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Resumo. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de metabdlitos fecais de progesterona
e estradiol ao longo do ciclo estral em fémeas suinas. Assim, amostras de fezes foram
coletadas de quatro fémeas adultas saudaveis e vazias duas vezes por semana por 75 a 200
dias, dependendo do individuo. Os metabdlitos fecais de progesterona e estradiol foram
dosados por enzimaimunensaio. A duracdo do ciclo estral estimada (~21 dias), bem como
a duracdo das fases progesterénica (~12 dias) e nao progesterénica (~8 dias) corroboraram
com as relatadas na literatura, com diferencas entre as fases para os metabdlitos fecais de
progesterona. Houve uma auséncia de sincronia entre os metabolitos fecais de progesterona
e estradiol, relacionada com as diferengas na metabolizacéo e excrecdo destes hormonios.
Este estudo demonstrou a viabilidade no uso de amostras fecais para 0 monitoramento
longitudinal do ciclo estral em suinos. Entretanto, é necessario considerar as diferengas na
metabolizagdo dos hormonios ao avaliar a interagdo hormonal durante o ciclo estral.

Palavras chave: ciclo estral, fezes, horménios, reproducao, suinos

Monitoring of progesterone and estradiol fecal metabolites during
estrous cycle in sows

Abstract. The aim of this study was to evaluate the progesterone and estradiol fecal
metabolites levels during the estrous cycle in sows. Therefore, fecal samples were collected
from four adult healthy females 2 x/week during 75 to 200 days. Progesterone and estradiol
fecal metabolites were measured by enzyme immunoassay. The estimated estrous cycle
length (~21 days) and the progesteronic (~12 days) and no-progesteronic (~8 days) phases
corroborated with the literature, showing statistical difference between phases for
progesterone fecal metabolites. We observed an absence of synchrony between the
progesterone and estradiol metabolites during estrous cycle, associated to differences in
steroid metabolism in this species. This study demonstrated the viability in use of fecal
samples for the longitudinal monitoring of estrous cycle in swine; however, it is necessary
take in count the differences in hormone metabolism on the interpretation of the fecal
hormone profile during the estrous cycle.
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Monitoreo de los metabolitos fecales de progesterona y estradiol
durante el ciclo estral en cerdas

Resumen. El objetivo de este estudio fue evaluar los niveles de metabolitos fecales de
progesterona y estradiol durante el ciclo estral en cerdas. Asi, muestras de heces fueron
recolectadas de cuatro hembras adultas sanas 2 veces por semana por 75 a 200 dias. Los
metabolitos fecales de progesterona y estradiol fueron dosificados por
enzimaimunoensayo. La duracién estimada del ciclo estral (~21 dias), asi como la duracion
de las fases progesterdnica (~12 dias) y no progesteronica (~8 dias) corroboraron con la
literatura, con diferencias entre las fases para los metabolitos fecales de progesterona.
Observamos una ausencia de sincronia entre los metabolitos fecales de progesterona y
estradiol, relacionados con las diferencias en la metabolizacion y excrecion de estas
hormonas. Este estudio demostré la viabilidad en el uso de muestras fecales para el
monitoreo longitudinal del ciclo estral en cerdos; sin embargo, es necesario considerar las
diferencias en la metabolizacion de las hormonas al evaluar la interaccion hormonal durante
el ciclo estral.
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Introducéo

Nas ultimas décadas houve um aumento crescente no uso de matrizes alternativas, como fezes e
urina, para 0 monitoramento de hormdnios esteroides durante 0s eventos reprodutivos em animais
domésticos e selvagens (Amaral, 2010; Graham, 2004; Kersey & Dehnhard, 2014; Schwarzenberger,
2007; Schwarzenberger et al., 1996), possibilitando um monitoramento n&o invasivo e reduzindo o
estresse da manipulacdo dos animais. Em animais domeésticos, o uso de matrizes alternativas tem sido
aplicado no monitoramento e diagnéstico dos eventos e de patologias reprodutivas, como ciclo estral,
gestacdo, puberdade, aborto, criptorquidismo, entre outros. Além do que, os animais domésticos podem
ser utilizados como modelos experimentais no desenvolvimento de técnicas laboratoriais a serem
aplicadas em espécies selvagens (Schwarzenberger et al., 1996).

