da introdu¢do) e Habituagdo
(imediatamente apds). Realizamos as validagoes do conjunto comercial
para radioimunoensaio ImmunuChem™ Double Antibody
Corticosterone da MP Biomedicals, para mensuracao de CE A validacao
laboratorial dos conjuntos diagnésticos para uso em extrato fecal de
primatas foi realizada pelo método de paralelismo, no qual, para cada
espécie, concentragoes conhecidas de corticosterona foram adicionadas
a um pool de extratos fecais, sendo estas amostras analisadas em
seguida. As inclinacGes das curvas obtidas nestes ensaios e da curva
padrio do ensaio foram entio comparadas. Os resultados obtidos
para chimpanzé e orangotango, foram respectivamente, Y=
17,23+1,31*X;R"2=0,98 ¢ Y=11,14+1,29*X; R"2=0,99. Para a
validagdo fisioldgica, foi utilizada a introducdo de técnicas de
enriquecimento ambiental como causador de aumento dos niveis de
CF, consequientes a inducio de resposta do tipo estresse. Os resultados
foram expressos em médias e erros-padrio da média. As concentragoes
médias destes corticéides foram: chimpanzés: Base (5,90 +/-2,41x10°
ng/¢ de fezes), Habituacio (14,92 +/- 4,66x10°ng/g de fezes) e pata
o orangotango: Base (91,1 +/- 30,0x10° ng/g de fezes), Habituagio
(185,1 +/- 57x10°ng/g de fezes). Houve diferenca significativa
(P<0,05) para os valores destes CF para ambas as espécies entre as
duas fases estudadas.
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Introducéo

A meta do enriquecimento ambiental
¢ criar ambientes fisicos que promovam
respostas dos animais frente aos estimulos;
estas respostas podem variar dependendo
da intensidade, duragao do agente estressor
¢ da habilidade do animal de interagir com
ele.! Muitos tipos de agentes estressores
agudos podem acarretar em um aumento
geral da excitacdo, que por sua vez pode
trazer beneficios fisiologicos e psicologicos
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para o animal.” Recentes estudos examinaram
simultaneamente categorias de parametros
enddcrinos e comportamentais na tentativa
de avaliar o bem-estar psicolégico, tendo nas
variacoes dos niveis de cortisol um indicador
indireto da intensidade na resposta a
estimulos estressantes.’

As aplicagoes e validagoes de técnicas
de mensuracao hormonal tém aumentado
nos udltimos 10 anos. O desenvolvimento
destes métodos se deu principalmente pela
necessidade de se complementar dados



comportamentais com aspectos enddcrinos.
Recentes estudos que tentam correlacionar
medidas comportamentais ¢ hormonais em
diversas espécies ofertam novas perspectivas
sobre os custos e beneficios de estratégias
comportamentais e suas correlagoes
enddcrinas, além de possibilitar um
entendimento mais apurado da evolugdo do
comportamento social. A investigacio do
papel de cada horménio requer aten¢io ao
contexto social e ecolégico da func¢ao
endécrina, além da relacio da variacido
comportamental e histérico de vida. Estudos
revelam diferencas importantes nos valores
absolutos de hormoénios de animais de vida
livte comparando com os de cativeiro.* A
significancia destas diferengas tem sido
investigada através de analises etoldgicas
comparadas com niveis hormonais antes e
depois de estimulos sociais ¢ ambientais.”
O desenvolvimento e validacio de
novos e nao-invasivos métodos de avaliacao
endocrina utilizando a extracio e mensuracio
de metabolitos de esterdides excretados nas
fezes ou na urina, foram objeto de inimeras
pesquisas em diversas espécies de
mam{feros'()ﬂ,&(),lﬂ,]1,12,13,14,15,1(),17 TéCﬂiC'{lS n?NlO
invasivas de dosagem de metabdlitos de
hormonios esterdides nas fezes sio agora
bastante usadas para animais de vida livre
ou de dificil manejo " "' como também
para animais de laboratério ***>*%, na
investiga¢ao das relagoes entre hormonios e
comportamento, bem-estar e reproducao
1225 Tais técnicas evitam os efeitos
estressantes das coletas de amostras
sangiineas que podem comprometer
seriamente os resultados de um experimento.
Este trabalho teve por objetivo
realizar as validacoes laboratorial e fisiologica
de um conjunto comercial originalmente
desenvolvido para mensurar corticosterona
sérica humana, para permitir o seu uso para
mensurar corticéides fecais (CF) de duas
espécies de primatas nao-humanos.

