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RESUMO

PALADINI, M. D. Estudo do ciclo ovariano de sagui-de-tufos-pretos (Callithrix
penicillata) com o uso de métodos nao-invasivos: extracdo e mensuracao de
metabdlitos fecais de estradiol e progesterona. [Study of the Black-tufted-marmoset’s
(Callithrix penicillata) ovarian cycle with the use of non-invasive methods: extraction
and measurement of estrogen and progesterone fecal metabolites]. 2009. 78 f.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Este trabalho teve por objetivo descrever os perfis hormonais do ciclo ovariano de
cinco exemplares adultos de C. penicillata, mantidas no Parque Municipal Quinzinho
de Barros em Sorocaba, SP. As amostras de fezes foram colhidas diariamente,
sempre pela manha, durante trés meses e mantidas congeladas até o
processamento laboratorial. Apdés a extragdo com solventes organicos, as
mensuragdes foram efetuadas com o uso da técnica de radioimunoensaio (RIE).
Para as mensuragdes dos metabdlitos hormonais foram utilizados conjuntos
comerciais validados para o uso em matriz fecal de C.penicilatta. Os resultados
mostraram que duas fémeas estavam ciclando e trés estavam gestantes. Para as
fémeas que apresentaram ciclicidade ovariana o ciclo teve duracdo média de 23.5
19, 9 dias, sendo que as duracgdes das fases luteas e foliculares foram de 13,25 dias
+ 9,46 dias e de 10,25 +7,2 dias, respectivamente. Entre as outras trés fémeas, duas
tiveram suas gestagdes confirmadas, parindo filhotes e uma teve suspeita de ter
sofrido abortamento .Para as que tiveram suas gestagdes confirmadas, a média das
concentracdes dos metabdlitos fecais de progesterona foi de 4527,19 + 3667,8 ng/g
para o terco medio enquanto a média do tergo final foi de 2974+2471,9 ng/g. As
médias obtidas para as concentragbes de metabdlitos de estrégenos nos tergos
medio e final foram respectivamente de 1401,41+ 1034,4 ng/g e 1546,67+ 1227,2
ng/g. Para a fémea que teve suspeita de abortamento foram confeccionados graficos
dos val6res obtidos das concentracbes de ambos os metabdlitos hormonais para o
periodo anterior e posterior a data presumida do evento e comparadas as suas
médias . A média da concentragdo dos metabdlitos fecais de progesterona antes do
suposto abortamento foi de 1466,22+ 784,36 ng/g e para o periodo posterior ao

suposto evento foi de 813 + 614,66 ng/g Para as médias das concentragbes de



metabdlitos fecais de estrogenos, os resultados obtidos foram de 745,65+ 747,39
ng/g antes e 212,42 +331,84 ng/g depois do suposto evento. As analises das
concentracdes de metabdltios fecais dos hormonios esteroides, mostrou-se uma
ferramenta efficiente e adequada para estudos sobre a ciclicidade ovariana e

gestacao do C. penicillata.

Palavras-chaves: Callithrix penicillata. Esteroides fecais. Ciclo ovariano. Gestagao.

Reproducao animal.



ABSTRACT

PALADINI, M. D. Study of the Black-tufted-marmoset’s (Callithrix penicillata)
ovarian cycle with the use of non-invasive methods: extraction and measurement
of estrogen and progesterone fecal metabolites. [Estudo do ciclo ovariano de sagui-
de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) com o uso de métodos nao-invasivos: extracao
e mensuragdo de metabdlitos fecais de estradiol e progesterona.] 2009. 78f.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2009.

This study had as objective to describe the hormonal profiles of the ovarian cycle of
five adult females of C.penicillata, from the Parque Municipal Quinzinho de Barros in
Sorocaba, SP. The fecal samples were collected on a daily basis, always in the
morning, during three months and then frozen until their processing. After extraction
with organic solvents, the measurements were conducted with radioimmunoassay
(RIA) .For the measurements of the hormonal metabolites comercial kits were used
and validated for C.penicillata. The results showed two females with ovarian cyclicity
and three females that were pregnant. For the females that presented ovarian
cyclicity the duration of the ovarian cycle had an average of 23.5 £ 9.9 days , where
the duration of the luteal and follicular phases were of 13.25 1£9.46 days and
10.25+7.2 days, respectively. Of the other three females, two had their pregnancy’s
confirmed by the birth of their young and one was suspected to have suffered
abortion. For the females that had their pregnancy’s confirmed , the mean of the fecal
progesterone metabolites concentration was of 4527.19 + 3667.8 ng/g for the second
trimester, as where for the third trimester it was of 2974 12471.9 ng/g. The means
for the estrogen fecal metabolites concentrations for the second and third trimester
were of 1401.41 £ 1034.4 ng/g and 1546.67 + 1227.2 ng/g. For the female that was
suspected to have had an abortion graphs were used with values obtained from both
fecal metabolites concentrations from before and after the presumed date of the
event and the means were compared. The mean of progesterone fecal metabolites
concentrations before the abortion was of 1466.22 + 784.36 ng/g and for the period
after the abortion it was of 813 + 614.66 ng/g. For the estrogen fecal metabolites
concentration mean, the results obtained were of 745.65 £ 747.39 ng/g for the before

period and 212.42 +331.84 for the after period. The analysis of the fecal metabolites



steroids hormone concentration, showed to be an efficient tool for the studies of the

ovarian cycle and gestation period in the C.penicillata.

Keywords: Callithrix penicillata. Fecal steroids. Ovarian cycle. Gestation. Animal

reproduction
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1 INTRODUCAO

O destino da grande maioria de primatas ndo humanos esta intimamente
relacionado ao homem. Hoje, sabemos que muitas espécies de primatas do Novo
Mundo estdo em perigo devido a caca e a destruicdo de seu habitat natural, além do
comércio clandestino da fauna e flora, fazendo com que 26 espécies e subespécies
de primatas ndo humanos no Brasil sejam consideradas ameacadas de extincao
(VALLE, 2007).