De acordo com Palme et al. (1996), a principal rota de excrecdo dos metabolitos de esteroides em
suinos é a urinaria, e somente 4 a 34% dos metabolitos de esteroides sdo excretados nas fezes, variando
de acordo com o hormdnio metabolizado. Entretanto, considerando a grande facilidade de coleta de
amostras fecais, alguns estudos tém demonstrado a possibilidade de uso dos metabdlitos fecais de
esteroides no monitoramento reprodutivo nesta espécie (Amaral et al., 2016; Cestnik et al., 2001; Choi
et al., 1987; Moriyoshi et al., 1997; Ohtaki et al., 1999; Sanders et al., 1994; Snoj et al., 1998; Snoj &
Cestnik, 1994; Vos, 1996).

Em porcas, os estudos publicados focaram principalmente na dosagem de metabolitos fecais de
progesterona e de estrona como ferramenta para o diagndstico de gestacdo. Sanders et al. (1994)
relataram a aplicabilidade do uso de amostras fecais no monitoramento do ciclo estral, porém, somente
avaliando os metabdlitos fecais de progesterona. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de
metabdlitos fecais de progesterona e estradiol ao longo do ciclo estral em fémeas suinas.

Material e métodos

Foram utilizadas quatro fémeas adultas saudaveis e vazias mestigas Landrace vs. Large White. Todos
0s animais foram mantidos em baias individuais com bebedouros tipo chupeta e alimentados com racéao
comercial, no Setor de Suinocultura, Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas
— Campus Manaus Zona Leste — IFAM/CMZL. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos com a aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais da instituigio (protocolo CEUA.
008.02.1928.2206/2017).

Amostras de fezes de cada fémea foram coletadas duas vezes por semana, logo apés a defecagéo,
durante 75 a 200 dias, dependendo do individuo. Para cada fémea, a coleta foi finalizada no momento
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em que o animal era direcionado para reprodugéo, seguindo o manejo adotado pela instituicdo. Todas
as amostras coletadas foram identificadas e mantidas a -20° C até o processamento laboratorial.

As amostras fecais foram liofilizadas e a extracdo hormonal foi feita utilizando o protocolo descrito
por Palme (2005). Uma quantidade de 0,5 g de fezes secas foi misturada em 5 mL de metanol 80%. O
material foi agitado lentamente durante 16 horas e posteriormente centrifugado (500 g, 15 minutos),
sendo o sobrenadante (extrato fecal) armazenado a -20° C até a analise hormonal.

Os metabdlitos fecais de progesterona e estradiol foram mensurados por enzimaimunensaio
previamente utilizado em amostras fecais de suinos (Graham et al., 2001; Munro et al., 1991), utilizando
0s anticorpos CL425 para progesterona e RO008 para estradiol e os respectivos hormonios conjugados
com peroxidase (HRP) fornecidos pela Universidade da Califérnia, Davis, CA, EUA. Em resumo,
microplacas de poliestireno de 96 pocos de alta adsor¢do (MaxiSorp, Nunc, Rochester, NY, EUA) foram
marcadas (50 pL/poco) com o anticorpo diluido em solucdo de marcacdo (Na2COs: 1,59 g/L; NaHCO3:
2,93 g/L; pH 9,6) e incubadas a 4°C por 16 h. Apos a incubacdo, as microplacas foram lavadas com
solugdo de lavagem (NaCl: 87,66 g/L; Tween-20: 0,5%) e preenchidas com 25 pL de solu¢do tampéo
(NaH2P0O4.H,0: 5,421 g/L; Na,HPO.: 8,662 g/L; NaCl: 8,7 g/L; BSA: 1,0 g/L; pH 7,0) em cada poco,
seguido de 50 pL de cada amostra (diluida em solucdo tampéo), padréo da curva, ou controle, todos em
duplicata. Imediatamente apo6s, foi adicionado 50 puL de horménio conjugado diluido em solugdo
tampdo. Apo6s duas horas de incubagdo em temperatura ambiente, as microplacas foram lavadas sendo
posteriormente adicionados 100 pL/pogo de solucéo de substrato (250 pL de TMB: 0,016 mol/L em
DMSO; 50 pL de H202: 0,6%; 11 mL de tampéo substrato (C2HsNa: 1,36 g/L; pH 5.0)). A reacdo
cromégena foi interrompida com 50 pL de solucdo acida (H.SOa4: 10%). A densidade Optica de cada
pogo foi medida em uma leitora de microplacas utilizando um filtro de 450 nm.

