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 “Ainda que eu falasse as línguas dos homens e dos anjos, e não tivesse 

amor, seria como o metal que soa ou como o sino que tine. 

E ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse todos os mistérios e 

toda a ciência, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que 

transportasse os montes, e não tivesse amor, nada seria. 

E ainda que distribuísse toda a minha fortuna para sustento dos pobres, e 

ainda que entregasse o meu corpo para ser queimado, e não tivesse amor, 

nada disso me aproveitaria. 

O amor é sofredor, é benigno; o amor não é invejoso; o amor não trata com 

leviandade, não se ensoberbece. 

Não se porta com indecência, não busca os seus interesses, não se irrita, 

não suspeita mal; 

Não folga com a injustiça, mas folga com a verdade; 

Tudo sofre, tudo crê, tudo espera, tudo suporta.” 

1 Coríntios 13:1-7 
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RESUMO 

 

FRAGOSO, P. L. Métodos de imunoensaio não radiométricos - enzimaimunoensaio 

(EIA) – E radiométricos -Radioimunoensaio (RIA) - Na avaliação dos metabólitos fecais 

de glicocorticoides em gatos domésticos que vivem sozinhos e em pequenas colônias. 

[Immuneassay non radiometric – Enzime immuneassay (EIA) and radiometric – 

Radioimmune assay (RIA) methods – evaluation of faecal glucocorticoids metabolites in 

singles housed cats and cats from small colonies]. 2013. 99 f. Dissertação (Mestrado em 

Ciências)- Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2013. 

 

 

A avaliação dos níveis de estresse nos animais tem importância tanto na área médica, 

econômica e de bem-estar, assim estudos vem sendo cada vez mais difundidos neste quesito. 

Os gatos são animais de companhia que tem progressivamente conquistado espaço no mundo 

moderno, dessa forma vem sendo mais observados e estudados, demonstrando-se bem mais 

sociais do que anteriormente se acreditava. Zelar pela qualidade de vida dos mesmos é dever 

do  veterinário, e não somente pela questão médica em si mas também pelo bem-estar, já que 

se sabe, por exemplo, que condições estressantes podem levar a alterações orgânicas 

deletérias. A mensuração do cortisol, ou de seus metabólitos, tem sido utilizada para avaliar 

de forma fisiológica o bem-estar dos animais, tanto domésticos quanto selvagens. As técnicas 

para tal mensuração também vem sendo aperfeiçoadas, buscando-se assim ensaios mais 

precisos, seguros e baratos. No presente trabalho pretendemos comparar quantitativamente e 

qualitativamente dois imunoensaios – radioimétrico (radioimunoensaio) e enzimático 

(enzimaimunoensaio)  - utilizando amostras fecais de gatos domiciliados que vivem sozinhos 

ou em pequenas colônias. Sua importância deve-se ao uso de uma nova técnica, mais barata e 

segura, porém ainda pouco difundida no nosso país. 

Palavras-chave: Felino. Radioimunoensaio. Enzimaimunoensaio. Cortisol. Fecal.  

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

FRAGOSO, P. L. Immuneassay non radiometric – Enzime immuneassay (EIA) and 

radiometric – Radioimmune assay (RIA) methods – evaluation of faecal glucocorticoids 

metabolites in singles housed cats and cats from small colonies [Métodos de imunoensaio 

não radiométricos - enzimaimunoensaio (EIA) – E radiométricos -Radioimunoensaio (RIA) - 

Na avaliação dos metabólitos fecais de glicocorticoides em gatos domésticos que vivem 

sozinhos e em pequenas colônias]. 2013. 99 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

 

Evaluation of stress levels among animals has both medical and welfare importance and 

studies regarding this matter have been increasingly published. Cats are companion animals 

achieving a special position within modern societies – they have been carefully observed and 

studied thus demonstrating that they are much more social than previously thought. Taking 

care of cats´ life quality is a veterinarian duty not only because it constitutes a medical issue 

per se but also due to its welfare implications: it is well known, for instance, that stressful 

conditions can lead to deleterious organic diseases. Measurement of cortisol levels (or its 

metabolites) has been used as a physiological parameter for investigating the welfare of both 

domestic and wild animals. Laboratory techniques used for such measurements have been 

under improvement in order to achieve more precise, safe and cheap assays. In the present 

study we aim at comparing quantitatively two assays – radioimmunoassay and enzyme 

immunoassay – by using domestic cats faecal samples (single and in-group housed cats). The 

relevance of this study lays on the use of a pioneering technique, cheap and safe, besides the 

establishment of a scientific cooperation with a leading university´s laboratory – one of the 

few existing which deals with faecal hormonal dosages. 

 

Keywords: Feline. Radioimmunoassay. Enzimeimmunoassay. Cortisol. Faecal. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A clinica de felinos vem ganhando destaque a cada dia. Os gatos, antes considerados 

apenas “amantes da casa” e não do proprietário, vem dando demonstrações de que esse 

conceito está equivocado. Isto decorria da ideia de que se tratava de uma espécie solitária 

(BEAVER, 2005), entretanto estudos mais recentes o consideram um animal social 

(CROWEL-DAVIS 2004), apresentando afiliações tanto com seus interespecíficos 

(EDWARDS et al., 2007) como com os intraespecíficos (MCDONALD el at., 1987, 

CROWEL-DAVIS 2004).  Entretanto é importante saber se estas interações são benéficas e uma 

ferramenta útil pata tal é o conhecimento da neuroendocrinologia comportamental, que é a 

interação entre o comportamento e a função endócrina presente em todos os vertebrados 

(COCKREM, 2005). 

 Existem dois principais eixos responsáveis pelas respostas frente ao estresse (veremos 

em mais detalhes adiante), e ambos culminam na glândula adrenal, que tem como produto a 

produção de glicocorticoides, principalmente o cortisol e a corticosterona. A mensuração dos 

mesmos tem sido utilizada para investigar a atividade adrenocortical durante a exposição a 

estímulos estressores, como mudanças de ambiente, transporte, tensão social, agressão, 

interação humana, exposição a predadores, entre outros, em diversas espécies animais, 

incluindo felinos, caninos, hienas, lagomorfos, primatas, cervídeos e bovídeos. Existem varias 

vertentes de estudos sobre o assunto, e para obtenção de dados mais fidedignos, novos 

substratos têm sido utilizados para mensuração dos glicocorticoides e demais hormônios, 

como amostras urinarias, fecais e até salivares. Como veremos a frente, o substrato utilizado 

irá variar de acordo com a espécie e seu metabolismo. 

Outra peça de extrema importância nessas avaliações são os métodos de mensuração 

utilizados. Os mais comumente utilizados são os imunoensaios, dentre eles o 

radioimunoensaio (RIA) e o enzimaimunoensaio (EIA). Ambos diferem pelo tipo de 

anticorpo utilizado e pela forma como é feita a leitura dos complexos formados. 

O escopo do presente trabalho consiste em confrontar os resultados dos metabolitos de 

glicocorticoides fecais de gatos domésticos obtidos através do RIA versus EIA. Nossa 

hipótese é que os resultados sejam divergentes quantitativamente, porém acreditamos que 

sejam semelhantes qualitativamente. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1  DEFINIÇÃO DO ESTRESSE 

A palavra estresse foi primeiramente utilizada por Hans Selye, (1936 apud TEIXEIRA 

et al., 2008). O termo estresse foi baseado no termo físico stress, que significa pressão. Seyle 

(1936) denominou Síndrome do Estresse ao conjunto de respostas não específicas do 

organismo frente a agentes ameaçadores da sua integridade (TEIXEIRA et al., 2008). Nesta 

ocorreria à tríade patológica, representada pela hipertrofia da adrenal, ulceração gastro-

intestinal e a involução do timo (TEIXEIRA et al., 2008). 

Selye (1936) também propôs o termo “Síndrome Geral de Adaptação”, o qual 

ocorreria em três estágios – reação de alarme, fase de resistência e fase de exaustão. O 

primeiro estágio corresponde à resposta inicial do organismo a qualquer ameaça, com 

ativação do SNC (sistema nervoso central) e do eixo HHA (hipófise-hipotálamo-adrenal). 

Neste estágio temos aumento da concertação basal de catecolaminas e glicocorticoides. Caso 

o estímulo seja mantido, temos inicio o segundo estágio, fase de resistência, caracterizada por 

mecanismos adaptativos, e caso esses recursos não sejam suficientes, instala-se a fase de 

exaustão, com depleção das reservas energéticas e desenvolvimento de enfermidades, 

podendo culminar em óbito (TEIXEIRA et al., 2008).  

 Chrousos e Gold (1992) redefiniram estresse como o estado de desarmonia ou ameaça 

a homeostasia, promovendo adaptação fisiológica e comportamental, podendo ser especifica 

para um determinado estressor ou generalizada e inespecífica (TEIXEIRA et al ,2008).  

Goldstein (2003) propôs que as alterações no SNC não estão relacionadas apenas com 

situações emergenciais. Situações rotineiras podem causar oscilações neuroendócrinas para 

manter a homeostasia, como presença ou não de alimentos, mudanças na postura e até mesmo 

falar em publico, nos humanos (TEIXEIRA et al ,2008).  

Os estímulos estressantes podem ser fatores físicos, fisiológicos, ambientais ou 

psicológicos. A duração do estímulo, mais que sua intensidade, é o que parece determinar seu 

impacto. Assim, estímulos prolongados geralmente são considerados negativos (“distress”), 

enquanto estímulos breves e que não se repetem, são considerados positivos (“arousal”) 
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(HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al.,2005, PALME et al., 2005, KEAY et al., 2006, 

SCHERIFF et al., 2011; RAMOS, 2012). 

 

2.2 FISIOLOGIA DO ESTRESSE 

O controle fisiológico do estresse se dá por meio de uma cascata de eventos, 

extremamente complexa e meticulosamente controlada por uma série de hormônios e 

neurotransmissores. 

Sabe-se hoje que existem dois principais eixos reguladores na via do estresse, assim 

como proposto por Selye, que são simpato-adrenal (SA) e hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA). Em ambos os eixos, a glândula adrenal tem participação fundamental, secretando 

catecolaminas e glicocorticoides. Muitos outros hormônios estão envolvidos, porém estes dois  

são os mais importantes (HOTZEL E MACHADO FILHO, 2000; PALME et al., 2005). O 

estresse mobiliza varias regiões cerebrais, especialmente o hipocampo. Esta região está 

envolvida no processo de memória, regulação do eixo HHA e com outras funções cognitivas 

(TEIXEIRA et al., 2008, SCHERIFF et al., 2011). 

Os estímulos estressores convergem para uma via comum no cérebro, o núcleo 

paraventricular (NPV), localizado na área medial do hipotálamo. O NPV é o local tanto de 

ativação do eixo HHA, quanto de inativação, decorrente do feedback dos glicocorticoides 

(GUYTON E HALL, 1997; SCHERIFF et al., 2011 ). 

Quando um animal se depara com um agente estressor  o NPV é estimulado, levando a 

liberação do hormônio liberador de corticotrofinas (CRH) e de outros secretagogos, como a 

arginina vasopressina (AVP). A secreção destes neuropeptídeos, nos vasos porta-hipofisários, 

irá estimular a hipófise anterior, com a consequente liberação do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH). Este, por sua vez, atua no córtex da glândula adrenal, 

estimulando a síntese e secreção de glicocorticoides, produto final do eixo HHA, como 

poderemos ver na figura 1 (GUYTON E HALL, 1997, PALME et al., 2005, TEIXEIRA et al., 

2008, SCHERIFF et al., 2011). Em geral este evento pode levar de três a cinco minutos 

(SCHERIFF et al., 2011). 
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Figura 1- Esquema representativo do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e suas respostas frente ao estresse agudo 

e crônico 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte : Scheriff et al. (2011) 
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Como já foi dito, o estresse pode ser agudo ou crônico, sendo este último o mais 

prejudicial. O organismo responde de formas fisiologicas distinta a estes dois agentes, como 

podemos ver na figura acima. O estresse crônico pode aparecer na forma de aumento 

plasmático de glicocorticoides, como visto em humanos, ratos e ovelhas (BEERDA et al., 

1999). Entretanto em algumas espécies o valor sérico de esteroides pode voltar ao normal 

após um período, e o que será observado são alterações no eixo HHA, tornando-se hiper-

estimulado (esquilos, macacos) ou a córtex da adrenal torna-se hiper-sensível ao ACTH 

(galinhas, vacas e ovelhas) (CARLSTEAD et al., 1993, MORMÉDE et al., 2007). De toda 

forma só será possível visualizar tais alterações quando o eixo é reestimulado. 

