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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi realizar a validação fisiológica 

da dosagem dos metabólitos fecais de testosterona em 

suínos machos por meio de um desafio hormonal. Os três 

machos não castrados apresentaram um pico de metabólitos 

fecais de testosterona com valores hormonais 

aproximadamente 2x maiores que os níveis basais. Os picos 

hormonais ocorreram 2-3 dias após a estimulação 

hormonal, corroborando com o tempo de metabolismo e 

excreção da testosterona nessa espécie. O animal castrado 

apresentou níveis baixos de metabólitos fecais de 

testosterona durante todo o período experimental, não 

sendo responsivo ao desafio hormonal. O ensaio hormonal 

utilizado neste estudo foi capaz de refletir variações 

fisiológicas nos níveis de metabólitos fecais relacionados 

com as variações nos níveis de testosterona no sangue, 

tornando-se uma importante ferramenta para o 

monitoramento endócrino não-invasivo em suínos machos. 
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ABSTRACT 
 

The aim of this study was to carry out the physiological 

validation of the fecal testosterone metabolites 

measurement in male swine by a hormonal challenge. The 

three non-castrated animals showed a fecal testosterone 

metabolites peak with hormone values approximately 2x 

higher than basal levels. The hormone peaks occurred 2-3 

days after hormone stimulation, corroborating with the 

time of metabolism and excretion of testosterone in this 

species. The castrated animal showed low fecal 

testosterone metabolites levels during all experimental 

period, not responding to hormonal challenge. The 

hormonal assay used in this study was able to reflect 

physiologic variations on fecal testosterone metabolites 

levels related to changes of testosterone levels in blood, 

becoming a powerful tool for noninvasive endocrine 

m\onitoring on male swine. 

 

 

Keywords: androgens, boar, enzyme immunoassay, 
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INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, houve um 

aumento no uso de matrizes alternativas, como 

fezes e urina, para o monitoramento de 

hormônios esteroides durante os eventos 

reprodutivos e de estresse em animais 

domésticos e selvagens 

(SCHWARZENBERGER et al. 1996; 

GRAHAM, 2004; SCHWARZENBERGER, 

2007; AMARAL, 2010; KERSEY & 

DEHNHARD, 2014). Seu uso se baseia nas 

rotas de metabolismo e excreção dos 

esteroides, os quais podem ser excretados pelas 

fezes e urina (PALME et al., 1996; GRAHAM, 

2004). 

Em suínos, a principal rota de excreção 

dos metabólitos de esteroides é a urinária, onde 

somente 4 a 34% dos metabólitos de esteroides 

são excretados nas fezes, variando de acordo 

com o hormônio metabolizado (PALME et al., 

1996). Apesar disso, estudos têm demonstrado 

a possibilidade de uso dos metabólitos fecais 

de esteroides no monitoramento reprodutivo 

nesta espécie (CHOI et al., 1987; SANDERS 

et al., 1994; SNOJ & CESTNIK, 1994; VOS, 

1996; MORIYOSHI et al., 1997; SNOJ et al., 

1998; OHTAKI et al., 1999; CESTNIK et al., 

2001; AMARAL et al., 2016). 

Porém, relatos de monitoramento de 

metabólitos fecais de testosterona em suínos, 

os relatos são escassos (SNOJ & CESTNIK, 

1994; CESTNIK et al., 2001; AMARAL et al., 

2016). Além do que, nenhum desses estudos 

validou a metodologia utilizada, demonstrando 

que os níveis hormonais observados 

representavam as variações hormonais séricas. 

Segundo Palme (2005), antes do uso da 

técnica, é necessário demonstrar que a técnica 

laboratorial utilizada é capaz de detectar 

mudanças nos níveis de metabólitos fecais de 

esteroides relacionadas às mudanças nos níveis 

sanguíneos desses esteroides. Para isso, uma 

das metodologias é a validação fisiológica 

realizando um teste de desafio hormonal. 

Para a validação fisiológica da 

dosagem de metabólitos de testosterona, um 

desafio hormonal com GnRH (hormônio 

liberador de gonadotrofinas) pode ser 

utilizado, onde a aplicação exógena de GnRH 

estimulará a hipófise a liberar LH (hormônio 

luteinizante), e este hormônio irá atuar nos 

testículos estimulando a produção de 

testosterona (DLONIAK et al., 2004; 

AMARAL et al., 2009; CHELINI et al., 2011).  

Desta forma, o objetivo deste trabalho 

foi realizar um desafio hormonal para validar 

fisiologicamente a dosagem de metabólitos 

fecais de testosterona em suínos machos 

utilizando um protocolo de 

enzimaimunoensaio. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

No total, foram utilizados quatro 

machos adultos meio sangue (Large White x 

Pietrain), sendo três inteiros (não castrados) e 

um castrado. Todos os animais foram mantidos 

em baias individuais com bebedouros tipo 

chupeta e alimentados com ração comercial, no 
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Setor de Suinocultura da instituição. Todos os 

procedimentos experimentais foram 

conduzidos com a aprovação do Comitê de 

Ética no Uso de Animais da instituição. 

