PRISCILA LUZIA FRAGOSO

Métodos de imunoensaio nao radiométricos - Enzimaimunoensaio
(EIA) - e radiométricos -Radioimunoensaio (RIA) - na avaliacdo dos
metabolitos fecais de glicocorticéides em gatos domésticos

que vivem sozinhos e em pequenas colonias

Séao Paulo
2013



PRISCILA LUZIA FRAGOSO

Métodos de imunoensaio nao radiométricos -
enzimaimunoensaio (EIA) - E radiométricos -Radioimunoensaio
(RIA) - Na avaliacao dos metabolitos fecais de glicocorticoides
em gatos domésticos que vivem sozinhos e em pequenas
colonias

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
para obtencado de titulo de Mestre em
Ciéncias

Departamento

Clinica Médica

Area de Concentracio

Clinica Veterinaria

Orientador

Prof. Dr. Archivaldo Reche Junior

Sao Paulo

2013



Autorizo a reproducdo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde gue citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO-NA-PUBLICAGAD

(Biblioteca VWirginie Buff D'ipine da Faculdade de Medicina Veteriniria & Zootecnia da Universidade de S3c Paulo)

T.2824 Fragoso, Priscila Luzia
FMVZ Matodos de mmmoensalo nde radiométncees — enzmmoummesnsale (ELA) — e radiometnicos —
radicimminoensaio (RIA) — na avaliagio dos metabolites facais de glicocorticoides em zatos domésticos
que vivem sozinhos e em pequenas colomias / Prseila Luzia Fragose. — 2013,
99f: i

Dhssertacio (Mestade) - Unmersidade de Sio Paulo. Faculdade de Medicma Veterinana e
Zootecma. Departamento de Climica Medica, S30 Paule, 2013,

Programa de Pos-Graduagiio: Clmiea Veterindna
Area de concentragio: Climea Vetermiria

Crientador: Prof D, Archivalde Reche Tumior.

1. Felino. 2. Radisimmmeenszio. 3. Ermmatmmeensato. 4. Cortisol. 5. Feeal I Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Comissdo de Etica no uso de animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Métodos de imunoensaio nao
radiométricos - Enzimaimunoensaio (EIA) - e radiométricos - Radioimunoensaio
(RIA) - na avaliagdo dos metabolitos fecais de glicocorticoides em gatos
domésticos que vivem sozinhos e em pequenas colénias.”, protocolado sob o n°
2072/2010, utilizando 140 (cento e quarenta) gatos, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Archivaldo Reche Junior, estd de acordo com os principios éticos de
experimentagao animal da “Comissao de Etica no uso de animais” da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e foi

aprovado em reuniao de 24/11/2010.

We certify that the Research “Immuneassay non radiometric - enzyme
immuneassay (EIA) - and radiometric - Radioimmunoassay RIA) methods -
evaluation of faecal glucocorticoids metabolites in single housed cats and
catsfrom small colonies”, protocol number 2072/2010, utilizing 140 (one hundred
and forty) cats, under the responsibility Prof. Dr. Archivaldo Reche Junior, agree
with Ethical Principles in Animal Research adopted by “Ethic Committee in the
use of animals” of the School of Veterinary Medicine and Animal Science of
University of Sdo Paulo and was approved in the meeting of day 11/24/2010.

Séao Paulo, 10 de junho de 2013

\
z Rt |
N“ St N O W

Profa. Dra. Denise Tabacchi Fantoni

Presidente
Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, n°87 Fone: + 55 11 3091-7671/7676/0904
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira™ Fax: +55 11 3032-2224
Sao Paulo/SP — Brasil E-mail: fmvz@usp.br

05508-270 http://www.fmvz.usp.br



FOLHA DE AVALIACAO

Autor: FRAGOSO, Priscila Luzia

Titulo: Métodos de imunoensaio ndo radiométricos — enzimaimunoensaio (EIA) — e radiométricos —
radioimunoensaio (RIA) — na avaliacdo dos metabolitos fecais de glicocorticoides em gatos
domeésticos que vivem sozinhos e em pequenas colbnias

Dissertagdo apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em
Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias

Data: / /
Banca Examinadora
Prof. Dr.
Instituicdo: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituicdo: Julgamento:
Prof. Dr.

Instituicéo: Julgamento:




“Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos, e nao 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 ciéncia, e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que
transportasse os montes, e ndo tivesse amor, nada seria.

E ainda que distribuisse toda a minha fortuna para sustento dos pobres, e
ainda que entregasse o meu corpo para ser queimado, e nao tivesse amor,
nada disso me aproveitaria.

O amor € sofredor, € benigno; o amor nao € invejoso; o amor nao trata com
leviandade, nao se ensoberbece.

Nao se porta com indecéncia, nao busca os seus interesses, nao se irrita,
nao suspeita mal;

Nao folga com a injustica, mas folga com a verdade;

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

1 Corintios 13:1-7
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RESUMO

FRAGOSO, P. L. Métodos de imunoensaio ndo radiométricos - enzimaimunoensaio
(E1A) — E radiométricos -Radioimunoensaio (RIA) - Na avaliacdo dos metabdlitos fecais
de glicocorticoides em gatos domésticos que vivem sozinhos e em pequenas coldnias.
[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. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias)- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2013.

A avaliagdo dos niveis de estresse nos animais tem importancia tanto na area médica,
econémica e de bem-estar, assim estudos vem sendo cada vez mais difundidos neste quesito.
Os gatos séo animais de companhia que tem progressivamente conquistado espaco 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 veterinario, e ndo somente pela questdo médica em si mas também pelo bem-estar, ja que
se sabe, por exemplo, que condi¢cbes estressantes podem levar a alteracdes organicas
deletérias. A mensuracdo do cortisol, ou de seus metabdlitos, tem sido utilizada para avaliar
de forma fisiolégica o bem-estar dos animais, tanto domésticos quanto selvagens. As técnicas
para tal mensuracdo também vem sendo aperfeicoadas, buscando-se assim ensaios mais
precisos, seguros e baratos. No presente trabalho pretendemos comparar quantitativamente e
gualitativamente dois imunoensaios — radioimétrico (radioimunoensaio) e enzimatico
(enzimaimunoensaio) - utilizando amostras fecais de gatos domiciliados que vivem sozinhos
ou em pequenas coldnias. Sua importancia deve-se ao uso de uma nova técnica, mais barata e

segura, porém ainda pouco difundida no nosso pais.

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
ndo radiométricos - enzimaimunoensaio (EIA) — E radiométricos -Radioimunoensaio (RIA) -
Na avaliacdo dos metabolitos fecais de glicocorticoides em gatos domésticos que vivem
sozinhos e em pequenas colonias]. 2013. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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 INTRODUCAO

A clinica de felinos vem ganhando destaque a cada dia. Os gatos, antes considerados
apenas “amantes da casa” e nao do proprietario, vem dando demonstra¢cdes de que esse
conceito estd equivocado. Isto decorria da ideia de que se tratava de uma espécie solitaria
(BEAVER, 2005), entretanto estudos mais recentes o consideram um animal social
(CROWEL-DAVIS 2004), apresentando afiliagbes tanto com seus interespecificos
(EDWARDS et al., 2007) como com os intraespecificos (MCDONALD el at.,, 1987,
CROWEL-DAVIS 2004). Entretanto € importante saber se estas interacdes sdo benéficas e uma
ferramenta util pata tal é o conhecimento da neuroendocrinologia comportamental, que é a
interacdo entre o comportamento e a funcdo enddcrina presente em todos os vertebrados
(COCKREM, 2005).

Existem dois principais eixos responsaveis pelas respostas frente ao estresse (veremos
em mais detalhes adiante), e ambos culminam na glandula adrenal, que tem como produto a
producdo de glicocorticoides, principalmente o cortisol e a corticosterona. A mensuracdo dos
mesmos tem sido utilizada para investigar a atividade adrenocortical durante a exposicdo a
estimulos estressores, como mudancas de ambiente, transporte, tensdo social, agressdo,
interacdo humana, exposicdo a predadores, entre outros, em diversas espécies animais,
incluindo felinos, caninos, hienas, lagomorfos, primatas, cervideos e bovideos. Existem varias
vertentes de estudos sobre o assunto, e para obtencdo de dados mais fidedignos, novos
substratos tém sido utilizados para mensuracdo dos glicocorticoides e demais hormonios,
como amostras urinarias, fecais e até salivares. Como veremos a frente, o substrato utilizado

ird variar de acordo com a especie e seu metabolismo.

Outra peca de extrema importancia nessas avaliagdes sdo 0os métodos de mensuragao
utilizados. Os mais comumente utilizados sdo 0s 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
hipdtese € que os resultados sejam divergentes quantitativamente, porém acreditamos que

sejam semelhantes qualitativamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO DO ESTRESSE

A palavra estresse foi primeiramente utilizada por Hans Selye, (1936 apud TEIXEIRA
et al., 2008). O termo estresse foi baseado no termo fisico stress, que significa pressdo. Seyle
(1936) denominou Sindrome do Estresse ao conjunto de respostas nao especificas do
organismo frente a agentes ameacadores da sua integridade (TEIXEIRA et al., 2008). Nesta
ocorreria a triade patoldgica, representada pela hipertrofia da adrenal, ulceracdo gastro-
intestinal e a involugéo do timo (TEIXEIRA et al., 2008).

Selye (1936) também prop6s o termo “Sindrome Geral de Adaptagdo”, o qual
ocorreria em trés estagios — reacdo de alarme, fase de resisténcia e fase de exaustdo. O
primeiro estagio corresponde a resposta inicial do organismo a qualquer ameacga, com
ativacdo do SNC (sistema nervoso central) e do eixo HHA (hipofise-hipotalamo-adrenal).
Neste estagio temos aumento da concertacdo basal de catecolaminas e glicocorticoides. Caso
o0 estimulo seja mantido, temos inicio o segundo estagio, fase de resisténcia, caracterizada por
mecanismos adaptativos, e caso esses recursos nao sejam suficientes, instala-se a fase de
exaustdo, com deplecdo das reservas energéticas e desenvolvimento de enfermidades,
podendo culminar em ébito (TEIXEIRA et al., 2008).

Chrousos e Gold (1992) redefiniram estresse como 0 estado de desarmonia ou ameaca
a homeostasia, promovendo adaptacdo fisiol6gica e comportamental, podendo ser especifica

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

Goldstein (2003) propds que as alteracbes no SNC ndo estdo relacionadas apenas com
situagcBes emergenciais. Situagdes rotineiras podem causar oscila¢cbes neuroendocrinas para
manter a homeostasia, como presenca ou ndo de alimentos, mudancgas na postura e até mesmo
falar em publico, nos humanos (TEIXEIRA et al ,2008).

Os estimulos estressantes podem ser fatores fisicos, fisioldgicos, ambientais ou
psicologicos. A duragdo do estimulo, mais que sua intensidade, € 0 que parece determinar seu
impacto. Assim, estimulos prolongados geralmente sdo considerados negativos (“distress”),

enquanto estimulos breves e que ndo se repetem, sdo considerados positivos (“arousal”)
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(HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,2005, PALME et al., 2005, KEAY et al., 2006,
SCHERIFF et al., 2011; RAMOS, 2012).

2.2 FISIOLOGIA DO ESTRESSE

O controle fisiologico do estresse se d& por meio de uma cascata de eventos,
extremamente complexa e meticulosamente controlada por uma serie de horménios e

neurotransmissores.

Sabe-se hoje que existem dois principais eixos reguladores na via do estresse, assim
como proposto por Selye, que sdo simpato-adrenal (SA) e hipotadlamo-hipo6fise-adrenal
(HHA). Em ambos os eixos, a glandula adrenal tem participacdo fundamental, secretando
catecolaminas e glicocorticoides. Muitos outros hormonios estdo envolvidos, porém estes dois
sdo os mais importantes (HOTZEL E MACHADO FILHO, 2000; PALME et al., 2005). O
estresse mobiliza varias regides cerebrais, especialmente o hipocampo. Esta regido esta
envolvida no processo de memdria, regulacdo do eixo HHA e com outras funcBes cognitivas
(TEIXEIRA et al., 2008, SCHERIFF et al., 2011).