 Os glicocorticoides são hormônios esteroides metabolizados a partir do colesterol 

(FUJIHARA, 2008). Eles permitem, estimulam ou suprimem respostas durante o estresse, e 

preparam o cérebro para um subsequente estressor. A elevação em suas concentrações 

estimula a degradação de proteínas e RNA nos músculos, pele, tecido adiposo, tecido linfoide 

e tecido conjuntivo, além de exercer um efeito significativo sobre o metabolismo dos 

carboidratos, pela inibição da captação da glicose e metabolismo dos tecidos periféricos, 

particularmente musculatura e adipócitos (DICKSON, 1996 ; MCKENZIE E DEANE , 2005). 

Os glicocorticoides mais importantes são o cortisol e a corticosterona. A 

predominância de cada um deles varia entre as espécies.  Na maioria dos mamíferos, o 

principal glicocorticoide é o cortisol, exceto em  algumas espécies  de roedores, como o rato 

(Rattus norvegicus),  que tem como principal glicocorticoide a corticosterona 

(HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al.,2005).  Nos gatos domésticos temos uma proporção de 4:1 

de cortisol e corticosterona (GRAHAN E BROWN,1996). Os mecanismos de ação de ambos 

também são diferentes, sendo a corticosterona de ação mais central e o cortisol de ação mais 

periférica (PALME et al., 2005). 

O cortisol e outros esteróides são transportados no sangre de maneira livre (fração 

muito pequena) ou conjugados a globulinas específicas, como a transcortina (ou globulina 

ligadora de corticosteroide)  (HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al.,2005). Os glicocorticoides são 

rapidamente lançados na circulação e sua vida media é de 80 a 120 minutos. Seu metabolismo 

ocorre principalmente no fígado, mas também pode ocorrer nos rins, tecido conjuntivo, 

fibroblastos e músculos. (HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al.,2005). 

 Após sua biotransformação, os esteróides são eliminados conjugados na urina ou bile. 

No intestino estes metabolitos podem ser reabsorvidos pela circulação entero-hepática ou 
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degradados pelas bactérias e eliminados nas fezes, como pode ser visto na figura 2. O 

metabolismo hepático do cortisol não está bem definido em todas as espécies, mas já foi 

descrito em ratos (Rattus norvegicus, Mus musculus), ovelhas (Ovis Aires) e no gato 

domestico (Felis catus) (HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al.,2005, PALME et al., 2005). 
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Figura 2 - Esquema representativo das vias metabólicas dos glicocorticoides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Möstl e Palme, (2002) modificado 
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2.3  MENSURAÇÃO DOS GLICOCORTICOIDES 

 

O entendimento da regulação hormonal e a busca por meios de detecção de suas 

concentrações levaram ao desenvolvimento de métodos de analise cada vez mais precisos. 

Antes da década de 60, substâncias contidas no sangue ou em outros fluidos, que 

apresentavam concentrações muito pequenas, eram quase impossíveis de serem dosadas. 

Eram utilizados ensaios químicos e bioensaios não específicos, como a solubilidade 

diferencial ou o conteúdo de iodo nos hormônios tireoidianos (GOMW,1979). 

A técnica utilizando um anticorpo como ligante (imunoensaio) foi descrita pela 

primeira vez por Yallow e Berson (1960). Seu trabalho começou com estudos sobre o 

comportamento do I
135

, marcando proteínas in vivo. O mesmo consistiu na injeção de insulina 

marcada e não marcada, verificando que o antígeno não marcado, por competição, inibia a 

ligação do antígeno marcado ao anticorpo. Desenvolveram então um ensaio para detectar e 

quantificar a insulina no soro de pacientes utilizando anticorpos anti-insulina, através do 

radioimunoensaio (BURDON et al., 1990). Vale ressaltar que tal estudo lhes garantiu o 

premio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1977. 

Neste mesmo ano, 1960, na Inglaterra, Ekins, desenvolveu um método similar para a 

determinação da tiroxina no plasma. Ekins porem usava uma proteína carreadora e não um 

anticorpo. (BURDON et al., 1990).  Engvall e Perlamnn (1971) determinaram 

quantitativamente a imunoglobulina G através de um ensaio enzimático (BURDON et al., 

1990) 

A partir desses eventos, surgiram varias técnicas de mensuração de substancias que se 

apresentam em baixíssimas concentrações no sangue como hormônios, drogas e enzimas. 

Inicialmente o radioimunoensaio foi o mais difundido, sendo substituído por outros métodos 

biológicos, como os ensaios que utilizam compostos fluorogênicos, quimiluminogênicos e 

enzimas como marcadores.  

O principio dos imunoensaios se baseia na ligação antígeno-anticorpo, porém com o 

uso de  antígenos ou anticorpos marcados, podendo ser expresso pela equação abaixo: 
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Ag*+Ag+Ac ↔Ag*Ac + AgAc 

 

Ag- antígeno ou hormônio; 

Ag* - antígeno ou hormônio marcado; 

Ac- anticorpo 

 

A concentração exata com que o equilíbrio é alcançado segue a lei de ação das massas, 

onde o estado de inalterabilidade é obtido quando o produto das concentrações dos dois lados 

da equação permanecem constantes, no que chamamos de zona de equivalência. Assim existe 

um equilíbrio entre a quantidade de ligações entre antígenos-anticorpos marcados e não 

marcados na amostra (PARSLOW et al., 2004).  

No caso dos radioimunoensaios, os antígenos são marcados com um isótopo, tal como 

trítio (
3
H), C

14
 ou I

125
.  (TIZART, 2002). Os imunoensaios utilizam outras formas de 

marcadores como reagentes, como por exemplo as enzimas marcadas (fosfatase alcalina), 

fluorescência ou quimioluminescencia (peroxidase da raiz forte), entretanto o mecanismo de 

ação dos mesmos é semelhante (TIZART,2002, PARSLOW et al., 2004). 

A figura abaixo (figura 03) ilustra a técnica do radioimunoensaio.     
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               Figura 3- Diagrama do radioimunoensaio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              fonte –www.milipore.com (acesso 20 de janeiro de 2013) 

 

Atualmente os dois métodos de mensuração de glicocorticoides mais utilizados são 

radioimunoensaio (RIA) e o enzimaimunoensaio (EIA) (HARPER E AUSTAD,2000 ; 

DEHNHARD et al.,2003). 

Cada ensaio possui seus pontos positivos e negativos. As vantagens do EIA são a não 

utilização de materiais radioativos, os equipamentos são menos custosos e os reagentes de 

fácil preparação. Entretanto muitos anticorpos precisam ser importados e os tampões 

utilizados em outros países diferem dos nossos, o que pode ocasionar em resultados diferentes 

(BROWN et al., 2004 ; MÖST et al., 2005). Além disso os anticorpos são confeccionados 

apenas em dois laboratórios experimentais. 

Embora as dosagens por meio de ensaios radiométricos necessitam de leitores beta ou 

gama e anticorpos radiomarcados, muitas dosagens através destes ensaios foram validados 

para várias espécies (BROWN et al., 2004 ; MÖST et al., 2005). Seus anticorpos são fácil 

aquisição, embora tenham um período de vida muito curto. 
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As concentrações séricas dos glicocorticoides são amplamente utilizadas como um 

indicativo da presença de um estressor, como já dito anteriormente. Entretanto há muitos 

contratempos relacionados à mensuração dos hormônios do estresse, principalmente de 

amostras sanguíneas. A secreção dos mesmos ocorre de forma pulsátil, assim as 

concentrações podem sofrem alterações em poucos minutos, dessa forma amostras coletadas 

por venopunção nos dão um resultado pontual (PALME et al., 2005). Além disso, devemos 

levar em consideração o estresse da coleta e a quantidade de sangue que pode ser coletada 

(PALME et al., 2005). Fora isso, temos casos em que é perigoso ou impossível realizar tais 

coletas, como em animais selvagens. Dessa forma inúmeras pesquisas vêm sendo realizadas 

para que a mensuração seja feita de uma forma não invasiva, lançando mão de outros 

substratos, tais como fezes, urina, mistura de ambos no caso de aves, saliva, leite, pelo e 

cabelo, no caso da espécie humana (BEERDA et al., 1996,WASSER et al., 2002;). 

Nas excreções de todos os vertebrados há uma grande quantidade de metabólitos de 

hormônios esteróides como andrógenos, estrógenos, progestágenos, mineralocorticóides e 

glicocorticoides (dehidroepiandrosterona e corticosterona – mais presente em aves, anfíbios, 

répteis e muitos roedores e cortisol nos demais mamíferos e peixes) (WASSER et al., 2002, 

MÖST et al., 2005). A escolha do melhor substrato a ser utilizado irá variar de acordo com a 

via de metabolização da espécie em estudo (PALME et al., 1996).  

Alguns fatores relevantes devem ser considerados quando são realizadas mensurações 

com amostras não sanguíneas, como possíveis contaminações da amostra (FUJIHARA,2008). 

A longevidade dos hormônios presentes na amostra também é um fator muito importante e 

pode ser influenciada pelas condições de trabalho (temperatura/umidade) ou forma de 

conservação. Dessa forma a sílica e o etanol são utilizados para conservações a curto prazo e 

o congelamento, secagem ou congelamento à seco para conservações a longo prazo 

(WASSER et al., 2002). 

Mudanças na dieta do animal também podem alterar a excreção biliar, podendo 

incorrer em erros na avaliação. Nos estudos com babuínos essa alteração foi eliminada  

através da liofilização das amostras antes da pesagem (WASSER et al., 1993). Hiebert et al 

(2000) relataram que a liofilização eliminou de forma eficiente a variação de quantidade de 

água presente nas amostras, uma fonte potencial de variação entre as concentrações 

hormonais. 
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Outro fator importante quando se lança mão de amostras não sanguíneas, refere-se à 

validação do ensaio que será utilizado. As validações devem ser feitas de forma analítica, ou 

seja, avaliando a sensibilidade do ensaio, sua precisão, paralelismo entre os resultados 

encontrado, além da especificidade. Afora isso, são realizadas validações fisiológicas, com a 

aplicação de ACTH e/ou dexametasona e a avaliação da capacidade do ensaio em mensurar 

grandes variações (PALME et al., 2005).  As pequenas variações do eixo HHA são 

mensuradas através de validações biológicas. Esta se dá submetendo os animais a variações 

ambientais ou pequenos agentes estressantes, como vacinações (PALME et al., 2001; 

(TOUMA E PALME,2005). 

A sensibilidade do ensaio consiste na menor quantidade confiável de hormônios 

detectada e é dividida em dois tipos: menor quantidade de hormônio mensurável diferente de 

zero e com nível de confiança de 95% na curva padrão e menor quantidade de hormônio que 

pode ser mensurada por unidade de fluido biológico (quantidade de hormônio/ml de plasma) 

(BROWN et al., 2004).    

Na medicina veterinária um dos maiores desafios é o encontro do ensaio mais 

apropriado. Como já foi dito cada espécie animal tem um metabolismo de glicocorticoides 

distinto, assim um mesmo ensaio pode ser apropriado para uma determinada espécie e não 

para outra. As variações são tantas que podem aparecer até entre os sexos dentro de uma 

mesma espécie, provavelmente devido a atividade bacteriana intestinal, como foi visto em 

pôneis e porcos (SCHATZ E PALME,2001; PALME et al., 2005).  