A sensibilidade dos ensaios foi 0,08 ng/mL para progesterona e 0,17 ng/mL para estradiol. Os
coeficientes de variacdo intra e interensaio foram menores que 10,9% para todos os hormoénios. A
diluicdo seriada de um grupo de amostras apresentou paralelismo com a curva padrao dos ensaios. Os
resultados hormonais foram corrigidos e expressos em ng/g de fezes secas.

Os valores basais e picos de metabolitos fecais de progesterona das amostras de cada animal foram
determinados por um método iterativo de exclusdo dos valores maiores que a média + 1,5 desvios
padrdes. Inicialmente a média e o DP eram calculados, e os valores que superasse média + 1,5 desvios
padrdes eram excluidos, seguindo da repetigcdo do célculo até que ndo houvesse valores maiores que o
padrdo estabelecido, sendo esses dados restantes considerados valores basais e todos acima do padréo
considerados picos hormonais.

A duracgdo e os niveis hormonais nas fases progesternica (valores de pico) e ndo progesterénica
(valores basais) foram calculados e comparados estatisticamente (teste Mann-Whitney). A duracéo do
ciclo estral (intervalo entre o inicio de uma fase progesterénica e o inicio da fase progesterdnica
seguinte) também foi determinada. Os picos de metabdlitos fecais de estradiol também foram
determinados por método iterativo, e o perfil hormonal foi comparado com o perfil dos metabdlitos
fecais de progesterona.

Resultados e discussado

Foi observado um padrdo ciclico dos metabdlitos fecais de progesterona, possibilitando a
identificacdo de um total de 17 ciclos estrais, com duracdo média de 20,8 + 2,4 dias (17 — 24 dias),
corroborando com a duracdo descrita na literatura para a espécie (~21 dias; Anderson, 2000). Os valores
de duracdo do ciclo estral corroboraram com os obtidos por Hultén et al. (1995) ao monitorar o ciclo
estral em suinos por metabolitos fecais de progesterona.

As fases progesterdnica e ndo progesterénica duraram em média 12,2 e 7,6 dias, respectivamente
(Tabela 1, Figura 1), corroborando com as previamente descritas por Henricks et al. (1972) e com as
observadas por Sanders et al. (1994) ao avaliar os metabdlitos fecais de progesterona. A fase
progesterbnica, como esperado, apresentou valores de metabdlitos fecais de progesterona
significantemente maiores que a fase ndo progesterénica (P < 0,0001, teste Mann-Whitney; Tabela 1).
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Tabela 1. Duragdo e niveis de metabdlitos fecais de progesterona (MFP) durante o ciclo estral e suas fases em fémeas suinas

Duracdo, dias MFP, ng/g de fezes secas
Ciclo estral 20,8+2,4 3.152,3 £ 2.404,5
Fase progester6nica 122+3,.2 4.386,2+2.322,6 A
Fase ndo progesterdnica 76+3,2 1.220,0 +517,8 B
Letras maiUsculas diferentes: diferengas estatisticas (P < 0,05)
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Figura 1. Niveis médios de metabdlitos fecais de progesterona (MFP) e de estrégenos (MFE) durante o ciclo estral em fémeas
suinas. O Dia 1 do ciclo estral representa o primeiro dia da fase progesterdnica.