Os estimulos estressores convergem para uma via comum no cérebro, o nucleo
paraventricular (NPV), localizado na &rea medial do hipotadlamo. O NPV é o local tanto de
ativacdo do eixo HHA, quanto de inativacdo, 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
liberacdo do horménio liberador de corticotrofinas (CRH) e de outros secretagogos, como a
arginina vasopressina (AVP). A secrecao destes neuropeptideos, nos vasos porta-hipofisarios,
ird estimular a hipofise anterior, com a consequente liberagio do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH). Este, por sua vez, atua no cortex da glandula adrenal,
estimulando a sintese e secrecdo 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 trés a cinco minutos
(SCHERIFF et al., 2011).
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Figura 1- Esquema representativo do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal e suas respostas frente ao estresse agudo
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Como ja foi dito, o estresse pode ser agudo ou cronico, sendo este Gltimo o mais
prejudicial. O organismo responde de formas fisiologicas distinta a estes dois agentes, como
podemos ver na figura acima. O estresse crénico pode aparecer na forma de aumento
plasmético 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
apos um periodo, e 0 que sera observado sdo alteracdes no eixo HHA, tornando-se hiper-
estimulado (esquilos, macacos) ou a cértex da adrenal torna-se hiper-sensivel ao ACTH
(galinhas, vacas e ovelhas) (CARLSTEAD et al., 1993, MORMEDE et al., 2007). De toda
forma sé seré possivel visualizar tais altera¢cbes quando o eixo é reestimulado.

Os glicocorticoides sdo horménios 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 elevacdo em suas concentragdes
estimula a degradacéo de proteinas e RNA nos musculos, pele, tecido adiposo, tecido linfoide
e tecido conjuntivo, além de exercer um efeito significativo sobre o metabolismo dos
carboidratos, pela inibicdo da captacdo da glicose e metabolismo dos tecidos periféricos,
particularmente musculatura e adipdcitos (DICKSON, 1996 ; MCKENZIE E DEANE , 2005).

Os glicocorticoides mais importantes sdo o cortisol e a corticosterona. A
predominancia de cada um deles varia entre as espécies. Na maioria dos mamiferos, o
principal glicocorticoide € o cortisol, exceto em algumas espécies de roedores, como o rato
(Rattus norvegicus), que tem como principal glicocorticoide a corticosterona
(HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,2005). Nos gatos domésticos temos uma proporgéo de 4:1
de cortisol e corticosterona (GRAHAN E BROWN,1996). Os mecanismos de acdo de ambos
também sdo diferentes, sendo a corticosterona de acdo mais central e o cortisol de acdo mais
periférica (PALME et al., 2005).

O cortisol e outros esterdides sdo transportados no sangre de maneira livre (fragdo
muito pequena) ou conjugados a globulinas especificas, como a transcortina (ou globulina
ligadora de corticosteroide) (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,2005). Os glicocorticoides sio
rapidamente langados na circulagdo e sua vida media é de 80 a 120 minutos. Seu metabolismo
ocorre principalmente no figado, mas também pode ocorrer nos rins, tecido conjuntivo,
fibroblastos e musculos. (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,2005).

Apbs sua biotransformacao, os esterdides séo eliminados conjugados na urina ou bile.

No intestino estes metabolitos podem ser reabsorvidos pela circulacdo entero-hepatica ou
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degradados pelas bactérias e eliminados nas fezes, como pode ser visto na figura 2. O
metabolismo hepético do cortisol ndo estd bem definido em todas as espécies, mas ja foi
descrito em ratos (Rattus norvegicus, Mus musculus), ovelhas (Ovis Aires) e no gato
domestico (Felis catus) (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,2005, PALME et al., 2005).



Figura 2 - Esquema representativo das vias metabdlicas dos glicocorticoides
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2.3 MENSURAGAO DOS GLICOCORTICOIDES

O entendimento da regulacdo hormonal e a busca por meios de deteccdo de suas
concentracdes levaram ao desenvolvimento de métodos de analise cada vez mais precisos.
Antes da década de 60, substdncias contidas no sangue ou em outros fluidos, que
apresentavam concentracdes muito pequenas, eram quase impossiveis de serem dosadas.
Eram utilizados ensaios quimicos e bioensaios ndo especificos, como a solubilidade
diferencial ou o contedo de iodo nos hormdnios tireoidianos (GOMW,1979).

A técnica utilizando um anticorpo como ligante (imunoensaio) foi descrita pela
primeira vez por Yallow e Berson (1960). Seu trabalho comecou com estudos sobre o
comportamento do 1**, marcando proteinas in vivo. O mesmo consistiu na injecéo de insulina
marcada e ndo marcada, verificando que o antigeno ndo marcado, por competicao, inibia a
ligacdo do antigeno marcado ao anticorpo. Desenvolveram entdo 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 Ihes garantiu o
premio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1977.

Neste mesmo ano, 1960, na Inglaterra, Ekins, desenvolveu um método similar para a
determinacdo da tiroxina no plasma. Ekins porem usava uma proteina carreadora € ndo um
anticorpo. (BURDON et al., 1990). Engvall e Perlamnn (1971) determinaram
guantitativamente a imunoglobulina G através de um ensaio enzimatico (BURDON et al.,
1990)

A partir desses eventos, surgiram varias técnicas de mensuracao de substancias que se
apresentam em baixissimas concentracdes no sangue como hormonios, drogas e enzimas.
Inicialmente o radioimunoensaio foi o mais difundido, sendo substituido por outros métodos
biolégicos, como 0s ensaios que utilizam compostos fluorogénicos, quimiluminogénicos e
enzimas como marcadores.

O principio dos imunoensaios se baseia na ligagdo antigeno-anticorpo, porém com o

uso de antigenos ou anticorpos marcados, podendo ser expresso pela equagéo abaixo:
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Ag- antigeno ou horménio;
Ag* - antigeno ou hormdnio marcado;

Ac- anticorpo

A concentracdo exata com que o equilibrio é alcangado segue a lei de a¢do das massas,
onde o estado de inalterabilidade é obtido quando o produto das concentragdes dos dois lados
da equacao permanecem constantes, no que chamamos de zona de equivaléncia. Assim existe
um equilibrio entre a quantidade de ligacbes entre antigenos-anticorpos marcados e nao
marcados na amostra (PARSLOW et al., 2004).

No caso dos radioimunoensaios, 0s antigenos sao marcados com um isétopo, tal como
tritio °H), C** ou I®. (TIZART, 2002). Os imunoensaios utilizam outras formas de
marcadores como reagentes, como por exemplo as enzimas marcadas (fosfatase alcalina),
fluorescéncia ou quimioluminescencia (peroxidase da raiz forte), entretanto 0 mecanismo de
acdo dos mesmos € semelhante (TIZART,2002, PARSLOW et al., 2004).

A figura abaixo (figura 03) ilustra a técnica do radioimunoensaio.



Figura 3- Diagrama do radioimunoensaio
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fonte —www.milipore.com (acesso 20 de janeiro de 2013)

Atualmente os dois métodos de mensuracdo de glicocorticoides mais utilizados séo
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 sdo a nao
utilizacdo de materiais radioativos, 0s equipamentos s80 menos custosos e 0S reagentes de
facil preparagdo. Entretanto muitos anticorpos precisam ser importados e os tampdes
utilizados em outros paises diferem dos nossos, 0 que pode ocasionar em resultados diferentes
(BROWN et al., 2004 ; MOST et al., 2005). Além disso os anticorpos sdo confeccionados

apenas em dois laboratorios 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 varias espécies (BROWN et al., 2004 ; MOST et al., 2005). Seus anticorpos sdo facil

aquisicdo, embora tenham um periodo de vida muito curto.
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As concentragfes séricas dos glicocorticoides sdo amplamente utilizadas como um
indicativo da presenca de um estressor, como ja dito anteriormente. Entretanto h4 muitos
contratempos relacionados a mensuracdo dos hormonios do estresse, principalmente de
amostras sanguineas. A secrecdo dos mesmos ocorre de forma pulsatil, assim as
concentrag0es podem sofrem alteragbes em poucos minutos, dessa forma amostras coletadas
por venopungdo nos ddo um resultado pontual (PALME et al., 2005). Além disso, devemos
levar em consideracdo 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 impossivel realizar tais
coletas, como em animais selvagens. Dessa forma inimeras pesquisas vém sendo realizadas
para que a mensuracdo seja feita de uma forma n&o invasiva, langando méo 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 excrecdes de todos os vertebrados ha uma grande quantidade de metabdlitos de
hormbnios esterdides como andrégenos, estrogenos, progestdgenos, mineralocorticdides e
glicocorticoides (dehidroepiandrosterona e corticosterona — mais presente em aves, anfibios,
répteis e muitos roedores e cortisol nos demais mamiferos e peixes) (WASSER et al., 2002,
MOST et al., 2005). A escolha do melhor substrato a ser utilizado ira variar de acordo com a
via de metabolizacéo da espécie em estudo (PALME et al., 1996).

Alguns fatores relevantes devem ser considerados quando sao realizadas mensuracdes
com amostras ndo sanguineas, como possiveis contaminac6es da amostra (FUJIHARA,2008).
A longevidade dos horménios presentes na amostra também é um fator muito importante e
pode ser influenciada pelas condi¢cdes de trabalho (temperatura/umidade) ou forma de
conservacao. Dessa forma a silica e o etanol sdo utilizados para conservacdes a curto prazo e
0 congelamento, secagem ou congelamento a seco para conservagdes a longo prazo
(WASSER et al., 2002).

Mudancgas na dieta do animal também podem alterar a excrecdo biliar, podendo
incorrer em erros na avaliacdo. Nos estudos com babuinos essa alteracdo foi eliminada
através da liofilizacdo das amostras antes da pesagem (WASSER et al., 1993). Hiebert et al
(2000) relataram que a liofilizacdo eliminou de forma eficiente a variacdo de quantidade de
agua presente nas amostras, uma fonte potencial de variagdo entre as concentragdes

hormonais.
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Outro fator importante quando se lanca mdo de amostras ndo sanguineas, refere-se a
validacdo do ensaio que serd utilizado. As validagdes devem ser feitas de forma analitica, ou
seja, avaliando a sensibilidade do ensaio, sua precisdo, paralelismo entre os resultados
encontrado, além da especificidade. Afora isso, sdo realizadas validac6es fisiologicas, com a
aplicacdo de ACTH e/ou dexametasona e a avaliagdo da capacidade do ensaio em mensurar
grandes variagdes (PALME et al., 2005). As pequenas variacbes do eixo HHA s&o
mensuradas atraves de validacdes biologicas. Esta se da submetendo os animais a variagdes
ambientais ou pequenos agentes estressantes, como vacinacdes (PALME et al., 2001;
(TOUMA E PALME,2005).

A sensibilidade do ensaio consiste na menor quantidade confiavel de hormonios
detectada e € dividida em dois tipos: menor quantidade de horménio mensuravel diferente de
zero e com nivel de confianca de 95% na curva padrdo e menor quantidade de horménio que
pode ser mensurada por unidade de fluido biol6gico (quantidade de horménio/ml de plasma)
(BROWN et al., 2004).

Na medicina veterindria um dos maiores desafios é o encontro do ensaio mais
apropriado. Como ja foi dito cada espécie animal tem um metabolismo de glicocorticoides
distinto, assim um mesmo ensaio pode ser apropriado para uma determinada espécie e ndo
para outra. As variacdes sdo tantas que podem aparecer até entre 0s sexos dentro de uma
mesma espécie, provavelmente devido a atividade bacteriana intestinal, como foi visto em
poneis e porcos (SCHATZ E PALME,2001; PALME et al., 2005).

Com relacdo a 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 infusdo de hormdnios radio-marcados permitiram constatar que por volta de
80% dos metabolitos esteroides sdo eliminados nas fezes (GRAHAN E BROWN, 1996,
SCHATZ E PALME, 2001), como veremos em detalhes a frente. A partir dai imunoensaios
foram validados para a quantificacdo 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
domeésticos. Em seu estudo foi administrado cortisol marcado com tritio em trés fémeas, com

idade media 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 ap6s administracdo. O intuito do estudo era determinar o tempo de
eliminagcdo dos metabolitos, sua principal via de excrecdo e validar um ensaio radiométrico
que fosse capaz de mensura-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 presenca de
varios grupos de metabolitos presentes, enquanto que os glicocorticoides em sua forma pura
sdo 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 ndo apresentou resultado satisfatério, ndo conseguindo realizar as mensuracdes
necessarias. Em substituicdo se langou méo do ensaio radiométrico RIA duplo corticosterona,
e este apresentou boa funcionalidade. Estes resultados séo atribuidos a reacGes cruzadas entre

0s metabdlitos e os anticorpos policlonais utilizados.