Com relação à espécie do presente estudo, os gatos domésticos tem sido utilizados 

como modelo de pesquisa para os felinos selvagens (GRAHAN E BROWN, 1996).  Estudos 

realizados com infusão de hormônios radio-marcados permitiram constatar que por volta de 

80% dos metabólitos esteróides são eliminados nas fezes (GRAHAN E BROWN, 1996, 

SCHATZ E PALME, 2001), como veremos em detalhes a frente. A partir daí imunoensaios 

foram validados para a quantificação dos mesmos nas fezes de felinos domésticos e selvagens 

(GRAHAN E BROWN, 1996, SCHATZ E PALME,2001; VIAU et al.,2005; PAZ et 

al.,2007).  

 

Graham & Brown (1996) foram pioneiros no uso do radioimunoensaio em felinos 

domésticos. Em seu estudo foi administrado cortisol marcado com trítio em três fêmeas, com 

idade média entre 1 a 3 anos. Na sequencia, foram coletadas amostras de fezes e urina a cada 
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duas horas por cinco dias após administração. O intuito do estudo era determinar o tempo de 

eliminação dos metabolitos, sua principal via de excreção e validar um ensaio radiométrico 

que fosse capaz de mensurá-los. Para quantificar os metabolitos dos glicocorticoides tanto nas 

fezes quanto na urina foi utilizado a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) de 

fase reversa. 

 Dentre os resultados foram observados que mais de 80% dos metabolitos do cortisol 

foram eliminados pelas fezes. Além disso, os autores observaram, no HPLC,  a presença de 

vários grupos de metabolitos presentes, enquanto que os glicocorticóides em sua forma pura 

são praticamente inexistentes. Foram encontrados na urina quatro principais grupos de 

metabolitos, enquanto nas fezes foram encontrados muitos grupos de metabolitos.   

Graham & Brown (1996) também utilizaram tais amostras para validar o ensaio 

radiometrico mais apropriado. A priori foi utilizado o ensaio radiométrico RIA cortisol, 

porém este não apresentou resultado satisfatório, não conseguindo realizar as mensurações 

necessárias. Em substituição se lançou mão do ensaio radiométrico RIA duplo corticosterona, 

e este apresentou boa funcionalidade. Estes resultados são atribuidos a reações cruzadas entre 

os metabólitos e os anticorpos policlonais utilizados.  

Em pesquisa subseqüente, Schatz & Palme (2001) reavaliaram a eliminação dos 

metabolitos de glicocorticoides nas fezes e urina e validaram um ensaio enzimático (EIA) 

para os mesmos, estimulando e posteriormente suprimindo o eixo hipófise- hipotálamo-

adrenal (HHA). Para avaliação da excreção dos metabolitos foram utilizados quatro animais, 

agora dois machos e duas fêmeas, entre 09 a 12 anos, e todos foram inoculados com cortisol 

marcado radioativamente, porem agora com C
14

. Novamente o HPLC foi utilizado nas 

amostras para identificar a presença de glicocorticoides e de seus metabolitos.  

Dentre os resultados observados, no HLPC puderam ser vistos a presença de grande 

quantidade de metabolitos, conjugados ou não, porem os não-conjugados em maior 

quantidade.  Foram utilizados então três ensaios enzimáticos para mensuração dos mesmos, 

na tentativa de se validar qual é o mais adequado. Os ensaios enzimáticos utilizados foram – 

cortisol, corticosterona e 11- oxoaetiocholanolone (11-oxo). Este mensura um grupo 

especifico de metabolitos de glicocorticoides – 11,17 dioxoandrostanes (11,17 DOA). Este 

grupo aparece em grande quantidade nas fezes dos felinos domésticos, devido a presença, no 

trato gastro-intestinal,  de bactérias produtoras de C17-C20 desmolase, enzima responsável 

pela clivagem do cortisol em 11,17 DOA. 
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 Nenhum dos ensaios conseguiu acompanhar exatamente o pico de radioatividade, 

entretanto, para gatos domésticos o que melhor conseguiu mensurar os metabolitos foi o  EIA 

11-oxo, diferente do resultado observado nos cães que foi o EIA cortisol. Entretanto, para se 

validar um ensaio, não basta que ele consiga mensurar a substancia esperada, mas que 

também consiga acompanhar as mudanças fisiológicas, e para tanto os animais tiveram seu 

eixo HHA estimulado com a aplicação de ACTH e após alguns dias, foram submetidos a 

dexametasona, suprimindo o eixo. Novamente foram utilizados os três ensaios, e pode-se 

observar, como no primeiro desafio, que o ensaio EIA 11- oxo foi o mais apropriado. A 

validação biológica do ensaio enzimático 11-oxo foi realizada através da mensuração de 

metabolitos de cortisol fecal um dia antes e dois dias após vacinação anual de dez gatos 

(PALME et al., 2001). 

 Schatz & Palme (2001) concluiram também que o EIA corticosterona não foi 

considerado adequado. Este não conseguiu quantificar os metabolitos de cortisol e também 

não foi eficiente para acompanhar as alterações do eixo HHA. Isso se deve a presença de 

inúmeras reações cruzadas com outros metabolitos de esteroides, principalmente os 

andrógenos - (7,8% 5β-androstane-3,17dione e  4,8% 5 β-androstane-3α-ol-17-one). 

Young et al (2004) foram precursores na realização de estudos comparativos entre os 

ensaios. Para tal foram mensurados metabolitos de glicocorticoides das fezes de várias 

espécies de carnívoros domésticos ou não. Os ensaios utilizados foram o RIA duplo 

corticosterona (assim como GRAHAN E BROWN, 1996)  e o EIA cortisol. Foram utilizados 

apenas dois gatos domésticos (um casal), entretanto os resultados obtidos foram interessantes. 

Estes viram melhores resultados com o ensaio radiométrico duplo corticosterona na fêmea e 

com o ensaio enzimático cortisol no macho. Para qualificar os resultados encontrados, Young 

et al (2004) utilizaram o HPLC e observaram que as frações mensuradas por cada ensaio 

foram divergentes, sugerindo assim que os ensaios podem estar mensurando diferentes grupos 

de metabólitos. 
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2.4  PRESENTE PESQUISA 

 

Como vimos anteriormente, não há um consenso na literatura sobre qual o melhor ensaio 

para mensurar os glicocorticoides fecais em gatos. Fora isso, há poucos estudos envolvendo 

bem-estar em gatos domésticos que vivem domiciliados, sozinhos ou em grupos. Pensando 

nisso formou-se, no departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo, um grupo de estudos sobre tal assunto. Baseados em 

pesquisas publicadas com outras espécies, foi realizado um estudo anterior a este. 

Neste primeiro estudo, Ramos e colaboradores (2012), avaliaram os metabólitos dos 

glicocorticoides fecais, através do radioimunoensaio (RIA kit duplo corticosterona - assim 

como foi proposto por Graham & Brown (1996)), em gatos que viviam sozinhos (i.e. único 

pet da família) comparados com gatos que viviam em grandes colônias (i.e. mais de 10 gatos 

por casa), não sendo encontradas diferenças significativas nos valores de glicocorticoides 

fecais entre os grupos. Os autores acreditam que esse resultado deve-se a um mecanismo 

social compensatório, tal como propôs Leyhaussen, 1953(apud LICHTSTEINER E 

TURNER,2008). 

Subsequentemente, e tendo como base a pesquisa realizada por Lichtsteiner & Turner 

(2008), resolveu-se confrontar gatos que viviam sozinhos com gatos que vivem em pequenas 

colônias (i.e. 2-4 gatos por casa). No estudo de Lichtsteiner & Turner (2008) não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos (i.e. gatos sozinhos versus gatos em 

pequenas colônias), entretanto, para a mensuração dos valores de glicocorticoides foram 

utilizadas amostras urinárias, e é sabido que a maior parte dos metabólitos dos 

glicocorticoides nos gatos domésticos é excretada pelas fezes (GRAHAN E BROWN, 1996 ; 

SCHATZ E PALME, 2001). 

Assim sendo, neste segundo estudo avaliamos os dois grupos de animais (i.e. gatos 

sozinhos versus pequenas colônias), tal como fez Lichtsteiner & Turner (2008), porém 

mensurando os metabólitos do cortisol em amostras fecais.  

Outra lacuna encontrada na literatura, refere-se aos ensaios imunológicos utilizados. 

Os ensaios radiométricos são amplamente utilizados, seu protocolo de execução está bem 

estabelecido e seus reagentes/anticorpos são de fácil aquisição. Entretanto, trata-se de um 

ensaio radioativo. Assim além de produzir resíduos que devem ser destinados corretamente, 

seus isótopos possuem uma meia vida muito curta e sua leitura requer equipamentos custosos. 
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Quanto aos ensaios enzimáticos, estes são mais simples de serem executados, requerem 

equipamentos menos onerosos, porém seus anticorpos são de difícil aquisição. 

Considerando-se as limitações e lacunas dos referidos estudos, o presente estudo 

objetivou mensurar os metabólitos de glicocorticoides fecais de gatos sozinhos versus 

pequenas colônias através dos dois ensaios validados para a espécie (RIA duplo 

corticosterona e EIA 11- oxoaetiocholanolone). Nossa hipótese, como já dito anteriormente, 

é que encontraremos diferenças quantitativas entre os ensaios, porem não qualitativas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 LOCAL 

O presente estudo foi desenvolvido em quatro localidades distintas. A conservação das 

amostras e sua pesagem foram realizadas na Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo – Departamento de Clínica Médica. As extrações 

dos metabólitos de glicocorticoides das fezes foram efetuadas no Instituto de Psicologia 

da Universidade de São Paulo. O radioimunoensaio aconteceu  no laboratório de 

Dosagens Hormonais - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade 

de São Paulo – Departamento de Reprodução Animal. O enzimaimunoensaio foi 

executado na Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Viena – 

Departamento de Bioquimica. 

 

3.2 ANIMAIS 

 

Parte da pesquisa foi realizada no departamento de clinica médica da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. Entretanto, se tratando de 

pacientes saudáveis que foram recrutados para tal estudo, não seria plausível esperar que o 

recrutamento de até 140 gatos, ocorresse naturalmente e exclusivamente via hospital 

veterinário.  

Diante disto, decidiu-se que os proprietários seriam recrutados através do hospital 

veterinário e também de outras clínicas e hospitais veterinários particulares localizados na 

cidade de São Paulo. Nestes locais, após contato inicial e apresentação da pesquisa, seguido 

da devida autorização do médico veterinário responsável, cartazes de chamamento foram 

colocados (apêndice 01), convidando proprietários que tinham um, dois, três ou quatro gatos, 

exclusivamente, a participarem da pesquisa. Os mesmos podiam ser orientados pela recepção 

do hospital ou clinica, ou fazer contato diretamente com os pesquisadores através do telefone 

ou endereço eletrônico que estavam afixados no cartaz. 

  Os proprietários recrutados, em torno de 60 (sendo um terço deles proprietários de um 

gato, um terço com dois gatos e o outro terço de três ou quatro gatos), foram contactados por 
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telefone ou por mensagem eletrônica (apêndice 02). No contato inicial realizado com cada 

proprietário, foi realizada uma breve entrevista, selecionando os animais e/ou os proprietários 

que estavam aptos e dispostos a participar da pesquisa. Além da resenha de cada animal 

(idade, sexo, raça e status sexual), foram feitas algumas outras perguntas, seguindo os 

seguintes critérios estabelecidos (questionário em apêndice 03- “check in”): 

 

Critérios de Inclusão 

 animais com mais de seis meses de idade; 

 residir com o proprietário há, pelo menos, quatro meses; 

 não apresentar nenhum problema médico concomitante; 

 não estar tomando nenhum tipo de medicação  ou suplemento alimentar; 

 não apresentar problemas comportamentais; 

 viver exclusivamente domiciliado; 

 não haver nenhum outro “pet” na casa, exceto gatos; 

 

Critérios de Exclusão 

 livre acesso a rua (exceto áreas dentro do próprio quintal); 

 uso de medicamentos ou suplementos; 

 alterações comportamentais; 

 problemas médicos concomitantes; 

 viagens, mudanças de casa, introdução ou saída de um membro da casa (durante o 

período de coletas); 

 visitas ao veterinário ou banhos (durante o período de coleta); 

 fêmeas no estro; 

 presença de outros "pets”; 
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Os animais selecionados para o estudo foram então divididos em três grupos. Os 

grupos foram organizados de acordo com o numero de gatos por residência, assim – grupo I – 

um gato, grupo II- dois gatos e grupo III três ou quatro gatos, num total de 120 animais 

participantes e de 478 amostras fecais ( em dois casos o proprietário conseguiu coletar apenas 

três amostras) 

Solicitamos a cada proprietário que escolhesse aleatoriamente um dia da semana e 

realizasse assim as coletas sempre naquele mesmo dia, num total de quatro semanas. No 

momento da retirada das amostras, foi realizado um check out, esquadrinhando possíveis 

problemas que poderiam ter ocorrido no período das coletas (questionário em apêndice 04). 