Os niveis médios de metabdlitos fecais de estrégenos foram de 153,5 + 131,0 ng/g de fezes secas
(35,9 — 1.007,5 ng/g de fezes secas), apresentando picos concomitantes com a queda dos metabdlitos
fecais de progesterona (Figura 1). Sabe-se que a elevagdo dos estrogenos estd relacionada com o
desenvolvimento folicular, culminando com a ovulagdo e posterior elevacdo da progesterona (Senger,
2005; Toniollo et al., 1998), ndo sendo este, 0 padrdo observado neste estudo. O metabolismo dos
esteroides ocorre principalmente no figado, sendo os metabdlitos posteriormente excretados no duodeno
pelo sistema biliar e transportados com a digesta (Graham, 2004; Palme et al., 1996; Schwarzenberger
et al., 1996). O tempo de metabolizacdo e excrecdo normalmente estd relacionado com o tempo de
passagem do alimento pelo trato intestinal, porém, este pode variar de 30 minutos a mais de um dia,
dependendo da espécie, podendo também haver variacdes entre os horménios em uma determinada
espécie (Palme, 2005). Em suinos, Palme et al. (1996) observaram uma grande variacao entre o tempo
de metabolizagdo dos esteroides reprodutivos presentes na corrente sanguinea e posterior excre¢do nas
fezes. De acordo com estes autores, a progesterona circulante na corrente sanguinea apresenta um tempo
médio de seis dias para ser metabolizada e excretada nas fezes, enquanto os estrdgenos apresentam um
tempo médio de dois dias. Assim, pode-se afirmar que a auséncia de sincronia entre os picos de
metabdlitos fecais de estrégenos e progesterona estd relacionada com a variagdo no tempo de
metabolizagdo e excrecao destes hormonios. Desta forma, deve-se ter muita cautela ao analisar a relagdo
entre os niveis de metabolitos fecais de progesterona e estrégenos em suinos, bem como ao correlacionar
0s niveis hormonais com o0s aspectos comportamentais.

Em suinos, a maioria dos estudos enddcrino-reprodutivos utilizando matrizes alternativas opta por
usar a matriz urinaria, uma vez que esta espécie apresenta a via urinaria como principal rota de excrecdo
dos metabdlitos de esteroides reprodutivos (Palme et al., 1996). Entretanto, considerando os resultados
do presente estudo, e que amostras fecais podem ser coletadas diretamente do chdo diariamente, sem
contato direto com o animal, fica demonstrado a viabilidade de uso de amostras fecais para o
monitoramento reprodutivo nesta espécie de maneira ndo invasiva.
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Os suinos domésticos também podem ser utilizados como modelos experimentais para suideos e
tayassuideos silvestres, devido as proximidades filogenéticas. Alguns estudos ja foram realizados
utilizando a matriz fecal em espécies silvestres (Ahuja-Aguirre et al., 2017; Berger et al., 2006; Macchi
et al., 2010). Entretanto, somente Berger et al. (2006) monitoraram longitudinalmente o ciclo estral.
Estes autores avaliaram os metabolitos fecais de progesterona e estradiol, porém, 0s mesmos nédo
encontraram relacdo fisioldgica dos metabdlitos fecais de estradiol com o padréo ciclico observado nos
metabdlitos fecais de progesterona. Berger et al. (2006) especularam sobre a influéncia de alguns fatores
fisiologicos para este achado, porém néo citam a possibilidade de existéncia de diferencas no tempo de
metabolizacdo dos esteroides avaliados como um fator relevante nos resultados encontrados. Desta
forma, futuros estudos sobre o monitoramento longitudinal do ciclo estral em suideos e tayassuideos
silvestres utilizando amostras fecais devem considerar a possibilidade de diferencas na taxa de
metabolizacdo dos esteroides reprodutivos, como observado em porcas no presente estudo.

Concluséo

Este estudo demonstrou a viabilidade no uso de amostras fecais para 0 monitoramento longitudinal
de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol em suinos durante o ciclo estral. Com base nos
resultados obtidos, é necessario atencdo ao avaliar conjuntamente o perfil hormonal dos horménios
analisados, considerando a diferenca nas taxas de metabolismo e excrecao dos esteroides reprodutivos.
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