Em pesquisa subsequiente, Schatz & Palme (2001) reavaliaram a eliminagdo dos
metabolitos de glicocorticoides nas fezes e urina e validaram um ensaio enzimético (EIA)
para 0s mesmos, estimulando e posteriormente suprimindo o eixo hipéfise- hipotalamo-
adrenal (HHA). Para avaliacdo da excrecdo dos metabolitos foram utilizados quatro animais,
agora dois machos e duas fémeas, entre 09 a 12 anos, e todos foram inoculados com cortisol
marcado radioativamente, porem agora com C**. Novamente o HPLC foi utilizado nas
amostras para identificar a presenca de glicocorticoides e de seus metabolitos.

Dentre os resultados observados, no HLPC puderam ser vistos a presenca de grande
guantidade de metabolitos, conjugados ou ndo, porem 0Ss ndo-conjugados em maior
quantidade. Foram utilizados entdo trés ensaios enzimaticos para mensura¢do dos mesmos,
na tentativa de se validar qual é o mais adequado. Os ensaios enzimaticos utilizados foram —
cortisol, corticosterona e 11- oxoaetiocholanolone (11-ox0). 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 presenca, no
trato gastro-intestinal, de bactérias produtoras de C17-C20 desmolase, enzima responsavel

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 0 EIA
11-oxo, diferente do resultado observado nos cdes que foi o EIA cortisol. Entretanto, para se
validar um ensaio, ndo basta que ele consiga mensurar a substancia esperada, mas que
também consiga acompanhar as mudancas fisiologicas, e para tanto os animais tiveram seu
eixo HHA estimulado com a aplicacdo de ACTH e apos alguns dias, foram submetidos a
dexametasona, suprimindo o eixo. Novamente foram utilizados os trés ensaios, e pode-se
observar, como no primeiro desafio, que o ensaio EIA 11- oxo foi o mais apropriado. A
validacdo bioldgica do ensaio enzimético 11-oxo foi realizada através da mensuragdo de
metabolitos de cortisol fecal um dia antes e dois dias ap6s vacinagdo anual de dez gatos
(PALME et al., 2001).

Schatz & Palme (2001) concluiram também que o EIA corticosterona ndo foi
considerado adequado. Este ndo conseguiu quantificar os metabolitos de cortisol e também
ndo foi eficiente para acompanhar as alteraces do eixo HHA. Isso se deve a presenca de
inimeras reacBes cruzadas com outros metabolitos de esteroides, principalmente os

androgenos - (7,8% 5p-androstane-3,17dione e 4,8% 5 B-androstane-3a-ol-17-one).

Young et al (2004) foram precursores na realizagdo de estudos comparativos entre 0s
ensaios. Para tal foram mensurados metabolitos de glicocorticoides das fezes de varias
espécies de carnivoros domésticos ou ndo. Os ensaios utilizados foram o RIA duplo
corticosterona (assim como GRAHAN E BROWN, 1996) e o EIA cortisol. Foram utilizados
apenas dois gatos domeésticos (um casal), entretanto os resultados obtidos foram interessantes.
Estes viram melhores resultados com o ensaio radiométrico duplo corticosterona na fémea e
com o ensaio enzimatico cortisol no macho. Para qualificar os resultados encontrados, Young
et al (2004) utilizaram o HPLC e observaram que as fracbes mensuradas por cada ensaio
foram divergentes, sugerindo assim que 0s ensaios podem estar mensurando diferentes grupos

de metabdlitos.
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2.4 PRESENTE PESQUISA

Como vimos anteriormente, ndo ha um consenso na literatura sobre qual o melhor ensaio
para mensurar os glicocorticoides fecais em gatos. Fora isso, hd poucos estudos envolvendo
bem-estar em gatos domesticos que vivem domiciliados, sozinhos ou em grupos. Pensando
nisso formou-se, no departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao 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 metabolitos 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. Unico
pet da familia) comparados com gatos que viviam em grandes colénias (i.e. mais de 10 gatos
por casa), ndo sendo encontradas diferencas significativas nos valores de glicocorticoides
fecais entre os grupos. Os autores acreditam que esse resultado deve-se a um mecanismo
social compensatorio, tal como propds 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
colbnias (i.e. 2-4 gatos por casa). No estudo de Lichtsteiner & Turner (2008) ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos (i.e. gatos sozinhos versus gatos em
pequenas coldnias), entretanto, para a mensuracdo dos valores de glicocorticoides foram
utilizadas amostras urinarias, e € sabido que a maior parte dos metabdlitos dos
glicocorticoides nos gatos domésticos € 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 colbnias), tal como fez Lichtsteiner & Turner (2008), porém

mensurando os metabadlitos do cortisol em amostras fecais.

Outra lacuna encontrada na literatura, refere-se aos ensaios imunolégicos utilizados.
Os ensaios radiométricos sdo amplamente utilizados, seu protocolo de execucdo estd bem
estabelecido e seus reagentes/anticorpos sdo de fécil aquisicdo. Entretanto, trata-se de um
ensaio radioativo. Assim além de produzir residuos que devem ser destinados corretamente,

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

equipamentos menos onerosos, poréem seus anticorpos sdo de dificil aquisigéo.

Considerando-se as limitagcOes e lacunas dos referidos estudos, o presente estudo
objetivou mensurar os metabdlitos de glicocorticoides fecais de gatos sozinhos versus
pequenas coldnias através dos dois ensaios validados para a espécie (RIA duplo
corticosterona e EIA 11- oxoaetiocholanolone). Nossa hip6tese, como ja dito anteriormente,

é que encontraremos diferencas quantitativas entre os ensaios, porem nao qualitativas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL

O presente estudo foi desenvolvido em quatro localidades distintas. A conservagdo das
amostras e sua pesagem foram realizadas na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo — Departamento de Clinica Médica. As extracfes
dos metabdlitos de glicocorticoides das fezes foram efetuadas no Instituto de Psicologia
da Universidade de S&o Paulo. O radioimunoensaio aconteceu no laboratério de
Dosagens Hormonais - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sdo Paulo — Departamento de Reproducdo Animal. O enzimaimunoensaio foi
executado na Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de Viena -

Departamento de Bioquimica.

3.2 ANIMAIS

Parte da pesquisa foi realizada no departamento de clinica médica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Entretanto, se tratando de
pacientes saudaveis que foram recrutados para tal estudo, ndo seria plausivel esperar que 0
recrutamento de até 140 gatos, ocorresse naturalmente e exclusivamente via hospital

veterinario.

Diante disto, decidiu-se que 0s proprietarios seriam recrutados atraves do hospital
veterinario e também de outras clinicas e hospitais veterinarios particulares localizados na
cidade de S&o Paulo. Nestes locais, apds contato inicial e apresentacdo da pesquisa, seguido
da devida autorizacdo do médico veterinario responsavel, cartazes de chamamento foram
colocados (apéndice 01), convidando proprietarios que tinham um, dois, trés ou quatro gatos,
exclusivamente, a participarem da pesquisa. Os mesmos podiam ser orientados pela recepcao
do hospital ou clinica, ou fazer contato diretamente com os pesquisadores através do telefone

ou endereco eletrénico que estavam afixados no cartaz.

Os proprietarios recrutados, em torno de 60 (sendo um terco deles proprietarios de um

gato, um terco com dois gatos e o outro terco de trés ou quatro gatos), foram contactados por



39

telefone ou por mensagem eletronica (apéndice 02). No contato inicial realizado com cada
proprietario, foi realizada uma breve entrevista, selecionando os animais e/ou 0s proprietarios
que estavam aptos e dispostos a participar da pesquisa. Além da resenha de cada animal
(idade, sexo, raca e status sexual), foram feitas algumas outras perguntas, seguindo 0s

seguintes critérios estabelecidos (questionario em apéndice 03- “check in”):

Critérios de Inclusdo

e animais com mais de seis meses de idade;

e residir com o proprietéario ha, pelo menos, quatro meses;

e ndo apresentar nenhum problema médico concomitante;

e nd&o estar tomando nenhum tipo de medicacdo ou suplemento alimentar;
e ndo apresentar problemas comportamentais;

e viver exclusivamente domiciliado;

e ndo haver nenhum outro “pet” na casa, exceto gatos;

Critérios de Exclusao

e livre acesso a rua (exceto areas dentro do préprio quintal);
e Uuso de medicamentos ou suplementos;

e alteracGes comportamentais;

e problemas médicos concomitantes;

e viagens, mudancas de casa, introducdo ou saida de um membro da casa (durante o

periodo de coletas);
e visitas ao veterinario ou banhos (durante o periodo de coleta);
e fémeas no estro;

e presenca de outros "pets”;
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Os animais selecionados para o estudo foram entdo divididos em trés grupos. Os
grupos foram organizados de acordo com o numero de gatos por residéncia, assim — grupo | —
um gato, grupo lI- dois gatos e grupo Il trés ou quatro gatos, num total de 120 animais
participantes e de 478 amostras fecais ( em dois casos o proprietario conseguiu coletar apenas

trés amostras)

Solicitamos a cada proprietario 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 possiveis

problemas que poderiam ter ocorrido no periodo das coletas (questionario em apéndice 04).

Critérios de Exclusdao pds-recrutamento

e qualquer problema médico;
e eventos estressantes;

e fémeas no cio durante o periodo de coleta;
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A distribuicdo dos animais segundo o sexo, idade, raca e status sexual podem ser
visualizadas na tabela abaixo (tabela 1):

Tabela 1 - Distribui¢do dos animais dentro dos grupos segundo sexo, idade, definicéo racial e

status sexual

Grupo
Variavel Categoria I II III Total P
N % N % N % N
Sexo Fémeas 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 8 348 11 27.5 15 26.3 34 0.741
>=2 anos 15 65.2 29 725 42 73.7 86
Total 23 100.0 40  100.0 57 100.0 120
Definicdo
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 43 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

Observacdes' *- com raca definida’ > sem raca definida;

3.3 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Como ja foi dito, os proprietarios foram instruidos 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 apos a defecacdo, evitando assim qualquer
degradacdo 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 horario, e imediatamente submetidas ao congelamento, sendo mantidas no
freezer até a data em que o pesquisador ia pessoalmente retira-las na residéncia do
proprietario participante. Estas eram transportadas em sacolas térmicas com gelo reutilizavel e
conduzidas ao Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e

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

3.4 FRACIONAMENTO E LIOFILIZACAO

Anteriormente a liofilizagdo, as amostras foram fracionadas. Ainda congeladas, as
mesmas foram homogeneizadas com um bastdo de madeira e em seguida transferidas para
tubos tipo falcon, de polipropileno, com tampa. A manutencdo das mesmas foi feita em
freezer a -20°.C até a liofilizagdo. Esta era realizada semanalmente, e as amostras ndo ficavam

mais de duas semanas congeladas sem serem liofilizadas.

Todas as amostras foram liofilizadas com auxilio de um aparelho evaporador giratorio
tipo Speed Vac (Speed Vac — Sc 110, Savant *), como pode ver na figura abaixo (figura 04).
A liofilizacdo das amostras padroniza o peso do material fecal utilizado e garante a auséncia
de acdo bacterina, ja que estas necessitam de &gua para o seu desenvolvimento, evitando

assim possiveis degradaces.
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Figura 4 - Evaporador giratorio tipo Speed Vac

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

3.5 EXTRACAO DOS METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES FECAIS

A extracdo realizada nesse estudo, assim como todas as realizadas pelo grupo de pesquisa
do Departamento, segue a metodologia descrita por Schatz & Palme (2001) modificado.

Inicialmente aliquotas de 0,2 gramas de fezes liofilizadas foram colocadas em tubos de
vidro de 15 ml e diluidas em 5 ml de metanol a 90% (900 ml de metanol:100 ml de agua
destilada). Estas foram levadas a um agitador tipo vortex, em velocidade méaxima, 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 -20°.C até a realizacdo dos ensaios hormonais.


http://www.core.phmtox.edu/

44

3.6 DOSAGEM HORMONAL DOS METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES

Os niveis de metabdlitos de cortisol fecal foram mensurados através de dois
imunoensaios — radioimunoensaio duplo corticosterona — e — enzimaimunoensaio 11-
oxoaetiocholanolone. N&o foram realizados procedimentos de validacdo, visto que

ambos 0s ensaios ja haviam sido validados para a espécie.