 

Critérios de Exclusão pós-recrutamento 

 qualquer problema médico; 

 eventos estressantes; 

 fêmeas no cio durante o período de coleta;  
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A distribuição dos animais segundo o sexo, idade, raça e status sexual podem ser 

visualizadas na tabela abaixo (tabela 1): 

 

Tabela 1 -  Distribuição dos animais dentro dos grupos  segundo sexo, idade, definição racial e 

status sexual 

  Grupo     

Variável Categoria I  II  III  Total   P 

  N %  N %  N %  N   

Sexo Fêmeas 12 52.2  22 55.0  34 59.7  68  0.802 

 Machos 11 47.8  18 45.0  23 40.3  52   

 Total 23 100.0  40 100.0  57 100.0  120   

Idade < 2 anos 8 34.8  11 27.5  15 26.3  34  0.741 

 >= 2 anos 15 65.2  29 72.5  42 73.7  86   

 Total 23 100.0  40 100.0  57 100.0  120   

Definição 

Racial 
CRD1 5 21.7  9 22.5  9 15.8  23  0.669 

 SRD2 18 78.3  31 77.5  48 84.2  97   

 Total 23 100.0  40 100.0  57 100.0  120   

Status 

Sexual 
Inteiros 1 4.3  5 12.5  7 12.3  13  0.538 

 Castrados 22 95.7  35 87.5  50 87.7  107   

 Total 23 100.0  40 100.0  57 100.0  120   

 

Observações
: 1

- com raça definida
; 2

- sem raça definida; 

 

3.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS 

 

Como já foi dito, os proprietários foram instruídos a escolherem aleatoriamente um dia da 

semana e realizarem todas as coletas sempre no mesmo dia, num total de quatro amostras. As 

coletas deveriam ser feitas imediatamente após a defecação, evitando assim qualquer 

degradação bacteriana. Alias esta foi uma forma de nos assegurarmos que as amostras 

correspondiam a cada gato individualmente, em casas com mais de um animal. 
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As amostras coletadas eram armazenadas em coletores universais, identificadas com 

nome, data e horário, e imediatamente submetidas ao congelamento, sendo mantidas no 

freezer até a data em que o pesquisador ia pessoalmente retira-las na residência do 

proprietário participante. Estas eram transportadas em sacolas térmicas com gelo reutilizável e 

conduzidas ao Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo, onde eram armazenadas em freezer a -20º.C . 

 

3.4  FRACIONAMENTO E LIOFILIZAÇÃO 

Anteriormente a liofilização, as amostras foram fracionadas. Ainda congeladas, as 

mesmas foram homogeneizadas com um bastão de madeira e em seguida transferidas para 

tubos tipo falcon, de polipropileno, com tampa. A manutenção das mesmas foi feita em 

freezer a -20º.C até a liofilização. Esta era realizada semanalmente, e as amostras não ficavam 

mais de duas semanas congeladas sem serem liofilizadas. 

Todas as amostras foram liofilizadas com auxilio de um aparelho evaporador giratório 

tipo Speed Vac (Speed Vac – Sc 110, Savant 
R 

), como pode ver na figura abaixo (figura 04). 

A liofilização das amostras padroniza o peso do material fecal utilizado e garante a ausência 

de ação bacterina, já que estas necessitam de água para o seu desenvolvimento, evitando 

assim possíveis degradações. 
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Figura 4 - Evaporador giratório tipo Speed Vac 

 

 

       Fonte- www.core.phmtox.edu (acesso 22 de maio de 2013) 

 

 

3.5 EXTRAÇÃO DOS METABOLITOS DE GLICOCORTICÓIDES FECAIS 

 

A extração realizada nesse estudo, assim como todas as realizadas pelo grupo de pesquisa 

do Departamento, segue a metodologia descrita por Schatz & Palme (2001) modificado.  

Inicialmente alíquotas de 0,2 gramas de fezes liofilizadas foram colocadas em tubos de 

vidro de 15 ml e  diluídas em 5 ml de metanol a 90% (900 ml de metanol:100 ml de água 

destilada).  Estas foram levadas a um agitador  tipo vortex, em velocidade máxima, por 15 

minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante recuperado foi transferido para eppendorfes de 1,5 m, identificados e 

conservados a -20º.C até a realização dos ensaios hormonais. 

 

 

 

http://www.core.phmtox.edu/
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3.6  DOSAGEM HORMONAL DOS METABÓLITOS DE GLICOCORTICÓIDES 

Os níveis de metabólitos de cortisol fecal foram mensurados através de dois 

imunoensaios – radioimunoensaio duplo corticosterona – e – enzimaimunoensaio 11- 

oxoaetiocholanolone. Não foram realizados procedimentos de validação, visto que 

ambos os ensaios já haviam sido validados para a espécie. 

 

3.6.1 RADIOIMUNOENSAIO 

O radioimunoensaio foi validado para gatos domésticos por Graham & Brown (1996).  

Para sua realização as alíquotas do sobrenadante, que estavam armazenadas a -20° C, foram  

diluídas em solução tampão para esteroides – do kit comercial (MP Biomedicals) na 

proporção de 1:20 (950 µl  tampão e 50 µl amostra) e foram novamente  mantidas a  -20° C 

até os próximos passos. 

O kit comercial utilizado foi (Double Antibody Corticosterone ImmuChemTM, MP 

Biomedicals, LLC), exatamente o mesmo que foi utilizado para a  validação na espécie. Este 

utiliza o I 
125

 marcado para quantificação dos esteroides na amostra. Sua quantidade mínima 

de detecção é de 7.7 ηg/ml. Na tabela abaixo (tabela 02) podemos observar as reações 

cruzadas do ensaio: 
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Tabela 2 – Percentual de reação cruzada do conjunto diagnóstico comercial para radioimunoensaio- Double 

Antibody Corticosterone ImmuChemTM, MP Biomedicals, LLC 

ESTERÓIDE REAÇÃO CRUZADA % 

CORTICOSTERONA 100 

DESOXYCORTICOSTERONA 0,34 

TESTOSTERONA 0,10 

CORTISOL 0,05 

ALDOSTERONA 0,03 

PROGESTERONA 0,02 

ANDROSTENEDIONE 0,01 

5 α-DIHYDROTESTOTERONA 0,01 

COLESTEROL  < 0,01 

DEHYDROEPIANDROSTERONE < 0,01 

SULFATO DE DEHYDROEPIANDROSTERONE < 0,01 

11- DESOXYCORTISOL < 0,01 

DEXAMETASONA < 0,01 

20 α-DIHYDROPROGESTERONA < 0,01 

ESTRONA < 0,01 

ESTRADIOL- 17α < 0,01 

ESTRADIOL - 17β < 0,01 

ESTRIOL < 0,01 

PREGNENOLONE < 0,01 

17 α- HYDROXYPREGNENOLONE < 0,01 

17 α-HIDROXYPROGESTERONA < 0,01 

Fonte: bula do kit de RIA 

 

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. 



46 
 

 

 

 

3.6.2 ENZIMAIMUNOENSAIO 

O ensaio enzimático utilizado - 11-oxoaetiocholanolone - foi o validado para a espécie, 

por Schatz & Palme (2001).  O mesmo irá mensurar um grupo de metabólitos - 11,17-

dioxoandrostanes – que parece estar presente em grande quantidade nas fezes dos gatos 

domésticos. 

Como já foi dito, esta etapa do experimento foi realizada na Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade de Viena – Departamento de Bioquímica, sob supervisão do prof. 

Rupert Palme. Para o transporte seguro das amostras, alíquotas de 0,5 ml foram secas em 

banho-maria, a temperatura de 70º.C. Já no departamento de bioquímica da Universidade de 

Viena, as amostras foram ressuspendidas em metanol a 90%, como podemos visualizar na 

figura 05. 

Os procedimentos referentes ao ensaio foram realizados de acordo com os métodos 

utilizados pela instituição (parte do parque de equipamentos utilizados pode ser visto na figura 

06) (Palme et al., 2001, Schatz e Palme, 2001).  

Segue todo o protocolo em anexo (anexo A). 
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Figura 05- Preparação das amostras após ressuspensão 

 

Fonte: Fragoso,P.L.(2013) 

 

Figura 06- Parte do parque de equipamentos utilizados no processo de EIA – Universidade de Viena 

 

 

Fonte: Fragoso, P.L. (2013) 
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3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para a mensuração do valor de metabólitos de glicocorticoides (GCM) de cada animal, foi 

calculada a mediana do valor das quatro amostras fecais. Em seguida elas foram utilizadas 

para comparar os valores gerais de glicocorticoides em função de cada variável de interesse. 

Essa medida foi estabelecida devido a desigualdade de valores encontrados dentro das quarto 

amostras e na tentativa de excluirmos valores discrepantes (“outliers”). 

Dado que a variável GCM apresentou uma distribuição assimétrica, esta foi transformada 

em fração logarítmica, a fim de comparar os grupos e os fatores relacionados com a tendência 

central do GCM. Utilizou-se um modelo de efeito randômico para o estudo. Este leva em 

consideração a dependência da variável dentro do grupo no qual o gato se insere (VERBEKE 

E MOLENBERGHS, 2009). 

As variáveis (sexo, raça, status sexual e idade) foram avaliadas de duas formas distintas: 

sua interação com o grupo e seu efeito principal considerando todos os gatos juntos (i.e. 

excluído a divisão por grupos). O teste utilizado para avaliar a tendência central das variáveis, 

desvinculando as mesmas dos grupos, foi o teste de correlação Pearson.  

A interação dentro dos grupos foi dada pelo F interação do teste estatístico de Walt. 

Quando o valor de interação foi inferior a 0,15, foram realizadas novas analises para explorar 

as possíveis diferenças.  

O intervalo de confiança utilizado foi de 95%.  O mesmo foi obtido para o log (cortisol-

RIA e cortisol-EIA). A transformação inversa nos limites desses intervalos nos dá a 

estimativa da tendência central. 

Todas as análises foram realizadas utilizando o software R! ®. 
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4  RESULTADOS 

 

Os animais participantes da presente pesquisa foram divididos em três grupos 

distintos, de acordo com a quantidade de animais por residência. Foram recrutados e 

finalizaram a pesquisa 23 animais do grupo I(i.e. um gato por residência), 40 animais do 

grupo dois (i.e. dois gatos por residência -20 duplas) e 57 animais do grupo três (i.e. três ou 

quatro gatos por residência-17 trios/quartetos). 

 No grupo três havia sido recrutado mais um quarteto, entretanto nos primeiros 

imunoensaios realizados, observou-se que os mesmos apresentaram valores muito dispares 

dos demais encontrados (valores extremamente altos). Resolveu-se então que os mesmos 

seriam excluídos das demais etapas da pesquisa. 