Além da conservacdo dos habitats, programas de reproducdo em cativeiro
Sa0 necessarios para proteger as espécies. Institutos de primatologia vém
direcionando seus programas de pesquisa para a fisiologia e o comportamento
reprodutivo, numa tentativa de obter conhecimentos basicos de reproducdo nessas
espécies (JURKE, 1996). Em alguns casos, a reproducdo de animais em cativeiro
poderd ser a Unica alternativa, o que torna ainda mais importante o desenvolvimento
e aprimoramento de técnicas apropriadas para a obtencdo do sucesso reprodutivo
no cativeiro (SNOWDON, 1989). Infelizmente muitas espécies de primatas nao se
reproduzem bem em cativeiro, o que faz com que técnicas de reproducdo assistida
sejam ferramentas necessarias para aumentar o nimero de individuos e também
facilitar o manejo genético das populacbes, de forma a evitar o aumento da
consanguinidade (MORREL, 1996).

Os primatas do Novo Mundo séo considerados animais de grande relevancia
na area de pesquisa, ndo somente pela sua ocorréncia no ecossistema tropical da
América Central e do Sul, mas também devido a sua grande diversidade e sua
proximidade filogenética com o homem. Alguns destes primatas sao muito utilizados
em pesquisas na area de reproducédo, entre eles o sagui- de tufo- branco (Callithrix
jacchus), mico de cheiro (Saimiri sciureus), macaco da noite (Aotus, spp), € macaco
prego (Cebus, spp), porém , atualmente, estudos com inimeros outras espécies
estdo em andamento para verificagdo de seu potencial para uso em pesquisa
biomédicas (VALLE, 2007).

Nenhum primata ndo humano pode ser considerado um animal ideal e
analogo para os estudos relacionados a reproducdo humana. Alguns primatas, como
os chimpanzés (Pan troglodytes), orangotangos (Pongo pygmaeus) e gorilas (Gorilla

gorilla) podem ser considerados “modelos” ideais, mas, muitos deles, encontram-se
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estdo em andamento para verificacdo de seu potencial para uso em pesquisa
biomédicas (VALLE, 2007).

Nenhum primata n&o humano pode ser considerado um animal ideal e
analogo para os estudos relacionados a reproducdo humana. Alguns primatas, como
os chimpanzés (Pan troglodytes), orangotangos (Pongo pygmaeus) e gorilas (Gorilla

gorilla) podem ser considerados “modelos” ideais, mas, muitos deles, encontram-se
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ameacados e, consequentemente, a exploracdo de suas colbnias em vida livre para
pesquisa biomédica é considerada antiética (HEARN, 1983).

Os primatas da familia Callithrichidae sao hoje, animais importantes para
questdes cientificas relacionadas a muitos aspectos da biologia de desenvolvimento
e reprodutivo, como por exemplo, imunologia, teratologia, cancer, cognicao,
comportamento e neuroendrocrinologia (HEARN, 1983).

Muitas espécies animais s&do consideradas de grande importéncia para
pesquisas biomédicas, porém a familia Callithrichidae €& alvo de interesse nos
aspectos de regulagao social de fertilidade da fémea (ABBOTT, 1984) e também na
preocupacao do status de ameaga de varias espécies em vida livre (MITTEREIER et
al., 1988). Técnicas de reproducdo assistida, como por exemplo, inseminagéo
artificial possibilitam um intercambio de material genético entre colbnias, com um
risco menor de transmissdo de doencgas ou acidentes inerentes no transporte dos
animais (MORREL, 1996). O sucesso da aplicagdo desta e de outras técnicas de
reprodugao assistida depende de conhecimentos basicos de fisiologia reprodutiva,
ainda escassos, para muitas espécies de primatas (WILDT,1986).

Informacdes referentes aos perfis endécrinos dos ciclos ovarianos, assim
como caracteristicas da espermatogénese, do sémen, o local exato e ideal para uma
inseminagao, s&o de vital importancia para um programa de reprodugédo assistida
(WILDT, 1986). A falta de sinais externos de estro e da ovulagdo em muitos dos
primatas do Novo Mundo, torna ainda mais dificil a determinagcdo do momento
adequado para a inseminagao artificial (HEARN, 1983). A monitoracao rotineira de
ovulagédo e prenhes em saguis muitas vezes €& essencial: por exemplo, para regular
a taxa de reprodugao em grandes coldnias e para estudos sobre muitos aspectos de
reproducao (NIEVERGELT; PRYCE, 1995).

Diante disto, o acesso ao estado fisiolégico do animal € indispensavel, tanto
para a utilizagdo rotineira deste como modelo biolégico em pesquisas na area de
reproducdo, como para evitar a extincdo de varias espécies. Informagdes precisas
relacionadas com fisiologia reprodutiva nos primatas do novo mundo ainda sao
extremamente limitadas, enfatizando assim, a necessidade de mais estudos

reprodutivos para estes animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Sistematica

Os primatas da familia Callitrichidae pertencem a subordem Antropoidea. Esta
€ dividida em duas infraordems: Platirrinos e Catarrinos. Os Platirrinos sao
conhecidos como primatas neotropicais ou do Novo Mundo e se encontram na
Ameérica do Sul. Os Catarrinos sdo comumente chamados de primatas do Velho
Mundo e se encontram na Africa e na Asia (ROWE, 1999).

O Brasil é o0 pais com o maior numero de espécies e subespécies de primatas
do novo mundo, com 17 géneros, 85 espécies e 126 espécies e subespécies
(AURICCHIO, 1995; RYLANDS; MITTERMEIER; RODRIGUEZ-LUNA, 1995;
RYLANDS et al., 2000).

A familia Callitrichidae abriga os menores primatas antropdides do mundo
(AURICCHIO, 1995). Existem 4 géneros de Callitrichideos : Callimico sp., Callithrix
sp., Saguinus sp., Leontopithecus sp. (ROWE, 1999).

O género Callithrix € composto atualmente por 6 espécies reconhecidas,
Callithrix jacchus, C. penicillata, C.kuhlii, C.geoffroyi, C.aurita e C. flaviceps
(RYLANDS et al., 2000). Destas, 50% encontram- se ameagadas de extingdo, séo
elas: C.kuhli, C.aurita e C.flaviceps (VALLE, 2007).

2.1 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DOS CALLITHRICHIDEOS

2.1.1 Aspectos Gerais

Os Calllitrichideos sao caracterizados por uma combinagdo Unica de tracos
que os distingue de outros primatas e da maioria das outras espécies mamiferas.
Normalmente eles vivem em grupos pequenos de 1 a 19 individuos (NEYMAN,
1977) com varios adultos de machos e fémeas que pode conter tanto individuos com

parentesco como sem parentesco (NIEVERGELT et al., 2000).
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Por causa do seu pequeno tamanho, estes animais sao vulneraveis a um
grande numero de predadores (NEYMAN, 1977). Seu corpo pequeno é considerado
resultado de nanismo filético, provavelmente por causa de competicdo por alimento
com outras espécies e a ocupagdo de um nicho insetivoro-frugivoro-gomivoro
(EISENBERG, 1977; FORD, 1980).