3.6.1 RADIOIMUNOENSAIO

O radioimunoensaio foi validado para gatos domésticos por Graham & Brown (1996).
Para sua realizacdo as aliquotas do sobrenadante, que estavam armazenadas a -20° C, foram
diluidas em solucdo tampdo para esteroides — do kit comercial (MP Biomedicals) na
proporcdo de 1:20 (950 pl tampéo e 50 pl amostra) e foram novamente mantidas a -20° C

até 0s proximos passos.

O kit comercial utilizado foi (Double Antibody Corticosterone ImmuChemTM, MP
Biomedicals, LLC), exatamente o mesmo que foi utilizado para a validacdo na espécie. Este
utiliza o | ** marcado para quantificacdo dos esteroides na amostra. Sua quantidade minima
de detec¢do ¢ de 7.7 ng/ml. Na tabela abaixo (tabela 02) podemos observar as reacgoes

cruzadas do ensaio:
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Tabela 2 — Percentual de reacdo cruzada do conjunto diagnostico comercial para radioimunoensaio- Double
Antibody Corticosterone ImmuChemTM, MP Biomedicals, LLC

ESTEROIDE REACAO CRUZADA %
CORTICOSTERONA 100
DESOXYCORTICOSTERONA 0,34
TESTOSTERONA 0,10
CORTISOL 0,05
ALDOSTERONA 0,03
PROGESTERONA 0,02
ANDROSTENEDIONE 0,01
5 a-DIHYDROTESTOTERONA 0,01
COLESTEROL <0,01
DEHYDROEPIANDROSTERONE <0,01
SULFATO DE DEHYDROEPIANDROSTERONE <0,01
11- DESOXYCORTISOL <0,01
DEXAMETASONA <0,01
20 a-DIHYDROPROGESTERONA <0,01
ESTRONA <0,01
ESTRADIOL- 17a <0,01
ESTRADIOL - 178 <0,01
ESTRIOL <0,01
PREGNENOLONE <0,01
17 a- HYDROXYPREGNENOLONE <0,01
17 a-HIDROXYPROGESTERONA <0,01

Fonte: bula do kit de RIA

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

O ensaio enzimatico utilizado - 11-oxoaetiocholanolone - foi o validado para a espécie,
por Schatz & Palme (2001). O mesmo ir& mensurar um grupo de metabodlitos - 11,17-
dioxoandrostanes — que parece estar presente em grande quantidade nas fezes dos gatos

domeésticos.

Como ja foi dito, esta etapa do experimento foi realizada na Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Viena — Departamento de Bioquimica, sob supervisao do prof.
Rupert Palme. Para o transporte seguro das amostras, aliquotas de 0,5 ml foram secas em
banho-maria, a temperatura de 70°.C. Ja no departamento de bioquimica 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 instituicdo (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).



Figura 05- Preparacao das amostras ap0s ressuspensdo

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 ANALISES ESTATISTICAS

Para a mensuracdo do valor de metabdlitos 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 funcéo de cada varidvel 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 variavel GCM apresentou uma distribuicdo assimétrica, esta foi transformada
em fracdo logaritmica, a fim de comparar os grupos e os fatores relacionados com a tendéncia
central do GCM. Utilizou-se um modelo de efeito randdmico para o estudo. Este leva em
consideracao a dependéncia da varidvel dentro do grupo no qual o gato se insere (VERBEKE
E MOLENBERGHS, 2009).

As variaveis (sexo, raca, status sexual e idade) foram avaliadas de duas formas distintas:
sua interacdo com o grupo e seu efeito principal considerando todos os gatos juntos (i.e.
excluido a divisdo por grupos). O teste utilizado para avaliar a tendéncia central das variaveis,

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

A interacdo dentro dos grupos foi dada pelo F interacdo do teste estatistico de Walt.
Quando o valor de interacéo foi inferior a 0,15, foram realizadas novas analises para explorar

as possiveis diferencas.

O intervalo de confianca utilizado foi de 95%. O mesmo foi obtido para o log (cortisol-
RIA e cortisol-EIA). A transformacdo inversa nos limites desses intervalos nos da a

estimativa da tendéncia central.

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

Os animais participantes da presente pesquisa foram divididos em trés grupos
distintos, de acordo com a quantidade de animais por residéncia. Foram recrutados e
finalizaram a pesquisa 23 animais do grupo I(i.e. um gato por residéncia), 40 animais do
grupo dois (i.e. dois gatos por residéncia -20 duplas) e 57 animais do grupo trés (i.e. trés ou

quatro gatos por residéncia-17 trios/quartetos).

No grupo trés 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 entdo que 0s mesmos

seriam excluidos das demais etapas da pesquisa.

As amostras fecais dos animais recrutados foram analisadas através de dois
imunoensaios, que sdo 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 (11-0x0). O mesmo também foi validado para gatos
domésticos (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001; MOST E PALME, 2002).0s
resultados encontrados serdo dispostos respeitando-se a distribuicdo dentro dos grupos.
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4.1 RADIOIMUNOENSAIO

Os resultados obtidos através do ensaio radiométrico duplo corticosterona serdo
apresentados abaixo. Os mesmos serdo exibidos respeitando-se sua distribui¢do nos grupos.

4.1.1 GRUPO I

O grupo | 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 | 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 distribuicdo dos valores pode ser acompanhada através do grafico abaixo (grafico 01).

VALORES DE MEDIANA -RIA- ug/g de fezes secas.
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Gréfico 01 — Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabdlitos 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 1l foi constituido 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*. Ja 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 grafico abaixo (grafico
02).

Valores de cortisol (ug/g de fezes secas)

VALORES DE MEDIANA -RIA- ug/g de fezes secas.
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Gréfico 02 — Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabdlitos de cortisol (ug/g fezes secas) em

amostras fecais de gatos que vivem em duplas
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4.1.3 GRUPO 1l

O grupo Il 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
trés amostras fecais, j& que os proprietarios ndo 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.

J& a maior concentracéo vista foi do animal Misti, com 122,50 ug/g de fezes secas.

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

animal e sua distribui¢do dentro do grupo.

Valores de cortisol {ug/g de fezes secas)
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Gréfico 03 — Valores de mediana para a dosagem por RIA de metabdlitos 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 anélises estatisticas.

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

Variavel Categoria N Min Q1 Mediana Q3 Max Média DP P
Grupo Sozinhos 23 17.00 34.00 67.00 18250 240.50 100.93 16.36 <0.001
Pares 40 10.00 22.25 29.75  37.50 76.50 3285 2.56
3or4 57 9.00 21.00 28.00 37.00 122.50 33.18 261

Referente aos valores médios de GCM encontrados dentro dos grupos, ha uma
diferenca significativa entre eles (p < 0,001), todavia esta ndo se da entre todos 0s grupos, e
sim entre o grupo | ( média :100,93; DP:16,36) e os demais grupos Il e 11l (média — 32,85;
DP-2,56 e média — 33,18; DP- 2,61, respectivamente) (gréafico 4).

Média dos valores de RIA - (ug/g fezes) - com desvio padrao
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Gréfico 04 - Valores médios de GCM — com desvio padrdo- dentro dos grupos- radioimunoensaio



Dentro das variaveis estudadas, temos 0s seguiasigisados:
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Tabela 04 - Medidas descritivas do Cortisol - RIA de acordo com caracteristicas demograficas e do teste obtido
no modelo de efeitos aleatorios para o logaritmo de RIA

Variavel Categoria N Min Q1 Mediana Q3 Max Média DP P
Sexo Fémea 68 11.50 2200 30.25 41.75 217.50 4368 5.25 |nt: 0.832
Macho 52 9.00 2350  32.00 56.75 240.50 4917  6.90 Sexo: 0.785
Definicdo  CRD* 23 1000 21.00 3300 76.00 220.50 59.61 1164 Int0.288
Racial
SRD? 97  9.00 2250  30.50 42.00 240.50 4285 4.39 Raca:0.103
Status Inteiro 13 1700 2050 2350 27.50  49.50 26,65 2.60 INt:0.619
Sexual
Castrado  ,o, 900 2250 3300 4950 240.50 4842 4.66 SS:0.174
Grupo Idade Int: 0.075
| <2anos 8 28.00 36.00 14650 207.00 240.50  130.94 31.52 ldade:0.092
>32an0s 15 1700 2600 4500 14850 217.50 84.93 18.08
I S2aM0S 43 1400 2200 2350 3050  76.50 8095 5.33 Idade:0.867
>=2an0S 59 1000 2250 3300 39.00  68.50 3357 295
11 <2anos 15 1150 18.00  29.00 43.00  63.50 3193 397 ldade0.115
>=2anos 45 900 21.00 2800 3650 12250 3363 32

Observacées: com raca definida % sem raca definida;
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N&o hé interagdo entre sexo e grupo, visto que as diferencas entre 0s sexos sao
similares em todos os grupos (F interacdo- 0,832). Além disso ndo houve diferenca
significativa entre os valores encontrados para machos e fémeas e suas concentracfes de
glicocorticoides ( p-0,785). Também ndo ha interacdo entre raca e grupo (F interacdo- 0,288)
e ndo ha diferenca significativa entre seus valores de GCM (p-0,103). Com relacéo ao status
sexual também ndo ha interacdo entre este e os grupos (F interagdo- 0,619) e nem entre as
concentracgdes de cortisol (p-0,174).

Referente a idade, had indicacdo que existe interacdo entre esta e os grupos (F
interacdo- 0,075). Entretanto explorando a diferenca entre os gatos jovens e adultos, dentro de
cada grupo, ndo hd uma diferenca significativa entre eles (Gl p-0,092; Gll p-0,867 e GllI p-
0,115). No grupo | foi observada uma tendéncia a diferenca (p- 0.092) (grafico 05)

200 o
Média e DP- RIA
160 -
120 -
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40
O _
Gl Gll Gl
B < 2 anos B >=2 anos

Grafico 05- Valores de GCM médios e desvio padrdo alocados pela diviséo em grupos -

Radioimunoensaio
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4.2 ENZIMAIMUNOENSAIO

Os resultados obtidos através do ensaio enzimatico 11- oxoaetiocholanolone serdo

apresentados a seguir, seguindo as divisdes dos grupos.

4.2.1 GRUPO |

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 ng/g de fezes secas. Em contrapartida, o maior valor encontrado foi

de 1602,54 ng/g de fezes secas, do animal Magndlia, como pode ser observado no gréafico 06.

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

vistas no grafico abaixo (gréafico 06).
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Gréfico 06— Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabdlitos de cortisol (ng/g fezes secas) em
amostras fecais de gatos que vivem sozinhos



58

4.2.2 GRUPO Il

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. J& 0 menor

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

A disposicéo dos valores de cortisol dentro do grupo pode ser visualizada no grafico a

seguir (gréfico 07).
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Gréfico 07 — Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabdlitos de cortisol (ng/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 Ill, 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 grafico a seguir (grafico 08).

A menor mensuracdo 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.
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Gréfico 08 — Valores de mediana para a dosagem por EIA de metabdlitos de cortisol (ng/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 seguantdises estatisticas

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

Variavel Categoria N Min Q1 Mediana Q3 Max Média DP P

Grupo ! 23 2486 78.47 220.22 531.80 1602.54 337.71 75.61 0.816

40 1295 66.57 207.48 378.27 1052.61 268.09 37.14

i 57 702 5512 22711 449.96 1261.62  314.87 42.06

N&o houve uma diferenca significativa nas concedgade GCM em funcéo do tamanho
do grupo (Gl: média=337.71 ng/g, DP= 75.61; Gll.dmé&268.09 ng/g, DP= 37.14; GlII:
média=314.87 ng/g, DP= 42.06irera¢do=0.20, p=0.816).

Foi realizada uma anélise complementar, sendoacaacariavel DP_EIA que representa
o desvio padrao das quatro medidas de metabodl@agicbcorticoides fecais (derivada das
quatro amostras de cada gato). Isso permite-ndsrak@s variagoes “intra-gato” para cada
um dos animais dentro dos trés grupos, como podeiswalizar na tabela 06 abaixo.