As amostras fecais dos animais recrutados foram analisadas através de dois 

imunoensaios, que são o radioimunoensaio (RIA) e o enzimaimunoensaio (EIA). O RIA 

utilizado foi o duplo corticosterona, o qual foi validado por Graham & Brown (1996). O EIA 

utilizado foi o 11- oxoaetilcholanolone (11-oxo). O mesmo também foi validado para gatos 

domésticos (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001; MÖST E PALME, 2002).Os 

resultados encontrados serão dispostos respeitando-se a distribuição dentro dos grupos. 
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4.1  RADIOIMUNOENSAIO 

Os resultados obtidos através do ensaio radiométrico duplo corticosterona serão 

apresentados abaixo. Os mesmos serão exibidos respeitando-se sua distribuição nos grupos. 

 4.1.1  GRUPO I 

 O grupo I foi composto por 23 animais participantes, num total de 92 amostras. O valor 

médio encontrado para o grupo foi de GCM = 100,93 ug/g de fezes secas. O menor valor 

encontrado dentro do grupo I foi do animal Tadeu, com 17 ug/g de fezes secas. O maior valor 

encontrado foi do animal Frajola, com 240,50 ug/g de fezes secas. 

 A distribuição dos valores pode ser acompanhada através do gráfico abaixo (gráfico 01). 

 

 

Gráfico 01 – Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabólitos de cortisol (ug/g fezes secas) em    

amostras fecais de gatos que vivem sozinhos 
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4.1.2 GRUPO II 

 

O grupo II foi constituído por 40 animais, num total de 160 amostras analisadas. O 

valor médio encontrado dentro do grupo foi de GCM= 32,85 ug/g de fezes secas. O menor 

valor encontrado foi de 10 ug/g de fezes secas, do animal Nino*.  Já o maior valor observado 

foi de 76,50 ug/g de fezes secas do animal Charlote.  

Os valores das medianas de cada animal podem ser vistos no gráfico abaixo (gráfico 

02). 

 

. 

 

Gráfico 02 – Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabólitos de cortisol (ug/g fezes secas) em 

amostras fecais de gatos que vivem em duplas 
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4.1.3 GRUPO III 

 

O grupo III constitui-se de 57 animais, subdivididos em 17 trios ou quartetos. O total 

de amostras analisadas foi de 226, visto que dois animais (Princesa e Nala) possuem apenas 

três amostras fecais, já que os proprietários não conseguiram finalizar as coletas. O valor 

médio de metabolitos de glicocorticoides encontrados dentro do grupo foi de GCM= 33,18 

ug/g de fezes secas.  O menor valor encontrado foi de 9 ug/g de fezes secas, do animal Olavo. 

Já a maior concentração vista foi do animal Misti, com 122,50 ug/g de fezes secas.  

No gráfico abaixo (gráfico 03) podem ser visualizados os valores encontrados por 

animal e sua distribuição dentro do grupo. 

 

 

Gráfico 03 – Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabólitos de cortisol (ug/g fezes secas) em 

amostras fecais de gatos que vivem em trios e/ou quartetos 
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Com base nos valores encontrados individualmente e dentre os grupos, conforme 

visualizados acima, temos as seguintes análises estatísticas. 

  

 Tabela 3 - Medidas descritivas do Cortisol - RIA segundo o grupo e o teste, obtido no modelo de efeitos 

aleatórios para o logaritmo de RIA 

Variável Categoria N Min Q1 Mediana Q3 Máx Média DP P 

Grupo 
Sozinhos 

23 
17.00  34.00  67.00  182.50  240.50  100.93  16.36 

<0.001 

 
Pares 

40 
10.00  22.25  29.75  37.50  76.50  32.85 2.56 

 

 
3 or 4 

57 
9.00  21.00  28.00  37.00  122.50  33.18  2.61 

 

 

Referente aos valores médios de GCM encontrados dentro dos grupos, há uma 

diferença significativa entre eles (p < 0,001), todavia esta  não se dá entre todos os grupos, e 

sim entre o grupo I ( média :100,93; DP:16,36) e os demais grupos II e III (média – 32,85; 

DP-2,56 e média – 33,18; DP- 2,61, respectivamente) (gráfico 4). 

 

 

 

 

  

Gráfico 04 - Valores médios de GCM – com desvio padrão- dentro dos grupos- radioimunoensaio 
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Dentro das variáveis estudadas, temos os seguintes resultados: 

 

 Tabela 04 - Medidas descritivas do Cortisol - RIA  de acordo com características demográficas e do teste obtido 
no modelo de efeitos aleatórios para o logaritmo de RIA 

Variável Categoria N  Min Q1 Mediana  Q3 Max Média DP P 

Sexo Fêmea 68  11.50  22.00  30.25  41.75  217.50  43.68  5.25 Int: 0.832 

 Macho 52  9.00  23.50  32.00  56.75  240.50  49.17  6.90 Sexo: 0.785 

Definição 
Racial 

CRD1 23 10.00 21.00 33.00  76.00 220.50 59.61 11.64 Int: 0.288 

 SRD 2 97  9.00  22.50  30.50  42.00  240.50  42.85  4.39 Raça: 0.103 

Status 
Sexual 

Inteiro 13 17.00  20.50  23.50  27.50   49.50  26.65   2.60 Int: 0.619 

 Castrado 107 9.00  22.50  33.00  49.50  240.50  48.42  4.66 SS: 0.174 

Grupo Idade         Int: 0.075 

I < 2 anos 8 28.00 36.00 146.50 207.00 240.50 130.94 31.52 Idade: 0.092 

 >= 2 anos 15 17.00 26.00 45.00 148.50 217.50 84.93 18.08  

II < 2 anos 11 14.00 22.00 23.50 30.50 76.50 30.95 5.33 Idade: 0.867 

 >= 2 anos 29 10.00 22.50 33.00 39.00 68.50 33.57 2.95  

III < 2 anos 15 11.50 18.00 29.00 43.00 63.50 31.93 3.97 Idade 0.115 

 >= 2 anos 42 9.00 21.00 28.00 36.50 122.50 33.63 3.2  

 

Observações: 1- com raça definida ;  2- sem raça definida; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

 

 

Não há interação entre sexo e grupo, visto que as diferenças entre os sexos são 

similares em todos os grupos (F interação- 0,832). Além disso não houve diferença 

significativa entre os valores encontrados para machos e fêmeas e suas concentrações de 

glicocorticoides ( p-0,785). Também não há interação entre raça e grupo (F interação- 0,288) 

e não há diferença significativa entre seus valores de GCM  (p-0,103). Com relação ao status 

sexual também não há interação entre este e os grupos (F interação- 0,619) e nem entre as 

concentrações de cortisol (p-0,174). 

Referente à idade, há indicação que existe interação entre esta e os grupos (F 

interação- 0,075). Entretanto explorando a diferença entre os gatos jovens e adultos, dentro de 

cada grupo, não há uma diferença significativa entre eles (GI p-0,092; GII p-0,867 e GII p-

0,115). No grupo I foi observada uma tendência a diferença (p- 0.092) (gráfico 05) 

 

 

 

 

Gráfico 05- Valores de GCM médios e desvio padrão alocados pela divisão em grupos - 

Radioimunoensaio 
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4.2  ENZIMAIMUNOENSAIO 

 

Os resultados obtidos através do ensaio enzimático 11- oxoaetiocholanolone serão 

apresentados a seguir, seguindo as divisões dos grupos.  

 

4.2.1 GRUPO I 

 

Das 92 amostras fecais estudadas no grupo I, temos como valor médio de cortisol 

GCM 337,71 ng/g = 0,34 ug/g de fezes secas. O menor valor encontrado nesse ensaio foi do 

animal Sucki, com 24,86 ηg/g de fezes secas. Em contrapartida, o maior valor encontrado foi 

de 1602,54 ηg/g de fezes secas, do animal Magnólia, como pode ser observado no gráfico 06.  

Os valores encontrados no ensaio, para cada animal, e sua distribuição podem ser 

vistas no gráfico abaixo (gráfico 06). 

 

 

Gráfico 06– Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabólitos de cortisol (ηg/g fezes secas) em 

amostras fecais de gatos que vivem sozinhos 
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4.2.2 GRUPO II 

 

O valor médio de glicocorticoides encontrado neste grupo foi de GCM= 268,09 ng/g  

= 0,27 ug/g de fezes secas.  Dentre as 160 amostras estudadas, a que revelou maior 

quantidade de metabolitos foi do animal Fifi, com 1052,61 ng/g de fezes secas. Já o menor 

valor encontrado neste ensaio foi de 12,95 ng/g de fezes secas do animal Juliano. 

A disposição dos valores de cortisol dentro do grupo pode ser visualizada no gráfico a 

seguir (gráfico 07). 

 

 

Gráfico 07 – Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabólitos de cortisol (ηg/g fezes secas) em 

amostras fecais de gatos que vivem em duplas 
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4.2.3 GRUPO III 

 

Dentre os valores obtidos das 226 amostras de fezes do grupo III, o valor médio 

encontrado foi de GCM= 314,87 ng/g de fezes secas = 0,31 ug/g de fezes secas. Os valores 

correspondentes a cada animal podem ser vistos no gráfico a seguir (gráfico 08). 

A menor mensuração observada neste grupo e para este ensaio foi do animal Rubi, 

com valor de cortisol de 7,02 ng/g de fezes secas. Em contrapartida, o animal Duquesa 

apresentou o valor de 1261,62 ng/g de fezes secas, sendo o maior valor encontrado dentro do 

grupo. 

 

 

Gráfico 08 – Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabólitos de cortisol (ηg/g fezes secas) em 

amostras fecais de gatos que vivem em trios e/ou quartetos 
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 Conforme os resultados obtidos temos as seguintes análises estatísticas 

 

 Tabela 5 - Medidas descritivas do Cortisol - EIA de acordo com grupo e teste obtidos no modelo de efeitos 
aleatórios para o logaritmo da EIA 

Variável Categoria N  Min Q1 Mediana  Q3 Máx Média DP P 

Grupo I 23 24.86 78.47 220.22 531.80 1602.54 337.71 75.61 0.816 

 II 40 12.95 66.57 207.48 378.27 1052.61 268.09 37.14  

 III 57 7.02 55.12 227.11 449.96 1261.62 314.87 42.06  

 

 

Não houve uma diferença significativa nas concentrações de GCM em função do tamanho 

do grupo (GI: média=337.71 ng/g, DP= 75.61; GII: média=268.09 ng/g, DP= 37.14; GIII: 

média=314.87 ng/g, DP= 42.06; F interação=0.20, p=0.816).  

Foi realizada uma análise complementar, sendo criada a variável DP_EIA que representa 

o desvio padrão das quatro medidas de metabólitos de glicocorticoides fecais (derivada das 

quatro amostras de cada gato). Isso permite-nos explorar as variações “intra-gato” para cada 

um dos animais dentro dos três grupos, como podemos visualizar na tabela 06 abaixo. 