Sao primatas de caudas compridas e que exibem varias caracteristicas
morfologicas raras entre os primatas antropdides. Apresentam tendéncia a gestagao
gemelar, unhas semelhantes a garras em todos os digitos, exceto o dedéo do pé e
uma morfologia tritubercular nos molares superiores (SUSSMAN; KINZEY, 1984).
Todas estas caracteristicas tipicas evoluiram como resultado de selegcdo pelo
tamanho corporal pequeno. (FORD, 1980; MARTIN 1992).

Nos saguis-de-tufos-brancos (C.jacchus) o tamanho de esqueleto adulto é
alcangado por volta dos 12 meses (HEARN, 1983) e as fémeas atingem a
maturidade sexual em média aos 12-13 meses de idade, quando ocorre a primeira
ovulagdo (ABBOTT et al., 2003; TARDIF et al., 2003). Nos machos, este processo
ocorre aos 14-15 meses de idade, com o desenvolvimento da habilidade para
copular e a ejaculacéo de espermatozdides moveis (ABBOTT et al., 2003; TARDIF
et al., 2003).

Independentemente do numero de fémeas adultas em um grupo, a
reprodugdo geralmente é restrita a uma unica fémea, que da a luz a gémeos
relativamente pesados (ultrapassando 10% do peso corporal da mae) e de
desenvolvimento rapido (GARBER; LEIGH, 1997). Filhotes crescem com uma ajuda
cooperativa de todos os membros do grupo, e especialmente dos machos que
investem intensivamente em carregar os filhotes (GOLDIZEN, 1988; SAVAGE;
GIRALDO; SNOWDON, 1996; GARBER, 1997), o que impde a eles altos gastos
energéticos (ACHENBACH; SNOWDON, 2002). Como em cativeiro as fémeas
exibem um estro pés-parto, geralmente 2-4 semanas apos o nascimento (FRENCH
et al., 2002), a gestagao, a lactagdo e o cuidado com os filhotes, podem ocorrer
simultaneamente (LOTTKER et al., 2004).



22

2.1.2 Sistemas de Acasalamento

Recentes estudos demonstraram que os Callitrichideos eram geralmente
considerados monogamicos, vivendo em unidades familiares estaveis, com um par
reprodutivo e varias ninhadas. Este conceito foi baseado principalmente em
evidéncias de estudos em cativeiro, que mostraram que estes grupos eram as
formagdes mais estaveis, com altos niveis de agresséo dos pares frente a individuos
estranhos (EPPLE, 1975; KLEIMAN 1977; SAVAGE; BAKER, 1996).

No entanto, evidéncias mais recentes mostram que um padrao de
acasalamento monogamico nao € estritamente mantido nem em vida livre nem em
cativeiro (CARROLL, 1992). Uma organizagao social e sistemas de acasalamentos
parecem ser caracterizados por variaveis flexiveis (CAINE, 1993; SAVAGE; BAKER,
1996). Ha uma flexibilidade consideravel mesmo dentro da mesma espécie:
Goldizen (1990) encontrou grupos monogamicos, polidndricos e poliginicos de S.
fuscicollis e sugere que essa variabilidade esteja associada a fatores demograficos e
a necessidade de ajudantes para cuidar dos filhotes com sucesso.

Para Rylands (1982), o cuidado com filhotes € uma estratégia do macho para
cortejar a fémea, e a poliginia facultativa é resultante da incerteza dos machos pela
paternidade. Acredita-se que a explicagdo para a inibicdo reprodutiva €& a
monopolizagdo da cooperagado do grupo no cuidado com os filhotes (RYLANDS,
1982; ABBOTT; BARRETT; GEORGE,1993).

Estudos feitos em vida livre e em cativeiro revelaram que poliandria e poliginia
também ocorrem com outros Callitrichideos, e pode levar a grupos mais estaveis
(TERBORGH; GOLDIZEN, 1985; PRICE; MCGREW, 1991; ROTHE; KOENIG, 1991;
DIETZ; BAKER, 1993).

Para Saltzman (1997), poligamia no C.jacchus e em outros Callitrichideos,
muitas vezes, foi considerada uma condicdo nao estavel ou de transicao
(TERBORGH; GOLDIZEN, 1985; PRICE; MCGREW, 1991; DIETZ; BAKER, 1993).
Se essa hipétese for correta, entdo alguns mecanismos devem efetivamente operar
para retornar a monogamia em grupos previamente poligamos. Uma possibilidade é
o surgimento de uma segunda fémea reprodutiva causando uma série de
comportamentos agressivos entre as duas fémeas, levando a uma alteragdo da

relagdo de dominancia entre elas e possivelmente resultando em uma imposi¢ao de
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supressao reprodutiva na fémea subordinada. Este fendbmeno foi descrito em
roedores com reproducao cooperativa (PAYMAN; SWANSON, 1980). Outra
possibilidade € de uma fémea reprodutiva ser expulsa do grupo, ou por

periferalizagéo ou por agresséo de outro membro (SALTZMAN et al., 1997).

2.1.3 Fisiologia Reprodutiva dos Callithrichideos

Os estudos experimentais mais detalhados sobre o ciclo ovariano e
comportamento sexual em um primata do novo mundo tém como modelo o
C.jacchus. (KENDRICK; DIXSON, 1983), onde a progesterona aparece
primeiramente aumentada no plasma da fémea em torno de 300 dias de idade, mas
0 padrao nao sugere ovulagdo normal até 6-12 meses depois (HEARN,1983).

Da mesma forma que a maioria dos primatas do novo mundo, as fémeas dos
Callithrichideos ndo menstruam. Nao ha sinais externos aparentes, que permitam
uma previsao ou detecgéo de ovulagdo (HEARN, 1983).