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

Variavel Categoria N Min Q1 Mediana Q3 Max Média DP P

Grupo 23 553 2274 91.99 226.46 1028.52 159.49 46.16 0.771

I 40 10.05 3221 112.77 176.85 989.27 155.38 29.00

i 57 476 39.15 81.88 267.25 94055  211.02 34.45

Entretanto ndo houve diferenca significativa ees& variavel e os grupos estudados (p-
0,771).
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Referente as demais variaveis, temos os seguadakados:

Tabela 7 -Medidas descritivas do Cortisol - EIA de acordo com caracteristicas demograficas e do teste obtido no
modelo de efeitos aleatérios para o logaritmo de EIA

Variavel  Categoria n Min Q1 Mediana Q3 Max Média DP P
Sexo Fémea 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
nics 1 Int: 0.794
gzzgfao CRD 23 11.44 123.89 37599 582.82 1261.62  407.69  71.49
2
SRD 97 7.02 6227 202.28 382.72 160254  278.99 29.09 Raca:0.245
: Int: 0.367
Status Inteiro 13 11.44 15811 231.95 897.73 1261.62  491.57 12455
Sexual
Castrado 197 702 6048 212.68 407.08 160254 28083 2629 SS:0.835
Grupo |dade Int: 0039

| <2 anos 8 2486 70.37 431.94 547.22 1602.54  465.80 180.35 ldade:0.555

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

Il <2 anos 11 12.95 129.22 24196 362.00 701.58 269.20 58.25 ldade: 0.887

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

1l <2 anos 15 7.02 2275 49.32 267.93 580.68 150.17 46.10 !dade: 0.004

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

Observacdes: com raca definida % sem raca definida;
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Com relagdo ao sexo, ndo houve interacdo dentro dos grupos (F interacdo — 0,220) e nem
diferenca significativa entre os grupos (p- 0,419). Também nédo foram observadas diferencas
significativas entre os valores de GCM e nem interacdo entre 0s grupos com relacdo a raca
(F interacdo- 0,794; p-0,245) e ao status sexual ( F interacdo — 0,367;p-0,835).

Entretanto no que concerne a idade, pode-se observar que hd uma interagdo entre idade e
grupos (F interagcdo- 0,039). Isso nos indica que existe uma diferenca significativa entre os
jovens (menos de dois anos) e adultos (mais de dois anos), mas nao em todos os grupos. Nao
houve uma diferenca significativa entre jovens e adultos no grupo I (p=0.555) e no grupo Il
(p=0.887). Todavia no grupo Il os animais adultos apresentaram valores significantemente
mais altos de GCM (p=0.004) (gréafico 09).
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Grafico 09 — Valores de GCM por enzimaimunensaio —média e desvio padrdo dos animais alocados em

grupos e comparados quanto a idade
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Baseado nessas diferengas encontradas, lancou-se mdo de outros testes estatisticos. O

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

dos grupos, e neste ndo houve correlacdo entre idade e valores de cortisol
(r=0.0209; p=0.8205)(grafico 10).
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Gréfico 10- Correlacéo entre valores de glicocorticoides através do EIA e idade em meses

Visto que, segundo o coeficiente Pearson, ndo ha correlacdo entre a idade e o cortisol,

e que ha uma diferenca significativa entre os valores, lancamos méo de outro teste estatistico.

Avaliou-se entdo jovens Gl versus jovens Gl versus jovens Gll, e o mesmo foi feito com os

adultos. O que foi visto é que ndo ha diferenca significativa entre os animais adultos

(p=0,762). J& entre os animais jovens houve diferenga dentro dos grupos (p=0,046): GI x Gl
(p=0.643), GI x Gl (p=0.024) e GIlI x GIIl (p=0.054). Assim pode-se concluir que na

verdade nédo sdo os valores de GCM dos adultos do GllI que estdo significantemente mais

altos, e sim os valores dos jovens do GlII que estdo significantemente mais baixos (grafico

10).
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4.3 RADIOIMUNOENSAIO versus ENZIMAIMUNOENSAIO

De acordo com todos os resultados obtidos através dos valores de GCM entre 0s
grupos e também sua disposi¢do quanto as variaveis, avaliou-se a correlacdo entre RIA versus
EIA, buscando averiguar se ha uma correlagdo entre ambos. Entretanto, o coeficiente de
correlacdo Pearson (que avalia os gatos independente do grupo que vivem) indicou uma
pequena correlacdo entre valores de glicocorticoides fecais de RIA e EIA (r = 0.1752;
p=0.0556) (gréafico 11).
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Grafico 11- Avaliagdo da relacdo entre as duas medidas de metabdlitos de glicocorticéides fecais (EIA x RIA)

Segundo Young et al(2004), podem haver diferengas significativas entre os ensaios
(RIA e EIA) e o0s sexos. Assim, avaliamos também esta lacuna. Nossos resultados
demonstraram um coeficiente de correlacdo Pearson r=0.170 (p=0.005) para fémeas e
r=0.151 (p=0.029) para machos. Embora haja uma correlagéo significantemente diferente de

zero, esta ndo é uma correlacdo forte (graficos 12 e 13)
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5. DISCUSSAO

5.1 Radioimunoensaio versus Enzimaimunoensaio

Os ensaios imunoldgicos séo utilizados para avaliar a atividade do eixo HHA. Existem
diferentes tipos de imunoensaios, sendo o radiométrico e o enzimatico os dois mais utilizados
na endocrinologia comportamental veterinaria. O RIA validado para gatos domesticos foi o
duplo corticosterona (GRAHAN E BROWN, 1996) e o enzimético foi o EIA 11-oxo
(PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001). Como ambos ensaios estdo mensurando
metabolitos de glicocorticoides, € no nosso caso metabolitos do cortisol, nossa hipdtese
inicial era de que encontrariamos diferencas quantitativas entre os ensaios, mas nao

qualitativas.

Como pode ser visto nos resultados acima a correla¢do entre os ensaios enzimatico e
radiométrico, neste estudo, foi muito pequena. Podemos observa-la através do indice de
correlacdo de Pearson, que apresentou valor de p- 0,0556 (indicativo de pequeno grau de

correlagéo)

Embora o indice de Pearson desvincule os animais dos grupos, observando-se a
tendéncia 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 diferenca significativa entre os valores do Gl
guando comparados aos demais grupos (grafico 04), a mesma diferenca ndo foi encontrada no
ensaio enzimatico, onde o valor de GCM ndo apresentou diferenca significativa dentro dos
grupos. Caso 0s ensaios seguissem a mesma tendéncia, iriam apresentar resultados

semelhantes, diferente do que vimos nessa pesquisa.

Com base nos resultados obtidos, rejeitamos nossa hipétese inicial (i.e que 0s ensaios
apresentariam apenas diferengas quantitativas e ndo qualitativas), e iremos tentar explorar

quais hipdteses podem estar envolvidas nessas diferencas.

Como ja dito, diferencas quantitativas eram realmente esperadas, ja que tratam-se de
diferentes ensaios, que fazem uso de anticorpos, reagentes e leitores diferentes, o que
poderiam garantir tal diversidade. Além disso sua mensuracdo € realizada em diferentes
unidades de medida, sendo o RIA mensurado em pg/gramas de fezes (GRAHAN E BROWN,
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1996; YOUNG et al., 2004) e 0 EIA em em ng/g de fezes (i.e 10 vezes menor que os
valores encontrados pelo RIA) (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001).

Todavia foram encontrados resultados dispares também em relacdo aos sentidos dos
ensaios, e ndo apenas aos valores quantitativos. Por que isso ocorreu? A principal diferenca
entre os ensaios referem-se aos tipos de anticorpos utilizados e com o que realmente estdo
reagindo. Ambos ensaios utilizam anticorpos policlonais, entretanto 0 ensaio radiométrico
parece mensurar , atraves de reacGes cruzadas, grupos de metabdlitos do cortisol que
possuem estrutura semelhante a corticosterona (GRAHAN E BROWN, 1996; YOUNG et al.,
2004). Ja o EIA 11- oxoaetilcholanolone mensura um grupo especifico de metabdlitos, o
11,17 dioxoandrostanes (PALME et al., 2001; SCHATZ E PALME, 2001). Acreditamos que
0 RIA, por realizar sua mensuracdo através de reagdes cruzadas, pode estar mensurando ndo
somente metabodlitos do cortisol, como também outros esteroides e/ou metabdlitos que
estejam sendo eliminados pelas fezes (SCHATZ E PALME, 2001; YOUNG et al., 2004).
Para nos certificarmos quais metabdlitos e/ou esteroides estdo sendo realmente mensurados

seria necessario langarmos médo do HPLC, avaliando cada fracdo encontrada e a identificando.

Embora os imunoensaios demonstrem mensurar metabolitos diferentes, ambos foram
validados para mensuracdo de glicocorticoides fecais para a espécie. Entretanto podemos
fazer algumas ponderacdes sobre a maneira como a mesma foi feita. A validacdo do RIA foi
realizada utilizando-se apenas dois casais de gatos jovens (com idade entre 1 a 3 anos). Ja o
ensaio enzimatico foi validado com dez animais senis (i.e 5 casais entre 9 a 12 anos). Sera que
noés encontramos resultados divergentes porque utilizamos 120 animais (478 amostras fecais)
com idades variadas? N&o é sabido se existem alteracGes metabdlicas em funcdo da faixa
etaria, mas estas sdo encontradas em funcdo do sexo, (YOUNG et al., 2004, GENARO et al

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

Ainda com relacdo a validacdo h& outro item a ser ponderado. Schatz & Palme (2001)
e Palme et al (2001) foram os responsaveis pela validagdo do EIA 11-oxo. Esta foi feita de
forma fisioldgica e biologica. Assim foi demonstrado que este teste € sensivel a alteracdes do
eixo induzidas por drogas (validagdo fisiologica) (i.e estimulacdo do eixo com aplicacdo de
ACTH e supressdo do mesmo com aplicacdo de dexametasona) e também em situacdes de
estresse “mais naturais”, como ap0s a vacinacao (validacao biologica). A validacao do RIA
duplo corticosterona foi realizada apenas de forma fisioldgica (i.e apenas com estimulacdo do
eixo com ACTH) (GRAHAN E BROWN, 1996). A validagdo bioldgica avalia a capacidade
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do teste em detectar pequenas alteracbes na atividade adrenocortical e/ou mudangas
biologicamente significativas na circulagéo de glicocorticoides (TOUMA E PALME, 2005).
Assim, considerando-se 0 que € esperado para uma validacdo adequada (TOUMA E PALME,
2005), os procedimentos de Graham & Brown (1996) deixaram uma lacuna em sua execucao.
Dessa forma pode-se concluir que “aumentos significativos na atividade adrenocortical”
podem ser mensurados pelo RIA, entretanto ndo o sabemos quando referem-se a pequenas

alteracdes e/ou alteracdes prolongadas do eixo HHA.

Enfim, podemos atribuir as divergéncias encontradas entre os testes aos fatores
apresentados acima. Até o presente momento ainda ndo ha um teste que seja considerado o
“padrdo ouro”. A aplicabilidade dos testes e sua atualizagdo tem-se dado pela facilidade de
cada laboratério em obter os kits de anticorpos, pelos equipamentos disponiveis e
principalmente pela habilidade em executa-los. SO valer ressaltar que, por se tratar de
inimeros metabdlitos presentes em quantidades muito pequenas, a selecdo do anticorpo, do

laboratdrio e do imunoensaio sdo de extrema importancia.

Dentro de cada ensaio foram observadas algumas particularidades interessantes. Como
ndo é possivel 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 ndo existem valores de referencia para metabolitos de cortisol fecal. Talvez isso
seja imputado a dificil tarefa de predizer se um animal estd ou ndo estressado e tomar seus
parametros como referéncia. Dessa forma os resultados sdo comparados tracando-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 o0s resultados mais
dispares dentro da espécie. Esses encontraram como valor médio 0,348 ug/g de fezes secas
para 0 macho e 0,7462 ug/g de fezes secas para a fémea. Esses valores s&o muito pequenos
guando comparados com os demais estudos, incluindo este. Pode-se atribuir tamanha
diferenca de concentracdo de glicocorticoides a metodologia utilizada para extracdo dos

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

Com relacdo aos resultados encontrados nos demais estudos (GRAHAN E BROWN,
1996; RAMOS et al.,, 2012), ndo foram visualizadas grandes variacdes entre eles. A
metodologia utilizada por Ramos et al (2012) foi semelhante a utilizada na presente pesquisa,
diferenciando-se apenas no alcool utilizado (etanol x metanol, respectivamente) e na sua
concentracdo (80% x 90%). Ramos e colaboradores (2012) estudaram animais sozinhos
versus grandes coldnias, e ndo foram encontradas diferencas significativas entre 0s seus
resultados (71,9 ug/g e 59,9 ng/g, respectivamente). O valor médio de metabolitos de
cortisol encontrados nesta pesquisa (desconsiderando os grupos ) foi de 55,65 ug/g, valor
semelhante ao encontrado por Ramos et al (2012). O Unico resultado divergente entre 0s
referidos estudos foi 0 encontrado por Grahan & Brown (1996) para os machos inteiros, como

veremos adiante.