Material e Método

Foram estudados trés exemplares de
chimpanzés (Pan troglodytes), adultos, sendo
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duas fémeas e um macho, e um exemplar
fémea, adulto, de orangotango (Pongo
Pygmaens), mantidos em cativeiro de dois
diferentes zoologicos.

Para a avaliacio dos CF foram
colhidas amostras fecais trés vezes por
semana ao longo de seis meses. As amostras
foram colhidas sempre no inicio da manha,
homogeneizadas, acondicionadas em sacos
plasticos do tipo “ziplock” e mantidas em
freezer a -20°C até serem processadas no
Laboratério de Dosagens Hormonais do
Departamento de Reprodu¢io Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

As amostras fecais foram pesadas e
liofilizadas com o auxilio do aparelho
evaporador giratorio tipo Speed vac (Speed vac
— Sc110, Savant), para garantir a auséncia de
acdo bacteriana e padronizagdo do teor de
umidade e do peso do material fecal.

As extracdes dos esterdides fecais
foram realizadas segundo técnica preconizada
pot Whitten et al.” para fezes de chimpanzés
(Pan troglodytes), brevemente descrita a seguir:
uma aliquota de 0,2 g de fezes secas foi
fervida em 5 ml de etanol 90% (90% etanol:
agua destilada) por 25 minutos; durante este
tempo, o ectanol evaporado foi
gradativamente reposto, de forma que ao
final desta etapa, o volume inicial fosse
mantido. Apos centrifugacio por 15 minutos
a 500 G, o sobrenadante foi recuperado e o
pellet resultante foi re-suspendido em 5 ml
de etanol 90%, homogeneizado em aparelho
de vortex (PHOENIX, MOD AT 50) e re-
centrifugado. Os dois sobrenadantes foram
combinados e secos completamente sob ar
comprimido. O extrato seco foi, entdo re-
dissolvido em 1 ml de metanol absoluto.

Para as dosagens de CFE, as amostras
foram diluidas 1:10 em diluente do préprio
conjunto comercial. Foi utilizado conjunto
comercial para radioimunoensaio
ImmunuChem™ Double Antibody
Corticosterone da MP Biomedicals , New
York, que utiliza I'* como elemento tracador
e as contagens foram realizadas em contador
gama computadorizado Cobra, Mod. Auto-
Gamma®. Diluicoes seriadas de uma
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amostra foram dosadas para determinagdo
da melhor diluicdo em tampiao de ensaio
para a dosagem das amostras. A dilui¢dao 1:10
foi considerada a mais adequada. Foi
obedecido para o ensaio o protocolo
sugerido pelo fabricante. Os parametros de
controle de qualidade do ensaio foram a
sensibilidade (menor concentragao detectada)
e os coeficientes de variacido inter e intra-
ensaios. O anticorpo usado ¢ altamente
especifico apresentando menos de 0,34% de
reagdo cruzada com os outros corticoides
de ocorréncia natural.

As concentracdes de CF foram
expressas em ng/ml de extrato fecal
diluido e, posteriormente convertidos
para nanogramas por gramas (ng/g) de
fezes secas.

Foi realizada a wvalidacio do
conjunto diagndstico para uso em extrato
fecal de primatas, pelo método de
paralelismo utilizando matriz integra. Para
tanto foi constituido um “pool” de
amostras de baixa concentracao hormonal
(valores proximos aos limites inferiores da
curva padrio) e a esta amostra adicionou-
se valores conhecidos do padrao de
corticosterona do conjunto, em dilui¢coes
seriadas semelhantes as da curva de
calibracao do ensaio. Feito isto foi
realizada uma analise de regressio linear
simples, utilizando ambas as curvas.