Varias consideragcdes em relagao a duragao do ciclo ovariano do C. jacchus
foram relatadas. Hearn e Lunn (1975) descreveram um ciclo com duragdo media de
16.4 dias enquanto Harding et al. (1982) observaram um ciclo ovariano de 30.4 dias.
Por mais que os dois relatos sejam oriundos da mesma colénia, os saguis usados no
primeiro estudo foram capturados da natureza e haviam sido introduzidos na col6nia
ha pouco tempo. No segundo estudo, os animais utilizados eram nascidos na
colonia. Anos depois Hearn (1983) relatou um ciclo ovariano no C.jacchus de 28.6
+/- 10 dias. O ciclo pode ser dividido numa fase folicular de 8.3 +/- 0.3 dias e uma
fase lutea de 19.2 +/- 0.6 dias (HEARN, 1983).

Como em outros primatas, a fase folicular € caracterizada por niveis basais de
progesterona circulante, aumentos nos niveis de estradiol e um pico pré-ovulatério
de LH (GILCHRIST et al., 2001). Os valores absolutos dos niveis de esterdides
ovarianos secretados durante o ciclo sdo considerados muito altos (8 a 10 vezes),
quando comparados com os primatas do velho mundo e humanos (HEARN, 1983;
MOHAN, 2005).

No plasma do C.jacchus, a fase lutea de cada ciclo ovariano foi definida a

partir do aumento sustentado dos niveis de progesterona plasmatica acima de
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10ng/ml, até sua redugcdo a niveis basais. A ovulagcdo deve ocorrer
aproximadamente 24 horas antes do aumento de progesterona acima de 10ng/ml. A
fase folicular consiste no restante do ciclo, onde niveis de progesterona estdo abaixo
de 10ng/ml (KENDRICK; DIXSON , 1983).

No C.jacchus, os perfis de metabdlitos de estrégeno urinario ou fecal nao
revelam pico destes metabdlitos antes da ovulagdo, como encontrado nos primatas
no velho mundo. Os metabdlitos de estrogenos apresentam aumento semelhante ao
encontrado para os metabdlitos de progesterona, com uma elevagdo mantida
durante a fase Iutea presumida dos ciclos ovulatérios, padrao este tipico de primatas
do novo mundo (ZIEGLER et al., 1996).

Alguns Callitrichideos como, por exemplo, o C. jacchus, apresentam
caracteristicas reprodutivas singulares que o tornam um interessante modelo
bioldgico para estudar a dindmica da foliculogénese. Nestas espécies, ao contrario
de outros primatas, ocorre a ovulacdo de mais de um foliculo por ciclo, sendo
possivel que até quatro foliculos cheguem a ovular em um mesmo ciclo,
potencialmente gerando até quatro filhotes da mesma gestacéo (GILCHRIST et al.,
2001).

O C.jacchus apresenta ciclos ovarianos continuos durante todo o ano, nao
havendo portanto sazonalidade reprodutiva como em outras espécies primatas como
o rhesus (Macaca mulatta) (HEARN, 1983). O estro pds-parto pode ser observado 5
dias ap6s o nascimento dos filhotes (CHAMBERS; HEARN, 1979).

2.1.4 Gestacao, Parto e Lactagao

Fémeas de C.Jacchus, em cativeiro, conseguem conceber com 13 meses e
dar a luz com 18 meses (SUSSMAN; KINZEY, 1984).

O tempo médio de duragcdo da gestacdo nos Callithrix sp é de 144 dias
(CHAMBERS; HEARN, 1979; FRENCH et al., 1996). O C. jacchus tem um periodo
médio de gestagao de 148 +- 4.3 dias, calculado do dia do pico de LH ovulatério ao
dia do parto e, normalmente produz gémeos (80%), trigémeos (15%) ou filhote unico
(5%) (HEARN, 1983). Ovulagbes de 2,3 ou 4 ovulos por ciclo sdo normalmente

vistos no C. jacchus de cativeiro, e por esta razéo, crias de 1 a 4 filhotes sao
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comumente observadas. Ndo se sabe o numero de ovulos ovulados por ciclo em
C.jacchus de vida livre, mas crias com 1 a 2 filhotes sdo as mais observadas
(TARDIF; JAQUISH,1997). Segundo Tardif e Jaquish (1997), a idade materna nao
afeta o numero de O6vulos por ciclo, nem o numero final de produtos nos
Callithrichideos. Dados de coldnias de reproducdo em cativeiro de primatas da
familia Callitrichidae, sugerem que tanto o tamanho médio quanto o tamanho
maximo de crias pode aumentar com melhorias na nutricdo e que a variagdo da
producdo de o6vulos por ciclo, pode estar relacionada com diferengas na
disponibilidade energética, estimadas pelo peso corporal (TARDIF; JAQUISH, 1997).

O numero alto de filhotes nos Callitrichideos pode provocar problemas para as
fémeas, pois 0 peso destes pode ultrapassar 10 % do peso corporal da mae. Em
casos extremos, o peso dos filhotes pode chegar a aproximadamente 28 % do peso
da mae (EISENBERG, 1977).

No C.jacchus, o padrao de variacdo dos niveis séricos de progesterona é
semelhante ao da mulher, onde os niveis da fase lutea sdo mantidos no primeiro
terco da gestacdo, seguidos por um aumento gradual no tergo seguinte
(TULCHINSKY et al., 1972). Isso também & demonstrado pelo fato do corpo Iuteo
ser essencial apenas no tergco inicial da gestacdao (HEARN, 1978) e o
desenvolvimento embrionario n&o estar completo até o 84° dia (PHILIPS, 1976). O
aumento relativo dos niveis de progesterona observados durante a gestagdo do
C.jacchus apresenta menor magnitude do que na mulher, devido possivelmente, aos
comparativamente mais altos niveis da fase lutea do Calithrichideo (TULCHINSKY et
al., 1972).

Diferente dos outros primatas, onde é evidente que uma queda dos niveis de
progesterona plasmatica no sangue periférico nao seja um pré-requisito para o inicio
do parto (DAVIES; RYAN, 1972), o C.jacchus mostra uma queda clara na
progesterona plasmatica durante as ultimas semanas da gestagdo. Os perfis de
estradiol sdo similares aos descritos na mulher (RADO; CRYSTLE; TOWNSLEY,
1970), rhesus (Macaca mulatta), (CHALLIS et al., 1974) e chimpanzés (Pan
troglodytes) (REYES et al., 1975), onde as concentragdes maximas sao encontradas
na ultima semana da gestagdo (CHAMBERS; HEARN, 1979).