 

 Tabela 6-Medidas descrtivas da variável DP_EIA obtida de acordo com o grupo e teste obtido no modelo de 
efeito aleatório para o logaritmo DP_EIA 

Variável Categoria N  Min Q1 Mediana  Q3 Máx Média DP P 

Grupo I 23 5.53 22.74 91.99 226.46 1028.52 159.49 46.16 0.771 

 II 40 10.05 32.21 112.77 176.85 989.27 155.38 29.00  

 III 57 4.76 39.15 81.88 267.25 940.55 211.02 34.45  

 

Entretanto não houve diferença significativa entre está variável e os grupos estudados  (p-

0,771). 
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Referente às demais variáveis, temos os seguintes resultados: 

 

 Tabela 7 -Medidas descritivas do Cortisol - EIA  de acordo com características demográficas e do teste obtido no 
modelo de efeitos aleatórios para o logaritmo de EIA 

Variável Categoria n  Min Q1 Mediana  Q3 Max Média DP P 

Sexo Fêmea 68 7.02 62.80 235.17 504.97 1602.54 334.72 41.03 Int: 0.220 

 Macho 52 12.95 62.65 201.24 406.15 1048.76 263.04 33.37 Sexo: 0.419 

Definição 
Racial 

CRD1 23 11.44 123.89 375.99 582.82 1261.62 407.69 71.49 
Int: 0.794 

 SRD2  97 7.02 62.27 202.28 382.72 1602.54 278.99 29.09 Raça: 0.245 

Status 
Sexual 

Inteiro 13 11.44 158.11 231.95 897.73 1261.62 491.57 124.55 
Int: 0.367 

 Castrado 107 7.02 60.48 212.68 407.08 1602.54 280.83 26.29 SS: 0.835 

Grupo Idade         Int: 0.039 

I < 2 anos  8 24.86 70.37 431.94 547.22 1602.54 465.80 180.35 Idade: 0.555 

 >= 2 anos 15 37.62 80.76 153.14 484.09 797.32 269.39 64.35  

II < 2 anos  11 12.95 129.22 241.96 362.00 701.58 269.20 58.25 Idade: 0.887 

 >= 2 anos 29 36.87 65.13 195.70 382.72 1052.61 267.67 46.79  

III < 2 anos 15 7.02 22.75 49.32 267.93 580.68 150.17 46.10 Idade: 0.004 

 >= 2 anos 42 13.03 90.66 272.65 522.18 1261.62 373.70 51.95  

 

Observações: 1- com raça definida ;  2- sem raça definida; 
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Com relação ao sexo, não houve interação dentro dos grupos (F interação – 0,220) e nem 

diferença significativa entre os grupos (p- 0,419). Também não foram observadas diferenças 

significativas entre os valores de GCM e nem interação entre os grupos com relação à raça     

(F interação- 0,794; p-0,245) e ao status sexual ( F interação – 0,367;p-0,835).  

Entretanto no que concerne à idade, pode-se observar que há uma interação entre idade e 

grupos (F interação- 0,039). Isso nos indica que existe uma diferença significativa entre os 

jovens (menos de dois anos) e adultos (mais de dois anos), mas não em todos os grupos. Não 

houve uma diferença significativa entre jovens e adultos no grupo I (p=0.555) e no grupo II    

(p=0.887). Todavia no grupo III os animais adultos apresentaram valores significantemente 

mais altos de GCM (p=0.004) (gráfico 09). 

 

 

 

 

 

Gráfico 09 – Valores de GCM por enzimaimunensaio –média e desvio padrão dos animais alocados em 

grupos e comparados quanto a idade 
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Baseado nessas diferenças encontradas, lançou-se mão de outros testes estatísticos. O 

coeficiente de correlação Pearson analisa os valores de GCM dos animais desmembrando-os 

dos grupos, e neste não houve correlação entre idade e valores de cortisol  neste teste          

(r=0.0209; p=0.8205)(gráfico 10). 

 

 

 

                         Gráfico 10- Correlação entre valores de glicocorticoides através do EIA e idade em meses 

 

 

Visto que, segundo o coeficiente Pearson, não há correlação entre a idade e o cortisol, 

e que há uma diferença significativa entre os valores, lançamos mão de outro teste estatístico. 

Avaliou-se então jovens GI versus jovens GII versus jovens GII, e o mesmo foi feito com os 

adultos. O que foi visto é que não há diferença significativa entre os animais adultos 

(p=0,762). Já entre os animais jovens houve diferença dentro dos grupos (p=0,046): GI x GII 

(p=0.643), GI x GIII (p=0.024) e GII x GIII (p=0.054). Assim pode-se concluir que na 

verdade não são os valores de GCM dos adultos do GIII que estão significantemente mais 

altos, e sim os valores dos jovens do GIII que estão significantemente mais baixos (gráfico 

10). 
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4.3  RADIOIMUNOENSAIO versus  ENZIMAIMUNOENSAIO 

 

 De acordo com todos os resultados obtidos através dos valores de GCM entre os  

grupos e também sua disposição quanto as variáveis, avaliou-se a correlação entre RIA versus 

EIA, buscando averiguar se há uma correlação entre ambos. Entretanto, o coeficiente de 

correlação Pearson (que avalia os gatos independente do grupo que vivem) indicou uma 

pequena correlação entre valores de glicocorticoides fecais de RIA e EIA (r = 0.1752; 

p=0.0556) (gráfico 11). 

 

 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

0 50 100 150 200 250 300

Cortisol - RIA

C
o

rt
is

o
l 
- 

E
IA

 

 

Gráfico 11- Avaliação da relação entre as duas medidas de  metabólitos de glicocorticóides fecais (EIA x RIA) 

 

Segundo Young et al(2004), podem haver diferenças significativas entre os ensaios 

(RIA e EIA) e os sexos. Assim, avaliamos também esta lacuna. Nossos resultados 

demonstraram um coeficiente de correlação Pearson r=0.170 (p=0.005)  para fêmeas e 

r=0.151 (p=0.029) para machos. Embora haja uma correlação significantemente diferente de 

zero, esta não é uma correlação forte (gráficos 12 e 13) 
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                     Gráfico 12 – Correlação entre RIA e EIA mensuradas de acordo com o sexo - fêmeas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    Gráfico 13– Correlação entre RIA e EIA mensuradas de acordo com o sexo – machos 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Radioimunoensaio versus Enzimaimunoensaio 

 

Os ensaios imunológicos são utilizados para avaliar a atividade do eixo HHA. Existem 

diferentes tipos de imunoensaios, sendo o radiométrico e o enzimático os dois mais utilizados 

na endocrinologia comportamental veterinária.  O RIA validado para gatos domésticos foi o 

duplo corticosterona (GRAHAN E BROWN, 1996) e o enzimático foi o EIA 11-oxo 

(PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001).  Como ambos ensaios estão mensurando 

metabólitos de glicocorticoides, e no nosso caso  metabólitos do cortisol, nossa hipótese 

inicial era de que encontraríamos diferenças quantitativas entre os ensaios, mas não 

qualitativas. 

Como pode ser visto nos resultados acima a correlação entre os ensaios enzimático e 

radiométrico, neste estudo, foi muito pequena. Podemos observa-la através do índice de 

correlação de Pearson, que apresentou valor de p- 0,0556 (indicativo de pequeno grau de 

correlação) 

Embora o índice de Pearson desvincule os animais dos grupos, observando-se a 

tendência central dos valores, podemos notar que mesmo quando mantidos alocados em 

grupos, os ensaios cursam de maneira diferente (i.e. diferem-se qualitativamente também 

dentro dos grupos). No RIA foi encontrada diferença significativa entre os valores do GI 

quando comparados aos demais grupos (gráfico 04), a mesma diferença não foi encontrada no 

ensaio enzimático, onde o valor de GCM não apresentou diferença significativa dentro dos 

grupos. Caso os ensaios seguissem a mesma tendência, iriam apresentar resultados 

semelhantes, diferente do que vimos nessa pesquisa. 

Com base nos resultados obtidos, rejeitamos nossa hipótese inicial (i.e que os ensaios 

apresentariam apenas diferenças quantitativas e não qualitativas), e iremos tentar explorar 

quais hipóteses podem estar envolvidas nessas diferenças. 

Como já dito, diferenças quantitativas eram realmente esperadas, já que tratam-se de 

diferentes ensaios, que  fazem uso de anticorpos, reagentes e leitores diferentes, o que 

poderiam garantir tal diversidade. Além disso sua mensuração é realizada em diferentes 

unidades de medida, sendo o RIA mensurado em µg/gramas de fezes (GRAHAN E BROWN, 
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1996; YOUNG et al., 2004) e o EIA  em em ηg/g de fezes (i.e 10
-3

 vezes menor que os 

valores encontrados pelo RIA) (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001).  

Todavia foram encontrados resultados dispares também em relação aos sentidos dos 

ensaios, e não apenas aos valores quantitativos. Por que isso ocorreu? A principal diferença 

entre os ensaios referem-se aos tipos de anticorpos utilizados e com o que realmente estão 

reagindo. Ambos ensaios utilizam anticorpos policlonais, entretanto  o ensaio radiométrico 

parece mensurar , através de reações cruzadas, grupos de metabólitos do cortisol  que 

possuem estrutura semelhante à corticosterona (GRAHAN E BROWN, 1996; YOUNG et al., 

2004). Já o EIA 11- oxoaetilcholanolone mensura um grupo específico de metabólitos, o 

11,17 dioxoandrostanes (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001). Acreditamos que 

o RIA, por realizar sua mensuração através de reações cruzadas, pode estar mensurando não 

somente metabólitos do cortisol, como também outros esteroides e/ou metabólitos que 

estejam sendo eliminados pelas fezes (SCHATZ E PALME, 2001; YOUNG et al., 2004). 

Para nos certificarmos quais metabólitos e/ou esteroides estão sendo realmente mensurados 

seria necessário lançarmos mão do HPLC, avaliando cada fração encontrada e a identificando. 

Embora os imunoensaios demonstrem mensurar metabólitos diferentes, ambos foram 

validados para mensuração de glicocorticoides fecais para a espécie. Entretanto podemos 

fazer algumas ponderações sobre a maneira como a mesma foi feita. A validação do RIA foi 

realizada utilizando-se apenas dois casais de gatos jovens (com idade entre 1 a 3 anos). Já o 

ensaio enzimático foi validado com dez animais senis (i.e 5 casais entre 9 a 12 anos). Será que 

nós encontramos resultados divergentes porque utilizamos 120 animais (478 amostras fecais) 

com idades variadas? Não é sabido se existem alterações metabólicas em função da faixa 

etária, mas estas são encontradas em função do sexo, (YOUNG et al., 2004, GENARO et al 

2007) e podem ser vistas até quando a alimentação é alterada (WASSER et al., 1993). 

Ainda com relação à validação há outro item a ser ponderado. Schatz & Palme (2001) 

e Palme et al (2001) foram os responsáveis pela validação do EIA 11-oxo. Esta foi feita de 

forma fisiológica e biologica. Assim foi demonstrado que este teste é sensível a alterações do 

eixo induzidas por drogas (validação fisiológica) (i.e estimulação do eixo com aplicação de 

ACTH e supressão do mesmo com aplicação de dexametasona)  e também em situações de  

estresse “mais naturais”, como após a vacinação (validação biológica). A validação do RIA 

duplo corticosterona foi realizada apenas de forma fisiológica (i.e apenas com estimulação do 

eixo com ACTH) (GRAHAN E BROWN, 1996). A validação biológica avalia a capacidade 
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do teste em detectar pequenas alterações na atividade adrenocortical e/ou mudanças 

biologicamente significativas na circulação de glicocorticoides (TOUMA E PALME, 2005). 

Assim, considerando-se o que é esperado para uma validação adequada (TOUMA E PALME, 

2005), os procedimentos de Graham & Brown (1996) deixaram uma lacuna em sua execução. 

Dessa forma pode-se concluir que “aumentos significativos na atividade adrenocortical” 

podem ser mensurados pelo RIA, entretanto não o sabemos quando referem-se a pequenas 

alterações e/ou alterações prolongadas do eixo HHA. 

Enfim, podemos atribuir as divergências encontradas entre os testes aos fatores 

apresentados acima. Até o presente momento ainda não há um teste que seja considerado o 

“padrão ouro”. A aplicabilidade dos testes e sua atualização tem-se dado pela facilidade de 

cada laboratório em obter os kits de anticorpos, pelos equipamentos disponíveis e 

principalmente pela habilidade em executa-los. Só valer ressaltar que, por se tratar de 

inúmeros metabólitos presentes em quantidades muito pequenas, a seleção do anticorpo, do 

laboratório e do imunoensaio são de extrema importância. 

 

Dentro de cada ensaio foram observadas algumas particularidades interessantes. Como 

não é possível assegurar qual o teste mais apropriado para a espécie, iremos discutir as 

peculiaridades encontradas em cada um. 
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5.2 RADIOIMUNOENSAIO  

 

Ainda não existem valores de referencia para metabolitos de cortisol fecal. Talvez isso 

seja imputado a difícil tarefa de predizer se um animal está ou não estressado e tomar seus 

parâmetros como  referência. Dessa forma os resultados são comparados traçando-se um 

paralelo com os demais estudos na espécie.  