Os animais foram submetidos a um 

protocolo experimental de 11 dias (D-4 a D6). 

Nos quatro dias iniciais, amostras de fezes 

foram coletadas diariamente de cada animal 

imediatamente após a defecação. No dia D0, 

3mL (25µg/mL) de um análogo do hormônio 

liberador de gonadotrofinas (GnRH) 

(Lecirelina, Gestran Plus, Tecnopec 

Laboratórios, São Paulo, SP) foi administrado 

por via intramuscular para produzir um pico 

endógeno de testosterona. No dia da aplicação 

hormonal e durante os seis dias posteriores, as 

amostras de fezes continuaram a ser coletadas. 

Todas as amostras foram identificadas e 

armazenadas a -20oC até a análise. 

As amostras fecais foram liofilizadas e 

os hormônios foram extraídos utilizando o 

protocolo descrito por Palme (2005). Uma 

quantidade de 0,5g de fezes secas foram 

colocadas em um tubo de vidro contendo 5mL 

de metanol 80%. Os tubos foram tampados e 

agitados lentamente durante 16 horas. As 

amostras foram centrifugadas (500g, 15 

minutos) e o sobrenadante (extrato fecal) foi 

armazenado a -20 ºC até a análise hormonal.

 Os metabólitos fecais de testosterona 

foram mensurados por enzimaimunoensaio 

(MUNRO & STABENFELDT, 1984; 

GRAHAM et al., 2001) utilizando o anticorpo 

R156-7 (1:7.500) e o respectivo hormônio 

conjugado com peroxidase (HRP) (1:300.000) 

fornecidos pela Universidade da Califórnia, 

Davis, CA, EUA. Os extratos fecais foram 

diluídos (1:25) em tampão do ensaio (0,0392 

M NaH2PO4.H2O, 0,0610 M Na2HPO4, 

0,1488 M NaCl, BSA: 1,0g/L; pH 7,0) antes da 

análise. 

Em resumo, microplacas (Maxisorp, 

Nunc, Rochester, NY, EUA) foram marcadas 

com 50µl de anticorpo por poço, dissolvido em 

tampão de marcação (0,0150 M Na2CO3, 

0,0348 M NaHCO3; pH 9,6), e incubadas 

durante aproximadamente 16 horas a 4o C. As 

placas foram lavadas com solução de lavagem 

(0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20), e 25µL de 

tampão do ensaio foi adicionado, seguido por 

50µL de cada amostra, padrão ou controle, em 

duplicata. Imediatamente após, 50µL de 

hormônio conjugado dissolvido em tampão do 

ensaio foi adicionado em cada poço. Após 2 

horas de incubação em temperatura ambiente, 

as placas foram lavadas e 100µL de solução 

substrato (250µL de 0,016 M 

tetrametilbenzidina em dimetilsufóxido e 

50µL de 0,1752 M H2O2 diluído em 11mL de 

tampão substrato [0,01 M C2H3Na; pH 5,0]) 

foi adicionado em cada poço. A reação 

enzimática foi parada com 4 M de ácido 

sulfúrico, e a densidade óptica foi medida a 

450nm. 

A sensibilidade dos ensaios foi 

0,08ng/mL, os coeficientes de variação intra e 

interensaio foram menores que 10,8%, e a 

diluição seriada de um conjunto de amostras 

apresentou paralelismo com a curva padrão do 

ensaio. Os níveis de metabólitos fecais de 
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testosterona foram expressos em ng/g de fezes 

secas. 

Os resultados hormonais das amostras 

anteriores à aplicação hormonal foram 

utilizados como referência para a determinação 

dos níveis hormonais basais de cada animal. 

Os valores de média e desvio padrão dos níveis 

basais foram calculados. Após isso, o pico 

hormonal foi classificado como qualquer valor 

após o desafio hormonal que excedesse dois 

desvios padrões acima dos níveis hormonais 

médios para cada animal. O intervalo entre o 

desafio hormonal e o pico hormonal para cada 

animal foi determinado. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os níveis basais de metabólitos fecais 

de testosterona dos animais inteiros 

apresentaram valores aproximadamente 10 

vezes maiores que os observados no animal 

castrado (Tabela 1), demonstrando, como de 

conhecimento, os testículos como principal 

órgão endócrino na síntese de testosterona. 

Considerando a relação entre o eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal e a produção de 

testosterona (SENGER, 2005), como 

esperado, todos os machos inteiros 

responderam positivamente ao desafio 

hormonal, com o aumento dos níveis de 

metabólitos fecais de testosterona após a 

estimulação com GnRH. Do mesmo modo, o 

animal castrado apresentou níveis baixos de 

metabólitos fecais de testosterona durante todo 

o período experimental, sem apresentar pico 

hormonal após o desafio hormonal (Tabela 1, 

Figura 1). 

A dosagem de metabólitos fecais de 

testosterona em suínos já foi realizada por 

outros autores (SNOJ & CESTNIK, 1994; 

CESTNIK et al., 2001; AMARAL et al., 

2016), entretanto, este é o primeiro trabalho 

demonstrando que a matriz fecal é capaz de 

refletir consistentemente as variações 

fisiológicas da testosterona em suínos machos. 