Nos ultimos 3 a 4 dias antes do nascimento, os niveis de estrégeno
aumentam significativamente para alcangar um pico no parto e depois diminuir a

niveis ndo detectaveis no dia seguinte apds o parto (HEARN, 1983). Resultados do
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monitoramento dos niveis plasmaticos de cortisol e de progesterona evidenciaram
que os niveis destes hormonios no plasma sanguineo das fémeas de C. jacchus
diminuem logo apos o parto (SALDANHA et al., 2005).

Em populagbes de C.jacchus mantidas em cativeiro, nascimentos ocorrem o
ano todo, com frequiéncia maior no periodo de dezembro-marco, que corresponde a
segunda metade da estacdo seca e o inicio da estagcao de chuva. (SOUSA et al.,
1999).

Dados de campo sugerem que nascimentos podem ocorrer em qualquer més
do ano, mas sdo mais comuns de setembro a novembro, com um possivel segundo
pico em marco-maio (RYLANDS, 1982; HUBRECHT, 1984; STEVENSON;
RYLANDS, 1988; COUTINHO; CORREA, 1995; MENDES PONTES; MONTEIRO
DA CRUZ, 1995). O pico de nascimentos coincide com o inicio da estacéo seca, por
volta de outubro-novembro, enquanto o segundo pico ocorre no inicio da estagao de
chuva (margo-abril) (HUBRECHT, 1984).

Ha algumas evidéncias sugestivas de sazonalidade para picos de nascimento
(dois por ano) nos estudos com Callitrichideos em vida livre. No entanto, essa
distribuicdo de picos bimodal ndao parece ser consistente, principalmente em
cativeiro. Logo, o incremento nutricional das dietas tem sido discutido como fator
importante no aumento da produtividade de algumas espécies (KLEIMAN et al.,
1988).

Em contraste com o homem e demais primatas do velho mundo, a lactacao
dos Callitrichideos nao inibe o crescimento folicular (HEARN, 1983) e nao interfere
com a ovulagdo nos C.jacchus (SALDANHA et al., 2005). Os intervalos de
nascimentos de 5 a 8 meses relatados para C.aurita, C.flaviceps, C.humeralifer e
C.jacchus indicam que a concepgao pode ocorrer na primeira ovulagdo pds-parto
(RYALNDS, 1982; HUBRECHT, 1984; MENDES PONTES; MONTEIRO DA CRUZ,
1995). Em cativeiro, a primeira ovulagao ocorre em torno de 10 dias apds o parto em
C.Kuhli: 13.6 +/- 1.2 dias , amplitude de variagéo de 9-24 (FRENCH et al., 1996); em
C.Jacchus : 7.6 dias +/- 6.7 dias, amplitude de variagdo de 0-47 (LUNN; MCNEILLY,
1982); 13.8 +/- 1.3 dias , amplitude de variagao de 10 -18 (DIXSON; LUNN, 1987);
10.5 +/- 0,7 dias, amplitude de variagao de 5-17 (CHAMBERS; HEARN,1979). A
porcentagem de fémeas que concebem na sua primeira ovulagdo poés-parto € em
torno de 80% em C. Kuhli (FRENCH et al, 1996) 91.7 % em C. Jacchus
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(CHAMBERS; HEARN, 1979). Hearn e Lunn (1975) reportaram que o C.jacchus
copula 3 a 10 dias apoés o parto.

Os filhotes sdo amamentados normalmente, por um periodo de
aproximadamente 70 dias apdés o nascimento, embora alguns filhotes possam
mamar por até 100 dias. O desmame se inicia 30 dias apés o0 nascimento, quando
os filhotes ja conseguem segurar os alimentos com suas proprias maos ou receber

alimentos oferecidos pelos seus pais (HEARN, 1983).

2.1.5 Quimerismo nos Callithrichideos

Mesmo com relatos de nascimentos de filhotes unicos e trigémios em todos
os géneros de Callitrichideos (KLEIMAN; HOAOE; GREEN, 1988; SNOWDON;
SOINI, 1988; SOINI, 1988; STEVENSON; RYLANDS, 1988), os gémeos
representam o tipo de ninhada mais frequente.Como os gémeos de Callitrichideos
desenvolvem-se a partir de diferentes odcitos, a gestagao gemelar pode ter induzido
algumas especializagbes, como por exemplo, mecanismos de prevengao da
masculinizacdo de um feto feminino, através de uma possivel liberacdo de
testosterona pelo feto masculino dentro da circulagdo da placenta compartilhada
(MARTIN, 1992).

Quimerismo genético - a mistura de duas ou mais linhas genémicas dentro de
um individuo - € rara nos mamiferos, mas € prevalente nos tecidos hematopoiéticos
dos C.jacchus e outros de Callitrichideos. Nessas espécies, gémeos fraternos
trocam linhas celulares pela fusdo coridnica durante o desenvolvimento inicial
(ROSS; FRENCH; ORTI, 20086).

Células de ambos os produtos de concepgao colonizam a medula éssea de
ambos os gémeos. Como resultado, amostras de sangue de C.jacchus adultos com
um gémeo do sexo oposto contem linfécitos com cariétipo XX e XY. No C.jacchus ,
normalmente existem mais células XY do que XX no sangue de ambos os gémeos.
Mesmo com esse quimerismo nao ha evidencias de intersexualidade ou
subfertilidade (HAIG, 1999).

No S.geoffroyi, Wislocki (1939) observou que as artérias da placenta dos

gémeos se sobrepdem livremente dentro do seu territério de distribuicdo, e nao é
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possivel achar nenhum limite definitivo dentro dos discos da placenta que separe as
células de um gémeo do outro. Nado somente a circulacdo dos gémeos fica
intimamente misturada, mas também conectadas por anastomoses vasculares,
claramente visiveis na superficie da placenta (HAIG, 1999).

Estudos indicaram que durante o final da gestacéao, fetos de machos e fémeas
apresentam niveis de testosterona circulante similar ao do sangue; a fémea parece
nao ser afetada no seu desenvolvimento gonadal ou comportamental (HEARN,
1983).

2.1.6 Comportamento Reprodutivo

Ha poucos estudos sobre Callithrichideos que associem comportamento
reprodutivo com a fase do ciclo ovariano. Em cativeiro, no Callithrix jacchus, a fase
peri-ovulatéria foi associada com um aumento na freqiéncia do comportamento
proceptivo da fémea, como também, com uma diminuigdo da agressividade desta
(DIXSON, 1993).