No estudo conduzido por Grahan & Brown (1996), foram encontradas diferencgas
significativas entre os valores para machos inteiros (139,7 pug/g) quando comparados com 0s
demais animais (machos castrados - 58,2 ug/g, fémeas inteiras - 51,1 g/g e fémeas castradas-
25,6 pg/g). Os autores haviam atribuido tal elevacdo ao fato de serem animais do sexo
masculino e ndo castrados, sugerindo que estes se encontravam elevados talvez por se
tratarem de animais realmente mais “estressados” que os demais participantes OU (ue 0S

testiculos estariam produzindo algum outro metabolito 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 diferencas entre 0s sexos em sua
pesquisa. Entretanto essas diferencas ndo foram encontradas por Ramos et al (2012) e
também ndo foram visualizadas no presente estudo. Podemos atribuir essas variacdes 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 | desta pesquisa sdo semelhantes aos
encontrado nos machos inteiros do estudo de Grahan & Brown (1996). Acreditamos que nédo
exista correlacdo entre 0 sexo e 0s niveis de cortisol, entretanto 0 que ha em comum entre
esses animais? Sera que estes estdo apresentando valores muito altos? Ou seré que os demais

estédo apresentando valores muito baixos?

Infelizmente pela falta de um valor de referencia ndo € possivel responder com
precisdo estas perguntas. Contudo, quando foi realizado o recrutamento desta pesquisa,
buscou-se animais aparentemente sem “estresse”, seja fisico ou comportamental (i.e. animais
com bom estado de saude e sem problemas de comportamento evidentes). Assim, podemos
acreditar que os valores encontrados nessas amostras fecais sdo os mais “proximos” do valor
fisioldégico. Mas o que ha de diferente no grupo | e nos machos inteiros do estudo de Grahan
& Brown (1996)?

Como ja dissemos, acreditamos que ndo ocorra correlacdo entre sexo e cortisol fecal.
Entretanto uma caracteristica comum de machos inteiros e que pode ser atribuida aos animais
sozinhos, refere-se a exploracdo e /ou locomogéo pelo ambiente (BEAVER, 2005).Animais
que vivem sozinhos no ambiente podem explorar livremente o mesmo, sem riscos de
interacbes com outros contactantes. Essa maior atividade pode levar a um amento dos niveis
de cortisol, no que poderiamos atribuir como um fator de estresse positivo (arousal).
Entretanto, em pesquisa ainda ndo publicada (RAMOS et al., 2013) foram observados que
gatos que vivem sozinhos sdo mais manipulados, acariciados pelos proprietarios, o que pode

ser um fator de estresse negativo (distress).

Podemos também pressupor que os valores do grupo | estejam dentro da normalidade,
enguanto dos demais grupos estejam abaixo, devido ao estresse crénico da vida em grupo. Os
gatos constituem uma espécie tipicamente solitaria, apreciando relacionamentos mais

distantes. Mesmo com exemplos de comportamentos afiliativos entre co-especificos
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(CROWELL- DAVIS,2004) e entre inter-especificos (EDWARDS et al 2007), os felinos
ainda apreciam a independéncia e passam grande parte do seu tempo isolados
(BEAVER,2005). Assim conviver em grupos pode ser um fator estressante, mesmo que nédo

hajam comportamentos visiveis aos proprietario que indiquem isso.

Além disso, para avaliar se 0s animais estdo realmente estressados ou nao, seriam
necessarias associar avaliacbes comportamentais, assim como observado por Carlstead et al
(1993). Este visualizou em animais submetidos a mudangas na rotina (considerados
estressados), que 0s mesmos permaneciam mais tempo escondidos atras da caixa sanitéria,
brincavam menos, exploravam menos o ambiente, se higienizavam menos, comiam mais e

passavam mais tempo na chéo.

Referente as demais variaveis exploradas nesta pesquisa —raca e status sexual- nao
encontramos correlacdo entre as mesmas e os valores de cortisol, assim como visto por Ramos
et al(2012). As diferencas vistas com relacdo ao sexo ja foram exploradas anteriormente. Nos
demais estudos tais variaveis ndo foram analisadas, talvez por contarem com um pequeno
numero de animais participantes. Com relacdo aos resultados encontrados por Grahan&Brown
(1996) no que se refere aos machos castrados, ndo encontramos nesta pesquisa nenhuma
correlacdo entre cortisol e sexo e nem entre cortisol e status sexual, assim como visto também
por Ramos et al (2012). Foi visto uma pequena correlacdo entre idade e niveis de
glicocorticoides nos animais do grupo | (p= 0.092). Parece que 0s animais mais jovens do
grupo | possuem valores mais elevados de glicocorticoides que os demais. Acreditamos que
esta pequena correlagcdo pode estar ocasionada pelos mesmos fatores que contribuem para que
todo o grupo | tenha valores de GCM mais altos, ou seja, que 0s animais mais jovens estejam
se locomovendo mais e/ou explorando mais o ambiente (estresse positivo — arousal)
(BEAVER,2005) ou que estdo sendo mais manipulados e acariciados pelos proprietarios
(estresse negativo- distress)(RAMOS et al., 2013 — ndo publicada)
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5.3 ENZIMAIMUNOENSAIO

Referente aos valores de GCM encontrados dentro do nosso estudo, ndo é possivel
inferir se nossos participantes estdo ou ndo estressados, visto que ndo existe um valor de
referencia para metabolitos de cortisol fecal, como ja visto. O que iremos fazer é tracar 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 Umidas e apds estimulagdo do eixo com ACTH obtiveram 591,89 ng/ g
de fezes Umidas. Nossos resultados sdo mais elevados do que os encontrados por Palme et al
(2001); Schatz & Palme (2001) como basais, entretanto sdo inferiores aos encontrados apos
estimulacdo do eixo. Dessa forma poderiamos afirmar que nossos participantes estdo mais
estressados? Ou podemos supor que estdo menos estressados porque seus valores estdo
inferiores aos encontrados apos estimulagdo com ACTH?

Nenhuma dessas perguntas pode ser respondida apenas baseando-se nos valores dos
glicocorticoides. As diferencas encontradas nos estudos podem ser ocasionadas por diversas
circunstancias, como por exemplo pelas etapas realizadas na extracdo. 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 0s primeiros
adicionaram uma etapa extra, ap6s a primeira extracao, com metanol a 100 %. Outra diferenca
entre os ensaios alude as concentracdes do alcool utilizado na etapa inicial de extracdo. Nossa
pesquisa utilizou metanol a 90%, enquanto Palme et al (2001); Schatz & Palme (2001)
utilizaram metanol a 80%. Devido a maior concentracdo do alcool esperava-se um incremento
em 5% nos valores de GCM *. Contudo os valores obtidos sdo superiores ao acréscimo
estimado. Uma outra variante observada entre os estudos refere-se a utilizacdo de fezes
Umidas por Palme et al (2001); Schatz & Palme (2001) enquanto nos demais estudos,

incluindo o presente, foram utilizadas amostras de fezes secas.

LInformacdo verbal fornecida pelo Prof.Rupert Palme em Novembro/2011 na Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade de Viena.
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Podemos tracar também um paralelo com outro estudo desenvolvido nesta
universidade. Neste foram estudados animais que vivem em colbnias (pequenas e grandes) e
que apresentam alteracbes médicas e/ou comportamentais (micgdo inapropriada por
“Spraying” e “Toileting”) (RAMOS,2012). Todo o protocolo utilizado em ambos trabalhos
(i.e. no referido acima e no presente) foram idénticos, exceto na conservagdo das amostras.
Nossas amostras, ap6s serem recolhidas na residéncia dos proprietarios, eram armazenadas
em freezer a -20 *C e eram rapidamente liofilizadas (apés uma ou duas semanas de
congelamento). Ja no estudo conduzido por Ramos (2012) as amostras foram armazenadas em

freezer a -80°.C e posteriormente liofilizadas todas de uma Unica vez.

Os animais do grupo “Spraying” (i.e. apresentavam miccao 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 0s encontrados em nosso estudo
(mediana - 227,11 ng / g de fezes), e sdo semelhantes aos encontrados por Palme et al (2001);
Schatz & Palme (2001) , apds estimulacdo do eixo . J& 0s animais pertencentes ao grupo
“Toileting” (i.e. apresentavam mic¢ao 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 alteragdes de comportamento apresentadas
podem ser influenciadas por alguma forma de estresse. Mesmo assim, por ndo existir um
valor de referencia podemos apenas sugerir que os valores encontrados estdo elevados, mas
ndo podemos afirmar que estdo superiores ao fisiologico. 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 fémea.

Comparando nossos resultados como os demais estudos, podemos notar grande
diversidade entre os mesmos. Quais 0s motivos para tamanha divergéncia? O que podemos

concluir com esses resultados?

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

estudado (i.e dentro do conjunto de quatro amostras individuais), assim como ja 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 néo existe um valor basal de
referencia para a espécie, ndao podemos afirmar se tais variagdes entre os valores estdo dentro

dos limites fisioldgicos esperados ou se 0s animais em questdo estdo realmente sob estresse.

Para o nosso estudo foram selecionados apenas 0s animais que ndo apresentavam
problemas médicos e comportamentais aparentes (sejam conflitos entre os proprios gatos ou
comportamentos inapropriados individuais), assim esperavamos encontrar um valor o mais
proximo possivel do basal para animais “ndo 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 0 macho. Acreditamos que tais diferencas podem ser atribuidas, com
relacdo ao estudo conduzido pelos primeiros autores, a idade dos animais selecionados para a
pesquisa. No referido estudo foram utilizados dez animais senis, como ja dito anteriormente,
assim podemos esperar que a idade estivesse influenciando na atividade do eixo HHA. Além
do mais existem algumas divergéncias com relacdo as etapas de extracdo e ao uso de fezes

Umidas, 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 nao
podemos afirmar se os valores vistos sdo os fisioldgicos da espécie ou apenas uma variagao
individual. Além do mais, houve desigualdade no ensaio utilizado, sendo que estes utilizaram
o0 EIA cortisol, e nos demais estudos (incluindo o presente) utilizou-se o EIA 11-oxo, assim

podemos estar novamente mensurando metabélitos diferentes.

Referente as demais variaveis pesquisadas — raca e status sexual- ndo foram
encontrados, neste estudo, correlacéo entre elas e os valores de cortisol fecal. Com relacdo ao
sexo, também ndo encontramos correlagdo entre 0 mesmo e os valores de metabolitos fecais,
divergindo dos resultados encontrados por Young et al(2004) , porem como ja explicado
anteriormente, este utilizou apenas um casal, dificultando as comparacgdes entre os resultados
(fisiologico versus variagdo individual). Entretanto dentro das variaveis estudadas, foi

possivel observar interacdo entre idade e cortisol fecal.

Foram encontradas diferenca significativas entre os valores de GCM nos animais
jovens x adultos do grupo Il (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 estatisticos, como o teste de Pearson, que desvincula os animais
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dos grupos pertencentes, e desta vez ndo foram encontradas diferencgas significativas. Em
outro teste realizado, foram entdo comparados os valores de GCM dos animais adultos do Gl
x GIlI x GIIlI, e ndo foram observadas diferencas significativas. Estas foram encontradas
quando foram comparados os valores de glicocorticoides entre os animais jovens do Gl x GlI
x Glll, sendo este ultimo o menor encontrado. Dessa forma, concluiu-se que na verdade néo
ha diferenga significativa entre os valores de GCM nos animais adultos, e sim entre os

animais jovens.

Essa diferenca ndo 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 presenca de outros animais, tais comportamentos podem estar

sendo inibidos, entretanto sdo necessarias mais investigacdes para tal confirmagéo.

Infelizmente ndo foi possivel concluir claramente qual é o ensaio mais apropriado para
a espécie. Acreditavamos que iriamos encontrar diferencas quantitativas, e nos surpreendemos
com as qualitativas. Como ndo ha um outro teste comparativo, € nenhum dos ensaios é
considerado “padrdo ouro” torna-se impossivel no momento julgar qual esta correto ou néo.
Muito particularmente nos parece que 0s ensaios enzimaticos aproximam-se mais do “ideal”,
afinal os mesmos foram validados de forma fisiol6gica e bioldgica, e estdo mensurando um

grupo mais especifico de metabolitos de cortisol fecal.