Young et al (2004) foram, dentro  de todas as pesquisas publicadas com 

radioimunoensaio em felinos domésticos, aqueles que  encontraram os resultados mais 

díspares dentro da espécie. Esses encontraram como valor médio 0,348 µg/g de fezes secas 

para o macho e  0,7462 µg/g de fezes secas para a fêmea. Esses valores são  muito pequenos 

quando comparados com os demais estudos, incluindo este. Pode-se atribuir tamanha 

diferença de concentração de glicocorticoides à metodologia utilizada para extração dos 

metabólitos e /ou ao pequeno número de animais utilizados na amostra (n=2). 

Com relação aos resultados encontrados nos demais estudos (GRAHAN E BROWN, 

1996; RAMOS et al., 2012), não foram visualizadas grandes variações entre eles. A 

metodologia utilizada por Ramos et al (2012) foi semelhante a utilizada na presente pesquisa, 

diferenciando-se apenas no álcool utilizado (etanol x metanol, respectivamente) e na sua 

concentração (80% x 90%). Ramos e colaboradores (2012) estudaram animais sozinhos 

versus grandes colônias, e não foram encontradas diferenças significativas entre os  seus 

resultados (71,9 g/g e  59,9 g/g, respectivamente).  O valor médio de metabólitos de 

cortisol encontrados nesta pesquisa (desconsiderando os grupos ) foi de 55,65 g/g, valor 

semelhante ao encontrado por Ramos et al (2012). O único resultado divergente entre os 

referidos estudos foi o encontrado por Grahan & Brown (1996) para os machos inteiros, como 

veremos adiante. 

No estudo conduzido por Grahan & Brown (1996), foram encontradas diferenças 

significativas entre os valores para machos inteiros (139,7 µg/g) quando comparados com os 

demais animais (machos castrados - 58,2 µg/g, fêmeas inteiras - 51,1 µg/g e fêmeas castradas- 

25,6 µg/g). Os autores haviam atribuído tal elevação ao fato de serem animais do sexo 

masculino e não castrados, sugerindo que estes se encontravam elevados talvez por se 

tratarem de animais realmente mais “estressados” que os demais participantes ou que os 

testículos estariam  produzindo algum outro metabólito que reagisse ao ensaio. Genaro et al 
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(2007) sugere que o eixo HHA pode agir e/ou reagir de forma diferente entre os sexos da 

mesma espécie. Young et al (2004) também encontrou diferenças entre os sexos em sua 

pesquisa. Entretanto essas diferenças não foram encontradas  por Ramos et al (2012) e 

também não foram visualizadas no  presente estudo. Podemos atribuir essas variações ao 

pequeno numero de animais utilizados nas demais pesquisas (i.e Grahan & Bronw (1996) 

utilizaram  apenas 4 machos inteiros e 3 castrados e Young et al (2004) utilizaram apenas um 

casal). 

Contudo os valores observados no grupo I desta pesquisa são semelhantes aos 

encontrado nos machos inteiros do estudo de Grahan & Brown (1996). Acreditamos que não 

exista correlação entre o sexo e os níveis de cortisol, entretanto o que há em comum entre 

esses animais? Será que estes estão apresentando valores muito altos? Ou será que os demais 

estão apresentando valores muito baixos? 

Infelizmente pela falta de um valor de referencia não é possível responder com 

precisão estas perguntas. Contudo, quando foi realizado o recrutamento desta pesquisa, 

buscou-se animais aparentemente sem “estresse”, seja físico ou comportamental (i.e. animais 

com bom estado de saúde e sem problemas de comportamento evidentes). Assim, podemos 

acreditar que os valores encontrados nessas amostras fecais são os mais “próximos” do valor 

fisiológico.  Mas o que há de diferente no grupo I e nos machos inteiros do estudo de Grahan 

& Brown (1996)? 

Como já dissemos, acreditamos que não ocorra correlação entre sexo e cortisol fecal. 

Entretanto uma característica comum de machos inteiros e que pode ser atribuída aos animais 

sozinhos, refere-se a exploração e /ou locomoção pelo ambiente (BEAVER, 2005).Animais 

que vivem sozinhos no ambiente podem explorar livremente o mesmo, sem riscos de 

interações com outros contactantes.  Essa maior atividade pode levar a um amento dos níveis 

de cortisol, no que poderíamos atribuir como um fator de estresse positivo (arousal). 

Entretanto, em pesquisa ainda não publicada (RAMOS et al., 2013) foram observados que 

gatos que vivem sozinhos são mais manipulados, acariciados pelos proprietários, o que pode 

ser um fator de estresse negativo (distress). 

Podemos também pressupor que os valores do grupo I  estejam dentro da normalidade, 

enquanto dos demais grupos  estejam abaixo, devido ao estresse crônico da vida em grupo. Os 

gatos constituem uma espécie tipicamente solitária, apreciando relacionamentos mais 

distantes. Mesmo com exemplos de comportamentos afiliativos entre co-específicos 
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(CROWELL- DAVIS,2004) e entre inter-específicos (EDWARDS et al 2007), os felinos 

ainda apreciam a independência e passam grande parte do seu tempo isolados 

(BEAVER,2005). Assim conviver em grupos pode ser um fator estressante, mesmo que não 

hajam comportamentos visíveis aos proprietário que indiquem isso.  

Além disso, para avaliar se os animais estão realmente estressados ou não, seriam 

necessárias associar avaliações comportamentais, assim como observado por Carlstead et al 

(1993). Este visualizou em animais submetidos a mudanças na rotina (considerados 

estressados), que os mesmos permaneciam mais tempo escondidos atrás da caixa sanitária, 

brincavam menos,  exploravam menos o ambiente, se higienizavam menos, comiam mais e 

passavam mais tempo na chão. 

Referente às demais variáveis exploradas nesta pesquisa –raça e status sexual-  não 

encontramos correlação entre as mesmas e os valores de cortisol, assim como visto por Ramos 

et al(2012). As diferenças vistas com relação ao sexo já foram exploradas anteriormente. Nos 

demais estudos tais variáveis não foram analisadas, talvez por contarem com um pequeno 

numero de animais participantes. Com relação aos resultados encontrados por Grahan&Brown 

(1996) no que se refere aos machos castrados, não encontramos nesta pesquisa nenhuma 

correlação entre cortisol e sexo e nem entre cortisol e status sexual, assim como visto também 

por Ramos et al (2012). Foi visto uma pequena correlação entre idade e níveis de 

glicocorticoides nos animais do grupo I (p= 0.092). Parece que os animais mais jovens do 

grupo I possuem valores mais elevados de glicocorticoides que os demais. Acreditamos que 

esta pequena correlação pode estar ocasionada pelos mesmos fatores que contribuem para que 

todo o grupo I tenha valores de GCM mais altos, ou seja, que os animais mais jovens estejam 

se locomovendo mais e/ou explorando mais o ambiente (estresse positivo – arousal) 

(BEAVER,2005) ou que estão sendo mais manipulados e acariciados pelos proprietários 

(estresse negativo- distress)(RAMOS et al., 2013 – não publicada) 
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5.3 ENZIMAIMUNOENSAIO 

 

Referente aos valores de GCM encontrados dentro do nosso estudo, não é possível 

inferir se nossos participantes estão ou não estressados, visto que não existe um valor de 

referencia para metabolitos de cortisol fecal, como já visto. O que iremos fazer é traçar um 

comparativo com os demais estudos realizados na espécie e seus respectivos resultados. 

O valor médio encontrado nesse estudo, desconsiderando os grupos, foi de 306,89 ng / 

g de fezes secas. Palme et al (2001); Schatz & Palme (2001) obtiveram um valor basal de 

195,77 ng / g de fezes úmidas e após estimulação do eixo com ACTH obtiveram 591,89 ng / g 

de fezes úmidas. Nossos resultados são mais elevados do que os encontrados por Palme et al 

(2001); Schatz & Palme (2001) como basais, entretanto são inferiores aos encontrados após 

estimulação do eixo. Dessa forma poderíamos afirmar que nossos participantes estão mais 

estressados? Ou podemos supor que estão menos estressados porque seus valores estão 

inferiores aos encontrados apos estimulação com ACTH?  

Nenhuma dessas perguntas pode ser respondida apenas baseando-se nos valores dos 

glicocorticoides. As diferenças encontradas nos estudos podem ser ocasionadas por diversas 

circunstancias, como por exemplo pelas etapas realizadas na extração. Palme et al (2001); 

Schatz & Palme (2001) mantiveram as amostras 30 minutos na multivortex enquanto em 

nosso estudo as amostras foram mantidas por apenas 15 minutos, além do que  os primeiros 

adicionaram uma etapa extra, após a primeira extração, com metanol a 100 %. Outra diferença 

entre os ensaios alude ás concentrações do álcool utilizado na etapa inicial de extração. Nossa 

pesquisa utilizou metanol a 90%, enquanto Palme et al (2001); Schatz & Palme (2001) 

utilizaram metanol a 80%. Devido a maior concentração do álcool esperava-se um incremento 

em 5% nos valores de GCM 
1
. Contudo os valores obtidos são superiores ao acréscimo 

estimado. Uma outra variante  observada entre os estudos refere-se a utilização de fezes 

úmidas por Palme et al (2001); Schatz & Palme (2001) enquanto nos demais estudos, 

incluindo o presente, foram utilizadas amostras de fezes secas. 

 

1
-Informação verbal fornecida pelo Prof.Rupert Palme em Novembro/2011 na Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade de Viena. 
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Podemos traçar também um paralelo com outro estudo desenvolvido nesta 

universidade. Neste foram estudados animais que vivem em colônias (pequenas e grandes) e  

que apresentam alterações médicas e/ou comportamentais (micção inapropriada por 

“Spraying” e “Toileting”) (RAMOS,2012). Todo o protocolo utilizado em ambos trabalhos 

(i.e. no referido acima e no presente) foram idênticos, exceto na conservação das amostras. 

Nossas amostras, após serem recolhidas na residência dos proprietários, eram armazenadas 

em freezer a -20 
o.
C e eram rapidamente liofilizadas (após uma ou duas semanas de 

congelamento). Já no estudo conduzido por Ramos (2012) as amostras foram armazenadas em 

freezer a -80º.C e posteriormente liofilizadas todas de uma única vez. 

 Os animais do grupo “Spraying” (i.e. apresentavam micção inapropriada na forma de  

“spraying”)  apresentaram uma mediana de valores de GCM 517,53 ng / g de fezes. Esses 

valores encontram-se bem elevados quando comparados com os encontrados em nosso estudo 

(mediana - 227,11 ng / g de fezes), e são semelhantes aos encontrados por Palme et al (2001); 

Schatz & Palme (2001)  , após estimulação do eixo . Já os animais pertencentes ao  grupo 

“Toileting” (i.e. apresentavam micção inapropriada na forma de “toileting”) apresentaram seu 

valor médio de 355.91 ng/g de fezes. Estes assemelham-se mais aos resultados encontrados na 

presente pesquisa (média- 306,89 ng/g de fezes).  

Ainda referindo-se ao estudo conduzido por Ramos (2012), ambos grupos estudados 

parecem estar estressados, mesmo porque as alterações de comportamento apresentadas 

podem ser influenciadas por alguma forma de estresse. Mesmo assim, por não existir um 

valor de referencia podemos apenas sugerir que os valores encontrados estão elevados, mas 

não podemos afirmar que estão superiores ao fisiológico. Outro estudo que pode nos servir de 

guia comparativo foi o realizado por Young e colaboradores (2004). Este obteve como 

resultado um valor médio de 181,0 ng/g de fezes para seu participante macho e 745,1 ng/g de 

fezes na fêmea. 

 Comparando nossos resultados como os demais estudos, podemos notar grande 

diversidade entre os mesmos. Quais os motivos para tamanha divergência? O que podemos 

concluir com esses resultados? 