A copula nos Callithrichideos ocorre de forma semelhante a de todos os
primatas. A fémea fica em posicdo quadrupedal, com as pernas flexionadas e o
macho a monta enquanto ela se mantém agachada, por menos de um minuto.
Geralmente, varias penetracdes precedem uma ejaculacao (EISENBERG, 1961).

Entre os primatas do novo mundo algumas espécies tém comportamentos
socio-sexuais diferentes dos descrito para os primatas do velho mundo. Fémeas de
Callithrichideos, como por exemplo o C. jacchus, nado exibem “apresentagdo das
patas traseiras” como um comportamento proceptivo. Ambos os sexos demonstram
uma “apresentacdo genital caracteristico da espécie” com as patas traseiras
enrijecidas e a cauda arqueada sobre as costas. Esta demonstragdo ocorre
normalmente quando o parceiro dominante apresenta a genitalia a um animal de
hierarquia mais baixa (EPPLE, 1975).

O C. jacchus pode copular durante todo o ciclo ovariano, como o0 macaco — da
- noite (A. trivirgatus boliviensis) (DIXSON, 1983). Ja nos micos-de-cheiro (Saimiri
vanzolinii), a copula ocorre somente durante o periodo peri-ovulatério (WILSON,
1977).
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Fémeas de C.jacchus convidam o macho para a coépula permanecendo
imovel, encarando o macho, e fazendo movimentos ritmicos de protrusao da lingua.
A proceptividade aumenta significantemente durante a fase peri-ovulatéria e diminui
ou desaparece completamente na maioria das fémeas, quando a fase lutea se inicia
(KENDRICK; DIXSON, 1983).

Segundo Kendrick e Dixson (1983) nao ha variagao significativa nos seguintes
comportamentos: frequéncias de copulas, cheirar/lamber a regido ano-genital,
catacdo social, convites de catagdo, marcagado genital ou comportamentos de
apresentagcao do genital, demonstrados pela fémea durante o ciclo ovariano. A
atividade sexual dos machos de C. jacchus aumentada durante a fase peri-ovulatéria
esta correlacionada com a apresentacdo de movimentos rapidos de exteriorizagao
da lingua, que caracterizam um comportamento proceptivo da fémea, como ja
citado, e que é exibido quase que exclusivamente neste periodo. Nos estudos de
Kendrick e Dixson (1983) quando ha auséncia ou diminuicdo da freqléncia do
comportamento de expor a lingua em movimentos rapidos pela fémea durante a fase
peri-ovulatéria, o desempenho do macho diminui indicando que a mudancga de odor
urinario ou genital ndo é o suficiente para justificar o aumento de cépulas observado
neste periodo. Porém, acredita-se que tais sinais ndo comportamentais possuem
influéncia, mesmo ndo sendo o responsavel pelo aumento de cépula no periodo
peri-ovulatério, visto que as copulas ocorrem durante todo o ciclo (KENDRICK;
DIXSON, 1983).

O C. jacchus exibe um sistema de reprodugdo cooperativo, onde os
individuos permanecem com seus grupos nativos até serem adultos, ajudando a
cuidar dos filhotes mais novos, do macho e fémea dominantes, enquanto eles

mesmos nao se reproduzem (SALTZMAN et al., 1997).

2.1.7 Supressao de Reprodutiva

Varios autores relataram a ocorréncia da inibicdo fisiolégica e/ou
comportamental da atividade reprodutiva nos callitrichideos, pelo menos em cativeiro
(KLEIMAN; HOAOE; GREEN, 1988; SNOWDON; SOINI, 1988; SOINI, 1988;
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STEVENSON; RYLANDS, 1988; FRENCH; INGLETT, 1989; ABBOTT; BARRET;
GEORGE, 1993).

A supressao da ovulagao das fémeas subordinadas pela fémea dominante é
comportamental e enddcrina; ja nos machos a supresséo é apenas comportamental,
0 que possibilita aos machos subordinados, a capacidade de se reproduzir com
fémeas dominantes (STEVENSON; RYLANDS, 1988). Nos géneros Callithrix sp.,
Saguinus sp. e Cebuella sp., isso ocorre por supressao fisioldégica do ciclo ovariano
(ABBOTT, 1984; FRENCH; ABBOTT; SNOWDON 1984). No Leontopithecus sp. e
Callimico sp., fémeas subordinadas ciclam, mas sdo presumidamente inibidas por
comportamento (FRENCH; INGLETT; DETHLESS, 1989; CARROLL et al., 1990;
ABBOTT; BARRET; GEORGE, 1993).

Normalmente, em cativeiro, somente uma fémea se reproduz em grupos de
C.jacchus, com as outras fémeas demonstrando varios graus de supressao ovariana
devido a secrecdo inadequada de LH (O'BRYNE; LUNN; DIXSON, 1987). A
anovulacao em filhas de C.jacchus parece ser causada pela supressao da liberagao
do horménio luteinizante (LH) da glandula pituitaria: niveis circulantes de LH nas
filhas sdo baixos e tbnicos, comparados aos das fémeas dominantes que estao
ciclando (ABBOTT, 1993). As fontes de variacdo inter-animal na supressao de
ovulacao e da liberacéo de LH ndo sao conhecidas (SALTZMAN et al., 1997).

No Callithrix jacchus a maioria das filhas mantidas junto com sua familia e a
maioria das fémeas subordinadas mantidas em grupos sociais de adultos sem
parentesco ndao ovulam (ABBOTT, 1984; EVANS; HODGES, 1984). Mas segundo
Jurke (1996), a supresséao fisiolégica do ciclo das fémeas ndo € um fenémeno
absoluto, como demonstrado por Abbott (1984) para o Callithrix Jacchus e por
Carroll (1986) para o Callimico sp., onde filhas podem ovular na presenga de suas
maes, se ambas estiverem com machos sem parentesco. Como parte da explicagao
de supressédo de ovulagdo em grupos familiares, foi sugerido que um mecanismo
preventivo de consanguinidade esteja envolvido (JURKE, 1995). No Leontopithecus
Sp., nao ha evidéncia de supressao de ovulacdo, nem em filhas, nem nas maes ou
em alguma fémea subordinada por fémeas dominantes sem parentesco. Nenhuma
filha foi observada copulando com machos (pai ou irmao) no seu grupo de familia,
indicando uma inibicdo comportamental de interagdo sexual (ABBOTT; BARRET;
GEORGE, 1993).