A validacdo fisiolégica foi realizada
através da comparagdo entre as médias das
concentracoes de CF medidas em cada uma
das duas fases: Base (antes da introdugao dos
enriquecimentos) e a de Habituacao
(imediatamente ap6s a introducao).

As concentracoes de CF nas duas
fases foram descritas como médias * erros
padrao da média (EPM). Os dados foram
analisados através do programa SAS System
for Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA, 2000). Na andlise da validacio
fisiologica, as médias das concentragSes dos
CF nas diferentes etapas, foram comparadas
pelo teste de Wilcoxon, com 95%.
Na validacao laboratorial, a verificacio
da existéncia de paralelismo, foi
realizada com o uso de uma andlise de
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regressao linear simples.
Resultados

O controle de qualidade dos ensaios
de radioimunoensaio foi realizado através da
anélise dos coeficientes de variacio intra-
ensaio (CV intra): 12,75% inter-ensaio
(CV inter): 2,21% e sensibilidade minima
detectada: 2,55 ng/dl.

Os altos coeficientes de correlagao
= 0,993 (#ajustado = 0,987, y = 17,228 +
1,31x) para chimpanzé (Figura 1), r = 0,998
( ajustado = 0,996, y = 11,144 + 1,293x)
para orangotango (Figura 2) comprovaram
o paralelismo entre as curvas obtidas a partir
de dilui¢oes seriadas de pools de extratos e a
curva padrio do conjunto comercial.

As concentracdes médias dos CF
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Figura 1 - Representacao gréfica da curva de paralelismo
obtida para CF de chimpanzés (Pan
troglodytes) utilizando matriz integra
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Figura 2 - Representacao gréfica da curva de paralelismo
obtida para CF de orangotango (Pongo
pygmaeus) utilizando matriz integra



foram: chimpanzé: Base (5,90 +/- 2,41x10°
ng/g), Habituagio (14,92 +/- 4,66x10° ng/
g); orangotango: Base (91,1 +/- 30,0 x10°
ng/g), Habituagio (185,1 +/- 57x10° ng/g.
Houve diferenca significativa (P<0,05) entre
as concentracOes destes metabdlitos fecais
medidas nas duas fases para ambas as
espécies (Figuras 3 e 4).

Discussao e Conclusoes

Atualmente, no meio cientifico, o
conceito de estresse ndo encontra consenso
entre pesquisadores, justamente por ser um
mecanismo de adaptacio.”” No entanto,
Boere” o define como sendo um mecanismo
de defesa do organismo para os desafios
cotidianos ou extraordinarios envolvendo
primariamente vias neuroenddcrinas que
sustentam o comportamento adaptativo.

Para os vertebrados, normalmente, os

25 4

- [
] (=]
I !

Concentragéo de corticoide fecais
(ng/g de fezes secas)
—
(=]

a
5
0

107

ambientes nao sAo estaticos e os animais tém
que se adaptar a situagOes diversas por
modificac¢des fisiologicas, morfoldgicas e
comportamentais. Os componentes niao
previsiveis promovem o chamado “estagio
de emergéncia”, que resulta em mudangas
nos parametros enddcrinos e metabdlicos
de um organismo.”" A manutencio dos
estimulos pode conduzir o organismo a um
estado de estresse cronico, onde os niveis
aumentados de glicocorticéides sao mantidos
e poderdao ocorrer quadros patoldgicos,
como imunossupressio, ulceragdes em trato
gastrointestinal e hipertrofia/hiperplasia da
Cértex adrenal.?’1‘32’33’34’35’3(”37’38

Apés um estimulo, ocorre um
aumento imediato dos niveis dos esterdides,
no entanto, os efeitos destes hormonios
podem ocorrer 24-48 horas apds o estimulo
hormonal original ter desaparecido.”