As divergências de valores de metabolitos de cortisol iniciam-se dentro de cada animal 

estudado (i.e dentro do conjunto de quatro amostras individuais), assim como já havia sido 
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visto nos estudos anteriores (GRAHAN E BROWN, 1996; PALME et al., 2001; SCHATZ E 

PALME, 2001; RAMOS, 2012; RAMOS et al., 2012). Como não existe um valor basal de 

referencia para a espécie, não podemos afirmar se tais variações entre os valores estão dentro 

dos limites fisiológicos esperados ou se os animais em questão estão realmente sob estresse. 

Para o nosso estudo foram selecionados apenas os animais que não apresentavam 

problemas médicos e comportamentais aparentes (sejam conflitos entre os próprios gatos ou 

comportamentos inapropriados individuais), assim esperávamos encontrar um valor o mais 

próximo possível do basal para animais “não estressados”. Entretanto encontrados médias 

superiores as vistas por  Palme et al (2001); Schatz e Palme (2001) e Young et al (2004), este 

ultimo apenas para o macho. Acreditamos que tais diferenças podem ser atribuídas, com 

relação ao estudo conduzido pelos primeiros autores, a idade dos animais selecionados para a 

pesquisa. No referido estudo foram utilizados dez animais senis, como já dito anteriormente, 

assim podemos esperar que a idade estivesse influenciando na atividade do eixo HHA. Além 

do mais existem algumas divergências com relação às etapas de extração e ao uso de fezes 

úmidas, que poderiam também estar influenciando nos resultados. 

Quanto ao estudo conduzido por Young e colaboradores (2004) podemos inferir sobre 

alguns pontos importantes. Inicialmente neste estudo foi utilizado apenas um casal, assim não 

podemos afirmar se os valores vistos são os fisiológicos da espécie ou apenas uma variação 

individual. Além do mais, houve desigualdade no ensaio utilizado, sendo que estes utilizaram 

o EIA cortisol, e nos demais estudos (incluindo o presente) utilizou-se o EIA 11-oxo, assim 

podemos estar novamente mensurando metabólitos diferentes.  

Referente às demais variáveis pesquisadas – raça e status sexual- não foram 

encontrados, neste estudo, correlação entre elas e os valores de cortisol fecal. Com relação ao 

sexo, também não encontramos correlação entre o mesmo e os valores de metabólitos fecais, 

divergindo dos resultados encontrados por Young et al(2004) , porem como já explicado 

anteriormente, este utilizou apenas um casal, dificultando as comparações entre os resultados 

(fisiológico versus variação individual). Entretanto dentro das variáveis estudadas, foi 

possível observar interação entre idade e cortisol fecal.  

Foram encontradas diferença significativas entre os valores de GCM nos animais 

jovens x adultos do grupo III (p=0.004), sugerindo que os animais adultos possuiam valores 

de cortisol mais elevados que os animais jovens do mesmo grupo. Para confirmar tal resultado 

foram realizados mais testes estatísticos, como o teste de Pearson, que desvincula os animais 
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dos grupos pertencentes, e desta vez não foram encontradas diferenças significativas. Em 

outro teste realizado, foram então comparados os valores de GCM dos animais adultos do GI 

x GII x GIII, e não foram observadas diferenças significativas. Estas foram encontradas 

quando foram comparados os valores de glicocorticoides entre os animais jovens do GI x GII 

x GIII, sendo este ultimo o menor encontrado. Dessa forma, concluiu-se que na verdade não 

há diferença significativa entre os valores de GCM nos animais adultos, e sim entre os 

animais jovens.  

Essa diferença não era esperada, visto que animais jovens costumam brincar e explorar 

mais o ambiente (elevando assim os valores de GCM, como visto anteriormente). 

Acreditamos que devido a presença de outros animais, tais comportamentos podem estar 

sendo inibidos, entretanto são necessárias mais investigações para tal confirmação. 

Infelizmente não foi possível concluir claramente qual é o ensaio mais apropriado para 

a espécie. Acreditávamos que iríamos encontrar diferenças quantitativas, e nos surpreendemos 

com as qualitativas. Como não há um outro teste comparativo, e nenhum dos ensaios é 

considerado “padrão ouro” torna-se impossível no momento julgar qual está correto ou não. 

Muito particularmente nos parece que os ensaios enzimáticos aproximam-se mais do “ideal”, 

afinal os mesmos foram validados de forma fisiológica e biológica, e estão mensurando um 

grupo mais específico de metabólitos de cortisol fecal. 

Com relação aos animais e seu estilo de vida- sozinhos ou em  pequenas colônias- fica 

difícil inferir sobre qualidade de vida e bem estar apenas com os valores de GCM. Devemos 

associa-los a avaliações comportamentais, buscando sinais indicativos de estresse. Além disso 

não podemos esquecer do estresse crônico, que pode vir mascarado de normalidade, mas que 

fisiologicamente e comportamentalmente tem seus efeitos deletérios.  

Não há na literatura, até o presente momento, nenhum estudo comparativo neste 

modelo, com grande numero de animais e amostras coletadas. Deixamos uma porta aberta 

para novas pesquisas, tentando desvendar um pouco mais sobre estresse crônico em felinos 

domésticos e qualidade de vida. 
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6  Conclusão 

 

1- Não houve, nesta pesquisa, correlação entre os ensaios radiométricos (RIA duplo 

corticosterona) e enzimáticos (EIA 11- oxoaetiocholanolone). Os ensaios aparentam 

estar mensurando diferentes grupos de metabólitos de cortisol fecal, assim 

apresentaram diferenças quantitativas e qualitativas; 

2- Devido a falta de um teste “padrão ouro” não é possível inferir qual dos dois ensaios 

realmente faz as mensurações mais fidedignas.  Acreditamos que devido às validações 

realizadas, o ensaio enzimático parece estar mais apropriado; 

3- Por não existir um valor de referencia para cortisol fecal em gatos domésticos, não é 

possível afirmar se os animais estudados estão estressados ou não. Comparando com 

os demais estudos, acreditamos que os mesmos estejam dentro do valor fisiológico 

esperado; 

4- Mesmo encontrando resultados semelhantes aos dos demais estudos, não podemos 

afirmar se os mesmos estão ou não estressados, visto que os animais podem apresentar 

valores normais de cortisol e estarem em estresse crônico. 

5- Para avaliar melhor a qualidade de vida dos animais sozinhos e em grupos são 

necessárias mais pesquisas, associando fatores comportamentais aos fisiológicos 

estudados no presente estudo. Afora isso, são necessários ainda mais investigações 

sobre o comportamento do eixo hipófise-hipotálamo-adrenal e o estresse crônico; 
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Apêndice A- Cartaz de recrutamento para o projeto 

 

 

 

 

 

Os gatos domésticos são considerados animais pouco sociais. A vida em grupo gera restrição 

espacial e contato próximo, o que é bastante estressante para alguns indivíduos. 

Adoraríamos conhecer como se relacionam os gatos em sua casa!  

Somos veterinários da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de São Paulo 

interessados no estudo do comportamento e do bem-estar de gatos domiciliados que vivem 

em grupos. Precisamos da sua ajuda! 

Se você possui de 3 a 4 gatos, entre em contato conosco.  A participação em nossa pesquisa 

é gratuita e lhe permitirá conhecer melhor os seus bichanos e lidar com problemas 

decorrentes da vida grupal.   

 

 

 

 

 

 

Dra. Daniela Ramos Tel: 93379910 

Email: daniela.ramos@usp.br 

Dra. Priscila Fragoso Tel: 86350411 

Email: prifragoso@usp.br 

Supervisão: Prof. Archivaldo Reche Junior 

mailto:Daniela.ramos@usp.br
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Apêndice B- Correspondência eletrônica – convite para participação no projeto 

 

Olá, _______________________. 

 

Tudo bem? 

 

Nós, Daniela Ramos e Priscila Fragoso somos  médicas veterinárias  pós graduandas da 

faculdade de veterinária da USP. Pesquisamos principalmente o comportamento de gatos 

domésticos e contamos sempre com a ajuda dedicada e extremamente valiosa dos 

proprietários, que enriquecem nossas pesquisas a medida que nos contam as interessantes 

estórias de seus gatos.  

 

Escrevemos para falar-lhes a respeito de uma pesquisa que estamos dando inicio aqui na 

USP, aproveitando para pedir-lhes ajuda. 

 

Estamos avaliando o comportamento social e os niveis de estresse comparativamente em 

gatos que vivem sozinhos, em duplas e em trios/quartetos. Sabemos que a vida em grupo é 

estressante para muitos gatos e gostariamos de estudar o assunto mais a fundo. Para isso, 

usamos tecnicas laboratoriais modernas para avaliar, atraves de 4 amostras de fezes de cada 

gato, coletadas individualmente, os niveis de algumas substancias (ex: cortisol) sabidamente 

associadas ao estresse. Assim, temos uma "foto" dos niveis diarios de estresse daquele gato, 

naquele dado momento.  

 

Como vocês tem _____ gatos e estamos muito precisando de proprietarios com esse numero 

de animais, gostariamos de convida-los a participarem da pesquisa.  

Não há custo nenhum em participar da pesquisa. Inclusive, ao irmos até a sua casa buscar as 

amostras, podemos orienta-lo em relação ao comportamento dos seus gatos, caso você tenha 

questões a serem esclarecidas ou problemas a serem relatados. 

 

O que vocês acham? 

 

um abraço e obrigada! 

 

Daniela e Priscila 
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Apêndice C - Ficha de recrutamento – “Check in” 

FICHA DE RECRUTAMENTO 
 
Proprietário - nome:_________________________________email: _____________________ 

Endereço e telefone: ___________________________________________________________ 

Número de gatos na casa:_______________________________________________________ 

CHECKLIST: 

NÃO tem menos de 6 meses de idade (nenhum dos gatos)  

GATO (s) vive com o dono, nesta mesma residência, a pelo menos 4 

meses 

 

NÃO convive com outros animais de outra espécie  

NÃO tem acesso livre ao lado de for a da casa (nenhum dos gatos)  

NÃO faz uso de medicação (nenhum dos gatos)  

NÃO apresenta doença ou desordem orgânica (nenhum dos gatos)  

NÃO pretende mudar-se, viajar, reformar a casa ou INTRODUZIR um 
novo membro na família (humano ou animal) durante o período de 
coleta das amostras  
 

 

NÃO pretende levar os gatos ao veterinário durante o período de coleta 

das amostras (ex: para vacinação) 

 

NÃO prevê que alguma gata entre no cio durante o período de coleta 

das amostras 

 

CONSEGUIRÁ identificar e coletar as amostras de cada gato, após não 

mais do que 4 horas da defecação. ACEITA coloca-las em freezer 

imediatamente e lá mantê-las até a visita do pesquisador 

 

Grupo alocado:_____________________________ (I: sozinho; II: dupla; III: trio/quarteto) 

Gato – nome, sexo, status sexual e idade: 

GATO 1: ________________________________________ 

GATO 2: ______________________________________________________________________ 

GATO 3:_______________________________________________________________________ 

GATO 4:_____________________________________________________________________ 

Período da coleta:______________________________________________________________ 
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Apêndice D  – Ficha de acompanhamento do período de coletas – “Check Out” 

 
 

FICHA DE ACOMPANHAMENTO  

 

Dono - nome:_________________________________email: ___________________________ 

Número de gatos na casa:_______________________________________________________ 

Grupo alocado:_____________________________  

 

Data das 4 coletas : 

GATO  1: _________________________________________________________________________________ 

GATO 2: ______________________________________________________________________ 

GATO 3:_______________________________________________________________________ 

GATO 4:_____________________________________________________________________ 
 

Descrição da estratégia de coleta das amostras: 

_____________________________________________________________________________ 

Algum problema durante a coleta das amostras? 

_____________________________________________________________________________ 

Algum evento estressante durante o período de coleta das amostras? 

_____________________________________________________________________________ 

Alguma doença ou desordem orgânica acometeu um ou mais gatos durante o período de coleta das 

amostras? 

_____________________________________________________________________________ 

Alguma fêmea entrou em período de cio durante o tempo de coleta das amostras? 

_____________________________________________________________________________ 

 

 

Data da visita (para coleta das amostras):________________________________________ 
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