31

No C.jacchus, a marcagao por cheiro, também parece estar envolvida com
inibicdo reprodutiva entre fémeas (BARRET; ABBOTT; GEORGE, 1990; SMITH,;
ABBOTT, 1998). Estudos demonstraram que a fémea dominante inibe o ciclo
ovariano de fémeas subordinadas, provavelmente por meio de sinalizagdo odorifera
(SOUSA et al., 1999). Pesquisadores relataram possiveis usos da marcagao dentro
de um contexto reprodutivo pelo C.jacchus em duas formas: da fémea dominante
para a fémea subordinada, como parte dos mecanismos envolvidos na inibicao
reprodutiva (ABBOTT, 1984; SMITH; ABBOTT, 1998) e também por fémeas
subordinadas de vida livre para os machos, para sinalizar seu “status” reprodutivo
(LAZARO; SNOWDON; ARRUDA, 1999).

Em varias espécies de primatas, fémeas subordinadas em grupos sociais
podem n&o exibir ciclicidade ovariana ou apresentar fertilidade reduzida (ABBOTT,
1984). Nos machos, a redugdo na concentracdo plasmatica de testosterona pode
ocorrer como resultado de posi¢ao social baixa (O'BRYNE; LUNN; DIXSON, 1987).

Segundo Hearn (1983) no C. jacchus, estudos mostram que em vida livre,
somente uma fémea no grupo reproduz. As outras podem carregar seu filhote, mas
sao inibidas de reproduzir. No laboratorio foi possivel testar este fenbmeno que nao
€ comumente observado em outros primatas, mas os mecanismos pelo qual isto é
controlado, ainda ndo sdo compreendidos (HEARN, 1983). Hearn (1983) mostrou
que a fémea dominante cicla regularmente, mas as outras permanecem aciclicas, e
assim inférteis, enquanto a fémea dominante esta presente. Se a fémea dominante
for removida do grupo, a proxima fémea na hierarquia comeca a ciclar.

Outro fator que foi implicado na supressao de ovulagdo nas fémeas de
Callitrichideos € a relagdo dominante entre irmas. Por exemplo, Heistermann et al.
(1989) demonstraram que em quatro familias de sagui-de-topete (Saguinus oedipus)
onde a mée faleceu, somente a filha mais velha ovulava.

Tanto a supressdo comportamental, quanto a fisiolégica podem ser revertidas
quando filhas que néo estdo se reproduzindo sao retiradas de seu grupo familiar e
pareadas com um macho desconhecido. Neste caso, elas passam a copular,
podendo ovular dentro de algumas semanas, tornando-se gestantes (ABBOTT,
1984; EVANS; HODGES, 1984; FRENCH; ABBOTT; SNOWDON, 1984; ZIEGLER,;
BRIDSON; SNOWDON, 1987; HUBRECHT, 1989). Como em outros mamiferos que
se reproduzem cooperativamente, o fracasso reprodutivo entre as fémeas
subordinadas de Callitrichideos nem sempre é absoluto (CREEL; WASSER, 1996).
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Tanto em grupos de vida livre, quanto em cativeiro de varias espécies de
Callitrichideos, duas fémeas, muitas vezes sabidas ou presuntivamente tidas como
mae e filha, foram identificadas como estando prenhes simultaneamente ou parindo
dentro de um mesmo periodo de tempo (ABBOTT, 1984; TERBORGH; GOLDIZEN,
1985; RODA; RODA, 1987; ROTHE; KOENING, 1991; PRICE; MCGREW, 1991;
DIETZ; BAKER, 1993; COUTINHO; CORREA, 1995; MENDESPONTES;
MONTEIRO DA CRUZ, 1995; SAVAGE; GIRALDO; SNOWDON, 1996).

Diversos estudos com C.jacchus mantidos em cativeiro, também indicaram
que pode ser relativamente comum para filhas escaparem da supressao de ovulagao
enquanto mantidas junto com suas familias. Assim, dados de campo e de laboratério
sugerem juntos que, pelo menos entre os C.jacchus, um numero substancial de
filhas pode fugir da supressdo de ovulagdo enquanto mantidas junto com suas
familias e que sob certas circunstancias, algumas dessas filhas podem até dar a luz.
A supressao reprodutiva dentro de familias tem sido freqientemente descrita como
inibicdo relacionada a hierarquia imposta as filhas, pelas maes (ROTHE, 1975). Em
laboratorios, nos grupos sociais com adultos sem parentesco, as fémeas
subordinadas apresentaram anovulacido em resposta a introducdo de uma fémea
dominante (ABBOTT, 1984).

As consequéncias sociais da ndo supressdo de ovulagdo, assim como as

suas causas, ainda ndo sao conhecidas (SALTZMAN et al., 1997).

2.1.8 Cuidado Parental

Entre os mamiferos, o cuidado paternal ndo é relativamente comum e tem
sido observado em carnivoros, roedores e primatas (KLEIMAN; MALCOM ,1981). A
participacdo de machos reprodutivos parece estar relacionada com a disponibilidade
de fémeas, acesso a elas durante o periodo fértil, a presenca de predadores e
defesa de recursos especificos (KLEIMAN, 1977).

Cuidado extra-maternal de filhotes € um comportamento caracteristico dos
Callitrichideos, normalmente ocorrendo entre o 1° e 11° dia do pds-parto na forma de
carregar o filhote (JURKE; PRYCE, 1994). O aumento de gasto energético na mae

lactante provavelmente criou uma selegcdo positiva para aumento de cuidado
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parental por parte do macho e de filhotes mais velhos (EISENBERG, 1961). O grau
de cuidado exibido pelos pais e pelos irmaos mais velhos nos Callitrichideos é
considerado unico entre os primatas (SNOWDON; SOINI, 1988).

Os filhotes de Callitrichideos sdo carregados extra-maternalmente, durante
alguns dias apds o nascimento, sendo a mée a sua a principal carregadora nas
primeiras 2-3 semanas (SOINI, 1982). O primeiro contato com o pai é até certo ponto
relacionado ao peso corporal dos adultos e dos filhotes, como por exemplo, no
Cebuella sp, o mais leve dentre os Callitrichideos, que apresenta um peso corporal
de 110g (SOINI, 1982) transfere seus filhotes aos pais antes do que os
Leontopithecus sp, que sdo mais pesados 710 g (KLEIMAN; HOAOE; GREEN,
1988).