Com relagéo aos animais e seu estilo de vida- sozinhos ou em pequenas coldnias- fica
dificil inferir sobre qualidade de vida e bem estar apenas com os valores de GCM. Devemos
associa-los a avaliagbes comportamentais, buscando sinais indicativos de estresse. Além disso
ndo podemos esquecer do estresse cronico, que pode vir mascarado de normalidade, mas que

fisiologicamente e comportamentalmente tem seus efeitos deletérios.

N&o ha 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 crénico em felinos

domeésticos e qualidade de vida.
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CONCLUSAOQ
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6 Conclusdo

N&o houve, nesta pesquisa, correlacdo entre os ensaios radiométricos (RIA duplo
corticosterona) e enzimaticos (EIA 11- oxoaetiocholanolone). Os ensaios aparentam
estar mensurando diferentes grupos de metabolitos de cortisol fecal, assim
apresentaram diferencas quantitativas e qualitativas;

Devido a falta de um teste “padrdo ouro” ndo ¢é possivel inferir qual dos dois ensaios
realmente faz as mensuracGes mais fidedignas. Acreditamos que devido as validacdes
realizadas, 0 ensaio enzimatico parece estar mais apropriado;

Por ndo existir um valor de referencia para cortisol fecal em gatos domésticos, nao é
possivel afirmar se os animais estudados estdo estressados ou ndo. Comparando com
os demais estudos, acreditamos que 0s mesmos estejam dentro do valor fisiologico
esperado;

Mesmo encontrando resultados semelhantes aos dos demais estudos, ndo podemos
afirmar se os mesmos estdo ou ndo estressados, visto que 0s animais podem apresentar
valores normais de cortisol e estarem em estresse cronico.

Para avaliar melhor a qualidade de vida dos animais sozinhos e em grupos séo
necessarias mais pesquisas, associando fatores comportamentais aos fisioldgicos
estudados no presente estudo. Afora isso, sdo necessarios ainda mais investigacdes

sobre o comportamento do eixo hipofise-hipotdlamo-adrenal e o estresse cronico;
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Apéndice A- Cartaz de recrutamento para o projeto

como anda o relacionamentg
entre os seus gatos?

Os gatos domésticos sao considerados animais pouco sociais. A vida em grupo gera restricao
espacial e contato préximo, o que é bastante estressante para alguns individuos.

Adorariamos conhecer como se relacionam os gatos em sua casa!

Somos veterinarios da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo
interessados no estudo do comportamento e do bem-estar de gatos domiciliados que vivem

em grupos. Precisamos da sua ajuda!

Se vocé possui de 3 a 4 gatos, entre em contato conosco. A participacao em nossa pesquisa
¢ gratuita e lhe permitird 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

Supervisao: Prof. Archivaldo Reche Junior

J
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Apéndice B- Correspondéncia eletrénica — convite para participagdo no projeto

0l3,

Tudo bem?

N6s, Daniela Ramos e Priscila Fragoso somos médicas veterinarias pds graduandas da
faculdade de veterinaria da USP. Pesquisamos principalmente o comportamento de gatos
domésticos e contamos sempre com a ajuda dedicada e extremamente valiosa dos
proprietdrios, que enriquecem nossas pesquisas a medida que nos contam as interessantes
estorias 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 vocés tem gatos e estamos muito precisando de proprietarios com esse numero
de animais, gostariamos de convida-los a participarem da pesquisa.
Nao ha custo nenhum em participar da pesquisa. Inclusive, ao irmos até a sua casa buscar as

amostras, podemos orienta-lo em relacdo ao comportamento dos seus gatos, caso vocé tenha
questdes a serem esclarecidas ou problemas a serem relatados.

O que vocés acham?
um abraco e obrigada!

Daniela e Priscila



Apéndice C - Ficha de recrutamento — “Check in”

FICHA DE RECRUTAMENTO

Proprietario - nome: email:

Endereco e telefone:

Numero de gatos na casa:

CHECKLIST:

88

NAO tem menos de 6 meses de idade (nenhum dos gatos)

GATO (s) vive com o dono, nesta mesma residéncia, a pelo menos 4
meses

NAO convive com outros animais de outra espécie

NAO tem acesso livre ao lado de for a da casa (nenhum dos gatos)

NAO faz uso de medicacio (nenhum dos gatos)

NAO apresenta doenca ou desordem organica (nenhum dos gatos)

NAO pretende mudar-se, viajar, reformar a casa ou INTRODUZIR um
novo membro na familia (humano ou animal) durante o periodo de
coleta das amostras

NAO pretende levar os gatos ao veterindrio durante o periodo de coleta
das amostras (ex: para vacinacao)

NAO prevé que alguma gata entre no cio durante o periodo de coleta
das amostras

CONSEGUIRA identificar e coletar as amostras de cada gato, apds nado
mais do que 4 horas da defecagdo. ACEITA coloca-las em freezer
imediatamente e 14 manté-las até a visita do pesquisador

Grupo alocado: (I: sozinho; 1I: dupla; I11: trio/quarteto)

Gato - nome, sexo, status sexual e idade:

GATO 1:

GATO 2:

GATO 3:

GATO 4:

Periodo da coleta:




Apéndice D — Ficha de acompanhamento do periodo de coletas — “Check Out”

FICHA DE ACOMPANHAMENTO

Dono - nome: email:

Numero de gatos na casa:

Grupo alocado:

Data das 4 coletas :

GATO 1:

89

GATO 2:

GATO 3:

GATO 4:

Descricdo da estratégia de coleta das amostras:

Algum problema durante a coleta das amostras?

Algum evento estressante durante o periodo de coleta das amostras?

Alguma doencga ou desordem orgéanica acometeu um ou mais gatos durante o periodo de coleta das
amostras?

Alguma fémea entrou em periodo de cio durante o tempo de coleta das amostras?

Data da visita (para coleta das amostras):
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|. Extraction

Itis advisable to freeze samples immediately after defecation
(in order to prevent possible degradation of metabolites by
bacterial enzymes), and store them at -20°C until analysis.

Weigh 0.5 g of wet faeces
Add 5 ml 80% methanol* (premixed; or 4 ml 100% methanol
and 1 ml water)

(80% methanol gave the highest yield of naturally occuring metabolites
after administration of radiolabelled glucocorticoid in all species
examined so far: sheep: Palme et al., 1997, horse: Mostl et al., 1999;
carnivores: Schatz & Palme, 2001; for references, see Info-letter)

In some animals (e.g., rodents) it may be necessary to weigh
a smaller portion (0.05 or 0.1 g) and add an adequate amount of alcohol (e.g., 1 ml, 80%, Touma et al., 2003, 2004)
In birds, we recommend extracting droppings with 60% methanol, as the metabolites are more polar.

Vortex for 30 min on a multivortex or 1-2 min on a handvortex and centrifuge (2500 g; 15 min).

*(we use methanol for analysis; No. 1.06009.2500, Merck)

N,

handvortex

a) When high amounts of metabolites are present in the faeces:
Dilute an aliquot of the supernatant with assay buffer (1:10), and store it at -20°C until analysis with EIA.

In most species this simple extraction procedure (=suspension) will suffice.
(e.g., Palme et al., 1997, 1999 etc.)

b) However, if only small amounts of metabolites are present (e.g., horses - Merl et al., 2000)
further steps have to be included:

Transfer 1 ml of the supernatant into a new vial

add 5 ml diethylether + 0.25 ml 5% NaHCO, (Merck 106329)

vortex for 10 sec., centrifuge and freeze

transfer supernatant into new vial and dry it down (under a stream of N,and/or in a heat block
set at ~60°C), redisolve in 0.5 ml EIA buffer

50 pl are used for the EIA (dilution factor = 110)
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ll. Measurement with EIA

1. Buffers and solutions

1.1. Coating buffer
1.59 g Na,CO, (Merck 106392 or Sigma S-7795)
2.93 g NaHCO, (Merck 106329 or Sigma S-6014)
dissolve and fill up to 1 | with DDW, adjust to pH 9.6 with (about 10 ml) HCI (1 mol/l)
filter through Sep-Pak® C18 (see 1.3.1.)

1.2. HCI (1 mol/l)
920 mi DDW + 80 ml 37 % HCI (Merck 100317 or Sigma H-1758)

1.3. Assay buffer
2.42 g Trishydroxyaminomethane (Merck 108382 or Sigma T-1503), 20 mmol/l
17.9 g NaCl (Merck 106404 or Sigma $-9625), 0.3 mol/l)
1g Bovine serum albumin (Sigma A-4503)
1 ml Tween 80 (Merck 822187 or Sigma P-8074)
dissolve and fill up to 1 | with DDW and adjust to pH 7.5 with (about 17 ml) HCI (1 mol/l)

filter through Sep-Pak® C18 (see 1.3.1.)

1.3.1. Filtration of buffer through Sep-Pak® C18
Sep-Pak® classic C18 cartridge (360 mg; Waters WAT051910)
rinse with 5 ml methanol (Merck 106009), followed by 10 ml DDW (done by hand with a syringe)
connect column to tubing of peristaltic pump (flow rate of 2 to 10 ml/min)
discard the first 10 ml of the filtrated buffer,
collect buffer in clean bottle

1.4. "Second" coating buffer
3.146 g Trishydroxyaminomethane (see 1.3.)
23.3 g NaCl (Merck 106404 or Sigma S-9625)
13 g BSA (Sigma A-4503)
1.3 g Sodium azide (Merck 106688)
dissolve and fill up to 1.3 | with DDW and adjust to pH 7.5 with (about 40 ml) HCI (1 mol/l)
filter trough SEP-PAK C18 (see 1.3.1.)

1.5. Washing solution
0.5 ml Tween 20 (Merck 822184); add 2.5 | DDW

1.6. Substrate buffer for peroxidase
1.36 g Sodium acetate (Merck 6267) = 10 mmol/l
dissolve and fill up to 1 | with DDW and adjust to pH 5.0 with (~8 ml) 5 % citric acid (Merck 100244)

1.7. Enzyme solution for Streptavidin-reaction
30 ml assay buffer (see 1.3.)
+ 0.001 ml Streptavidin-POD-conjugate (=0.5 U; Roche 11 089 153 001, 500 U)
mix on a magnetic stirrer a few minutes before use
(the working solution has to be prepared immediately before use!)

1.8. Substrate solution for peroxidase
30 ml of substrate buffer 1.6.
+ 0.5 ml 3,3',5,5'-Tetramethylbenzedine (0.4 %) - Store in a dark bottle!
(0.4 % = 0.4 g [Fluka 87748] in 100 g Dimethylsulfoxide [Fluka 41641])
+ 0.1 ml H,0, (0.6 %; 0.3 ml H,0, [35 %, Merck 108600] + 17.5 ml DDW)
mix gently on a magnetic stirrer a few minutes before use
(the working solution has to be prepared immediately before use!)

1.9. Stop reagent: 2 mol/l H,SO,
900 ml DDW + 100 ml H,SO, (95-97 %; Merck 100731)
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2. Coating of microtitre plates with Protein A

For one MPT, prepare a solution of 50 pg Protein A (Sigma P-7837; available in portions of 5 mg)
dissolved in 25 ml coating buffer (see 1.1., 2 ug Protein A/ml).
Dispense 0.25 ml/well of diluted Protein A to the MTP (F96 MaxiSorp, No. 442404, Co. Nunc, Denmark).
Incubate the plate at room temperature overnight.
Discard the solution and refill each well with 0.3 ml "second" coating buffer (see 1.4.)
Cover the filled MTP with parafilm and dust cover (Nunc 264623), and keep it at room temperature until use.
You can use the MTP after 3 hours. Store the plates no longer than 4 weeks at room temperature.
(Blot plates dry and freeze them at -20°C for longer storage.)

3. Reagents (stock solutions; relevant only in our lab)

Keep all stock solutions frozen at -20°C until use.
Waterproof colour label marked on small vial indicates different content as follows:
Blue: Antibody (AB)
Red: Biotin-labelled steroid (BL)
Green: Standard

Dilute 0.01 ml of a stock solution (1 mg steroid per ml methanol) with 20 ml of assay buffer.
Mix for 2 minutes in the supersonic bath, wait 3 hours and fill portions of 0.05 ml into new vials.
One vial contains 25,000 pg of the respective steroid.