Uma vez metabolizados, os esterdides
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Figura 3 - Niveis (média + desvio padrao) de CF (10°ng/g), de chimpanzé (Pan troglodytes) nas diferentes etapas do
trabalho (base e habituacdo). Sao Paulo, 2003-2004 ( 2 e *: letras diferentes sobrescritas indicam diferenca

estatistica P < 0,05)
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Figura 4 - Niveis (média + desvio padrao) de CF (10°ng/g), de orangotango (Pongo pygmaeus) nas diferentes etapas
do trabalho (base e habituacdo). Sao Paulo, 2003-2004 (* e ": letras diferentes sobrescritas indicam

diferenca estatistica P < 0,05)
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sdo excretados por diversas vias, inclusive a
fecal.* Neste caso, os esterdides poderio ser
excretados nas fezes em até 3 dias apos a
sua secre¢io no sangue ‘2P sendo que
este intervalo podera variar de acordo com
a espécie. Os metabolitos fecais de
corticosteroides representam secre¢oes
cumulativas de um grande numero de horas
ou até mesmo de dias, sendo por esta razao
mais adequados para estudos onde os efeitos
procurados se perpetuem por algum tempo,
mesmo apos a cessacao do estimulo. Varios
estudos em primatas estabeleceram
correlacoes significativas entre
corticosterdides fecais e séricos.! 4

Era, portanto, esperado que a
introducao do animal em seu ambiente
enriquecido promovesse elevagoes
significativas nos valores de corticoides fecais
a0 longo do periodo estudado. Desta forma,
nossos resultados demonstraram claramente
que houve variacio significativa dos niveis

Laboratorial and physiological

fecais de corticosteréides entre as diferentes
fases analisadas, refletindo as variagcdes da
intensidade das respostas do organismo
animal aos diferentes estimulos ambientais,
neste caso, atuando como estressores. Dessa
maneira, foram detectadas as alteragoes
fisiolégicas esperadas, caracterizando a
validagdo fisiologica.

A validacao laboratorial obtida pelo
teste do paralelismo associada a validacdo
fisiolégica confirmam a possibilidade da
utilizacdo do conjunto comercial
ImmunuChem™ Double Antibody
Corticosterone da MP Biomedicals, para a
mensuracao de metabolitos fecais de
corticéides, tanto em chimpanzés quanto em
orangotangos.

Esta preciosa ferramenta ndo-invasiva,
possibilitara grandes avangos no estudo da
endocrinologia comportamental e da
provavel correlacdio do estresse com
determinados padrSes comportamentais.

validation of comercial kits for

quantification of fecal corticoids of captive chimpanzees (Pan
troglodytes) and orangutangs (Pongo pygmaeus) under environmental

enriched conditions
Abstract

A comparative study of fecal corticoids (FC) concentrations was carried
out with chimpanzees (Pan troglodytes) ¢ orangutans (Pongo pygmacns).
Fecal samples were collected before (Basal) and just after (Habituation)
enrichment introduction and analyzed. We performed biochemical and
physiological validations of the ImmunuChem™ Double Antibody
Corticosterone kit for radioimmunoassay from MP Biomedicals for
quantifying FC concentrations. To establish the biochemical validity of
our assay we performed parallelism assays in which pooled fecal extracts
from both species were spiked with known quantities of corticosterone
standard and the slopes of the curves obtained with these samples and
the standard curves of the kits were compared. The correlation coefficients
were R*2=0.98 (Y= 17.23+1.31*X) for chimpanzees and R*2=0.99
(Y=11.14+1.29*X) for orangutans. For biological validation, we used
the introduction of environmental enrichment to trigger a rise in FC
levels as a consequence of the response to a stressor. Concentrations
were expressed as mean and SEM. Mean concentrations of fecal
corticosteroids wete: Basal: 5.90 + 2.41 x10° ng/g of feces, Habituation:
14.92+ 4.66 x10° ng/ g of feces for chimpanzees and Basal: 91.1 + 30.0
x10° ng/g of feces, Habituation: 185.1 £ 57 x10° ng/g of feces for
orangutans. For both species, the mean concentrations of Basal and
Habituation periods were significantly different.
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