Os níveis de metabólitos fecais de 

testosterona observados no presente estudo 

corroboraram com os valores relatados em 

trabalhos prévios (SNOJ & CESTNIK, 1994; 

CESTNIK et al., 2001; AMARAL et al., 

2016). Macchi et al. (2010) observaram 

valores mais baixos em javalis (Sus scrofa), 

entretanto, estes autores adotaram uma 

metodologia diferente e mais laboriosa para 

realizar a extração hormonal. De acordo com 

Palme (2005), o protocolo de extração 

hormonal pode influenciar nos resultados 

hormonais e devem ser mantidos o mais 

simples possível. O protocolo adotado no 

presente estudo (utilizando metanol 80%) 

normalmente apresenta uma alta recuperação 

dos metabólitos hormonais presente nas fezes 

(Palme, 2005). Deste modo, é possível que os 

valores observados por esses autores estejam 

subestimados. 

 A principal rota de excreção (fezes ou 

urina) e o tempo entre a síntese os esteroides e 

a excreção de seus metabólitos nas fezes ou 

urina variam consideravelmente entre as 
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Tabela 1. Padrão de resposta dos metabólitos fecais de testosterona ao desafio com GnRH (hormônio liberador 

de gonadotrofinas) em suínos machos. 

Animal Níveis basais (média ± DP) 

(ng/g de fezes secas) 

Pico a 

(ng/g de fezes secas) 

Aumento 

(%) 

Dias para o 

pico b 

A-1 (inteiro) 241,7 ± 102,3 576,3 138 3 

A-2 (inteiro) 237,9 ± 111,9 839,5 252 2 

A-3 (inteiro) 311,9 ± 79,7 554,9 78 2 

A-4 (castrado) 33,1 ± 6,4 Não detectado - - 
a Pico = valor acima da média + 2 DP; 
b Dias entre a administração do GnRH exógeno e a observação do pico hormonal. 
 

 

Figura 1. Variações na excreção dos metabólitos fecais de testosterona (MFT) em resposta ao desafio 

hormonal com GnRH em três suínos machos inteiros (A-1, A-2 e A-3) e um castrado (A-4). O GnRH foi 

administrado no dia 0. Símbolos abertos indicam picos hormonais. 

 

espécies (GRAHAM, 2004; PALME et al., 

1996). Palme et al. (1996), avaliando as rotas 

de excreção de testosterona radiomarcada em 

suínos, demonstraram que a urina é a principal 

rota de excreção dos metabólitos de 

testosterona, onde somente 14% dos 

metabólitos de testosterona são excretados 

pelas fezes. Entretanto, apesar da baixa 

excreção dos metabólitos de testosterona nas 

fezes, os resultados do presente estudo 

demonstram a viabilidade do uso de amostras 

fecais no monitoramento de testosterona em 

suínos. Adicionalmente, a coleta de fezes em 

suínos é mais fácil e prática que a coleta de 

urina, podendo ser realizada coletando o 

material diretamente do chão, sem contato 

direto com o animal, indicando, assim, ser uma 

matriz melhor para o monitoramento 

reprodutivo não-invasivo nessa espécie. 
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Palme et al. (1006) também 

demonstrou o intervalo de 24 a 49 horas para o 

metabolismo da testosterona sérica e posterior 

excreção nas fezes em suínos. Esta informação 

corrobora com o intervalo observado no 

presente estudo para o surgimento do pico 

hormonal após a aplicação do GnRH exógeno 

(2-3 dias). Para a excreção fecal, os 

metabólitos dos esteroides são excretados 

junto com a bile no duodeno e são 

transportados com a digesta, assim, 

normalmente o tempo de excreção dos 

esteroides fecais estão relacionados com a taxa 

de passagem de alimento pelo trato 

gastrointestinal (PALME et al., 1996; 

SCHWARZENBERGER et al., 1996). Desta 

forma, o intervalo de tempo entre a variação 

sérica da testosterona e a observação deste 

evento nas amostras fecais devem ser 

consideradas durante a análise de dados em 

futuros estudos utilizando a matriz fecal para 

dosagem hormonal em suínos. 

 A técnica de dosagem de metabólitos 

fecais de testosterona em suínos, aqui validada 

neste estudo, pode ser aplicada em futuros 

estudos para o monitoramento fisiológico em 

suínos machos, bem como no diagnóstico e 

monitoramento de patologias endócrinas que 

envolvam a testosterona. Além do que, a 

técnica pode ser aplicada em outros suídeos 

silvestres, possibilitando o monitoramento 

endócrino longitudinal não-invasivo destas 

espécies. 

 

 

CONCLUSÃO 

 

 Utilizando os protocolos laboratoriais 

aplicados neste estudo, amostras fecais de 

suínos machos são capazes de refletir 

variações fisiológicas nos níveis de 

testosterona, se tornando uma ferramenta útil 

para o monitoramento endócrino não-invasivo 

nesta espécie. 
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