4. Working dilutions

4.1. Standard
Dispense 0.15 ml of assay buffer to one portion of standard vial, shake and wait 20 minutes.
Dilute this solution 1 : 2.5 seven times. Mix well after each step (500 pg till 2 pg per 0.01 ml).
In our lab, this is done with a Hamilton Microlab dispenser 1000 (0.09 ml standard + 0.135 ml assay buffer).
Alternatively, you may take the whole portion of the standard vial (0.05 ml) with the 0.15 ml assay buffer, and add
another 2.3 ml assay buffer (you have to transfer everything to a larger vial). This results in a concentration of
500 pg per 50 pl assay buffer, which needs to be further diluted (1:2.5; 1 ml + 1.5 ml buffer).

In case of very sensitive assays, make 9 dilutions and omit the first two (80 pg till 0.3 pg per 0.01 ml).
Standard, antibody and biotin label solution have to incubate 20 minutes before you can work with them.

4.2. AB and BL
See special labelling for each individual EIA.

ElAs available for glucocorticoid metabolites:
See page 9.

ElAs available for oestrogens and
gestagens/androgens’ metabolites: Please ask!

EIA working place
in our lab
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5. Assay procedure

5.1. Plate washing

Before use, wash coated MTP (see 2.) three times with washing solution (1.5.).
Remove the rest of liquid by blotting the MTP on paper towels.

Do not touch the underside of the plate.

5.2. Pipetting of standards, pool and samples

Dispense assay buffer for nonspecific binding (NSB) and zero binding (0), standards (4.1.), pool X and Y (PX, PY),
and sample into the MTP (see Fig. below) prepared earlier (5.1.). We use the Hamilton Microlab dispenser 1000.
It takes 0.01 ml from each sample and adds 0.04 ml assay buffer to dispense a total of 0.05 ml (but you can also
prepare the standard concentrations per 50 pl as previously described and add that by hand).
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Example of arrangement of standards, pools and samples on the MTP

— 0.1 ml antibody

/ or buffer only (NSB)

le ——— 0.1 ml label

Bl

5.3. Dispensing of BL <~ 0.05 ml buffer (NSB; BO),
Dispense 0.1 ml biotin-labelled steroid into each well. standard (S)

For all pipetting steps, use a multi-pipette. . o Sme
Components in a single well

5.4. Dispensing of AB
Dispense 0.1 ml antibody solution into each well.
(Attention: In case of NSB use assay buffer instead of AB.)

Cover the MTP with parafiim and dust cover (Nunc 264623), shake (mild) the MTP overnight at 4°C.
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5.5. MTP washing after incubation
Decant incubated MTP, and wash the MTP four times with cold (4°C) washing solution (1.5).

5.6. Streptavidin reaction
Dispense 0.25 ml of enzyme solution (see 1.7.) into each well and
incubate the covered plate for 45 minutes at 4°C on a MTP-shaker.

5.7. see 5.5. (second washing)

5.8. Colour reaction
Dispense 0.25 ml of substrate solution (see 1.8.) into each well and
incubate (in the dark!) the covered plate 45 minutes at 4°C (agitating).

5.9. Stop reaction
Dispense 0.05 ml of stop reagent (1.9)
(blue colour turns into yellow).

6. Absorbance measuring and calculations

Use an (automatic) MTP reader (in connection with a PC, equipped with a special software for calculation).
Reference filter: 620 nm
Measuring filter: 450 nm
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7. Large scale analysis - special offer!

Large scale sampling is often necessary, especially in studies evaluating adrenocortical activity in animals by
measuring faecal glucocorticoid metabolites. We have adapted our lab facilities in order to be able to handle large
numbers of samples. So, if it is impossible or unpractical for you to analyse many samples, feel free to contact us
(we will analyse them at a reasonable price; especially in case of a collaboration).

uit ackar
MultiPROBE® (Packard

Automatic platewasher
(ELx405; BIO-TEK instruments)

Liquidator”™ (Steinbrenner)
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8. How to validate an EIA for a given species (see also: Mostl & Palme, 2002; Palme, 2005;
Maostl et al., 2005; Palme et al., 2005; Touma & Palme, 2005)

Befaore planning the experiment, please keep in mind that there is a species-specific delay time between the

increase of glucocorticoids in blood and the excretion of the related metabolites in the faeces.

Before application in a new species, a careful analytical and, most important, physiolgical/biological validation

of an EIA is mandatory.

8.1. Analytical validation of an EIA

This includes certain criteria like accuracy, specificity (especially cross-reactions with reduced metabolites),

sensitivity, precision, and parallelism of the dose response relationship for the standard and the unknown.
It is particularly important to demonstrate that the antibody crossreacts with metabolites derived from the

GC that are present in the blood. The best method for this is a radiometabolism study (not always possible):

After infusion of radiolabelled cortisol (or corticosterone) and the extraction of the faecal sample, a high

performance liquid chromatography (HPLC) is performed, and the eluent fractionised and all HPLC-fractions are

collected. After measuring the radioactivity and immunoreactivity in the individual fractions, you can see if

immunoreactive metabolites coelute with radioactive ones. (They should do so, otherwise the immunoreactive
substance does not derive from the radioactive precursor.) One can also partly characterise the metabolites

measured by comparing their chromatographic pattern with standards (if available). One can at least compare
the immunoreactive substance(s) with the elution position of cortisol or corticosterone.

HPLC-Immunogram of faecal *C-cortisol metabolites of a male dog

Cortisol Corticosterone

naturally ovccuring Y
metabolites (radiolabelled)

b) *t\“‘

C-cortisol metabolites (Bg/fraction)

170200P 20uP
v v

immunoreactive
14C-metabolites (radiolabelled)

Immunoreactivity
devoid of radioactivity
(probably steroid metabolites
of gonadal origin
crossreacting with
the antibody!)

ré

===-11,17-Dioxoandrostanes (nmol/fraction)

8.2. Physiological/biological validation

Physiological validation means that an increase/decrease in the glucocorticoid production causes an
increase/decrease in the substance(s) measured in faecal samples, irrespective of the substance(s)
measured. This can be done by injection of ACTH and/or dexamethasone. Additionally, the results of a

Fractions

(Schatz and Palme, 2001)

1
[\
£~

16

——— Corticosterone equivalents (nmol/fraction)

I
o

Cortisol equivalents (nmol/fraction)

“stress experiment” (e.g., transportation) may increase the plausibility that an assay measures glucocorticoid
metabolites in faecal samples. In most species, lots of different metabolites are formed and excreted. If you
have the possibility, you can test which EIA best reflects disturbances.

8.3. Other circumstances which may be important

As bacteria metabolise steroids in the faeces, you should check if this metabolism influences your

experiment by storing fresh samples for a given time, mimicking the time between defaecation and sample

collection in your experiment.

A frequently asked question (by reviewers) is the diurnal rhythm of the excretion. So it may be useful to
conduct an experiment to answer this question (see Touma & Palme, 2005).
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9. ElAs, produced by our working group, to measure glucocorticoids
(or their metabolites) see also references (Info-letter.doc)

9.1. Cortisol (EIA first described: Palme and Mostl, 1997)
Standard: cortisol (4-pregnene-11f3,17 «,21-triol-3,20-dione); range: 0.33 - 80 pg/well
Antibody: cortisol-3-CMO:BSA (1:20,000)

Label:  cortisol-3-CMO-DADOO-biotin (1:100,000)
Application: dogs (Schatz and Palme, 2001; Palme et al., 2001)

coupling position —% 0
for immunogen and label EIA measuring metabolites with a
11p.17 0, 21-triol-20-one structure

9.2. Corticosterone (EIA first described: Palme and Mostl, 1997) CH,0H
Standard: corticosterone (4-pregnene-11p3,21-diol-3,20-dione); range: 2 - 500 pg/well C=0
Antibody: corticosterone-3-CMQO:BSA (1:40000) HO

Label:  cortisol-3-CMO-DADOO-biotin (1:200000)

—0
EIA measuring metabolites with a
11p,21-diol-20-one structure

9.3. 11-oxoaetiocholanolone (Lab-code: 72-alt; EIA first described: Palme and Maéstl, 1997)
Standard: 11-oxoaetiocholanolone (5p-androstane-3a-ol-11,17-dione); range: 2 - 500 pg/well
Antibody: 11-oxoaetiocholanolone-3-HS:BSA (1:20000; Ak 7/42/95)

Label:  11-oxoaetiocholanolone-3-glucosiduronate-DADOO-biotin (1:250000; EL 54)

Application: cattle and sheep: Palme et al., 1999, 2000; roe deer: Dehnhard et al., 2000; 0
hare: Teskey-Gerstl et al., 2000; elephant: Stead et al., 2000; primates: Bahr et al., 2000; N
Wallner et al., 1999a, b; horse: Mostl et al., 1999: Merl et al., 2000;

JHO H

EIA measuring 11,17-dioxo-
androstanes (1117-DOA)

9.4. 11-oxoaetiocholanolone (Lab-code: 72T; EIA first described: Mostl et al., 2002)
Standard: 11-oxoaetiocholanolone (5p-androstane-3a-ol-11,17-dione); range: 2 - 500 pg/well
Antibody: 11-oxoaetiocholanolone-17-CMQO:BSA (1:60000; Ak 3199/6/96)
Label: 11-oxoaetiocholanolone-17-CMO-biotinyl-3,6,9-trioxaundecanediamin (biotinyl-LC; 1:2x10% EL 71)
Application: cattle: Mdstl et al., 2002; deer: Huber et al., 2003a, b; elephant (Ganswindt et al., 2003)... “a

ELA measuring metabolites witha Q"
5p-3a-ol-11-one structure H

9.5. 11-B-hydroxyaetiocholanolone (Lab-code: 69a; EIA first described: Frigerio et al., 2004)
Standard: 5p-androstane-3a,11p-diol-17-one; range: 2 - 500 pg/well

Antibody: 5p-androstane-3a,11p-di-ol-17-one-CMO:BSA (1:25000; Ak 3138/6/99) Sa
Label:  5B-androstane-3a,11p-di-ol-17-one-CMO-biotinyl-LC (1:10000; EL 69) HO o
EIA measuring metabolites witha HO™ H

530, 11p-diol structure
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9.6. Lab-code: 50c (EIA first described: Quillfeldt et al., 2003)
Standard: Tetrahydrocorticosterone (5k-pregnane-3w, 11B,21-triol-20-one); range: 0.8 - 200 pg/well

Antibody: 5R-pregnane-3a,11R,21-triol-20-one-CMO:BSA (1:40000; Ak 50c/51/00) CH.OH

Label:  5B-pregnane-3a,113,21-triol-20-one-21-HS-biotinyl-LC (1:8000; EL 72) I >

Application: bird species C=0\
HO

EIA measuring metabolites
with a 5p-3c.11p-dicl structure

9.7. Lab-code: 37e (EIA first described: Touma et al., 2003)
Standard: 5ua-pregnane-33,11R,21-triol-20-one; range: 0.8 - 200 pg/well
Antibody: 5a-pregnane-33,11R,21-triol-20-one-CMO:BSA (1:30000; Ak 37e/31/01) C
Label:  5a-pregnane-3R,11R%,21-triol-20-one-CMO-biotinyl-LC (1:30000; EL 74) (l:
Application: mice: Touma et al., 2003, rabbits: Monclus et al., 2006;
rats: Lepschy et al., 2007

EIA measuring metabolites
with a 5a-3f.11p-diol structure

9.8. Cortisone (Lab-code: 32a; EIA first described: Rettenbacher et al., 2004)
Standard: 4-pregnene-17«,21-diol-3,11,20-trione; range: 2 - 500 pg/well
Antibody: 4-pregnene-17a,21-diol-3,11,20-trione-21-HS:BSA (1:20000; Ak 32a HS 28/02)
Label:  4-pregnene-17a,21-diol-3,11,20-trione-CMO-biotinyl-LC (1:5000000; EL 82) Cc
Application: chicken: Rettenbacher et al., 2004; Black Grouse: Baltic et al., 2005; (':
Capercaillies: Thiel et al., 2005)

(o]

EIA measuring metabolites
with a 3.11-dioxo structure

10. How to calculate the dilution factor

volume of the agueous organic solvent
for the extraction (pl) ;
plus faecal weight (mg) e.g. 10,(;f{t?][ede>;t.r1aocts
(we add up both as it is a suspension) were:diuied A3

from the ElA-reader

\

ng (steroid) pg (per well) x extract volume x dilution factor
per g (faeces)”  faecal weight x sample volume x 1000

e

expressed in g

to have the results
volume transfered into the EIA (in pl) in ngei);gteezzegf pg!