Goldizen (1990) argumentou que o cuidado parental co-evolui com a gestagao
gemelar para dar conta do aumento de demanda em cuidar de dois recém nascidos.
Outros autores tém sugerido o papel de fatores ecoldogicos como a pressao de

predadores e a disponibilidade restrita por um habitat para reproduzir (HAIG, 1999).

2.2 MANEJO REPRODUTIVO EM CATIVEIRO

O Callithrix jacchus reproduz mais rapido em cativeiro do que qualquer outro
primata. Por causa do seu pequeno tamanho (peso corporal de um adulto 400g) é
facil a manutencédo de grupos familiares em cativeiro, assim eliminando problemas
de estresse associados a individuos mantidos sozinhos, como no caso de babuinos
(HEARN, 1983).

O C.jacchus se adapta bem ao cativeiro, ao manejo e aos procedimentos
experimentais, ainda mais se um sistema de recompensa for oferecido. S&o
econdmicos para manter, geralmente produzem gémeos e por causa de seus
intervalos de gestacdo curtos, podem ser facilmente estabelecidas colénias em
cativeiro, que se reproduzem e se auto sustentam em menos tempo e a um custo
inferior se comparado a outras espécies de primatas maiores, que sdo comumente
utilizados em laboratérios (HEARN, 1983).
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2.3 O SAGUI-DE-TUFOS-PRETOS (Callithrix penicillata)

Figura 1 - Fémea de Sagui-de-Tufos-Pretos (Callithrix penicillata) — Sorocaba - 2008

O Callithrix penicillata (Figura 1) também conhecido como sagui-de-tufos-
pretos, pertence a familia Callitichidae (STEVENSON; RYLANDS, 1988; FARIA,
1989; AURICCHIO, 1995), tem por volta de 20 cm de altura e pesa entre 350 a 500
gramas (STEVENSON; RYLANDS, 1988; FARIA,1989). E um animal de habitos

diurnos e arboreos. O C.penicillata esta distribuido pelo estado de Goias, Tocantins,
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Maranhdo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Norte do Rio de Janeiro e Oeste da Bahia.
Esta espécie, assim como as demais do género Callithrix sp., demonstra grande
diversidade de habitats que pode ocupar (KINZEY, 1997; SUSSMAN, 2000). Vive
em grupos de 3 a 13 individuos que ocupam amplas areas (AURICHIO, 1995;
ROWE, 1996). A dieta deste pequeno primata consiste de frutas, insetos, néctar,
exsudato de plantas, insetos e folhas (SANTEE; FARIA, 1985). O padrao de
nascimento € de duas vezes ao ano coincidindo com a estagdo das chuvas, agosto
a outubro e de janeiro a fevereiro. Assim, a ocorréncia de nascimentos seria mais
provavel de acontecer durante periodos de maior abundancia de recursos naturais
(VILELA; FARIA, 2003).

O periodo gestacional € em torno de 150 dias, quando normalmente, nascem
dois filhotes, que recebem cuidados do grupo todo, principalmente do pai e dos
irméaos mais velhos. Os filhotes sdo amamentados até os 6 meses e com 18 meses
estdo aptos a reproducgao (FEDIGAN, 1992).

2.4 METODOS NAO INVASIVOS

Historicamente, o primeiro método nao-invasivo aplicado para estudos
enddcrino-comportamentais em primatas foi a mensuragdo de metabdlitos
hormonais urinarios (CZEKALA et al., 1981; MCARTHUR et al.,, 1981). A
mensuragdo de metabolitos de esterdides na urina fornece informagdes importantes
para a caracterizagdo da ciclicidade ovariana e da gestagdo em uma grande
variedade de mamiferos. Entretanto, o uso de metabolitos fecais em estudos
reprodutivos tornou-se o mais usado em varias espécies de primatas pela maior
facilidade de obtengdo das amostras (LASLEY, 1985) e diferentemente da urina, a
colheita de fezes é relativamente facil quando os animais estdo mantidos em grupos
ou encontrados em vida livre (WASSER; RISLER; STEINER, 1988). Nos ultimos
anos, a mensuragao de metabdlitos de horménios esterdides ovarianos em fezes e
urina tem sido aplicada com sucesso em varias espécies de primatas (CAROSI et
al., 1999).

O diagnéstico realizado em fezes para determinar uma condig¢ao interna de

um individuo, ndo é uma ciéncia nova, mas apenas nos ultimos 30 anos, passou-se
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a utilizar a extragdo, analise e mensuragcao de metabdlitos fecais de hormbnios
esteréides, como ferramenta para estudos de fisiologia reprodutiva. A primeira
extragdo a partir de fezes humanas para determinar perfis de metabdlitos de
esteroides reprodutivos foi relatada por Adlercreutz et al. (1976). Mais de uma
década se passou antes que esterdides fossem extraidos de fezes de primatas nao
humanos. Risler et al. (1987) foram os primeiros a desenvolver métodos de acesso
nao invasivo da condicdo reprodutiva de um animal. Estes métodos agora sao
amplamente usados para investigar as relagbes endocrino - comportamentais e
também as questdes sobre reprodugédo, bem estar animal, biologia da conservagéao
e biomedicina (KENDRICK; DIXSON, 1983; WASSER; RISLER; STEINER, 1988;
HEISTERMANN; TARI; HODGES, 1993; ZIEGLER et al., 1996).

Como os callitrichideos ndo exibem sinais claros e visiveis de seu status
reprodutivo e, como eles copulam durante todo o ciclo, a copula ndo é um indicativo
da ocorréncia da ovulagdao (HEARN, 1983). Portanto, a aplicacdo de métodos de
monitoramento endocrino se faz necessaria para determinar as fases do ciclo
ovariano e o periodo peri-ovulatorio (HEISTERMANN; TARI; HODGES, 1993). A
detecgcao de metabdlitos de hormdnios reprodutivos em urina e fezes permite um
monitoramento reprodutivo n&o invasivo, que além de nao produzir reacdes
estressantes, ndao promove alteragcbes sociais ou comportamentais que afetem a
fertilidade (ZIEGLER et al., 1996).

A caracterizacdo sistematica de ciclos ovarianos de primatas ndo humanos
pela mensuragao de hormdnios esterodides tradicionalmente requeria a colheita diaria
ou quase diaria de amostras sanguineas. Devido o tamanho pequeno de, por
exemplo, a fémea de mico-de-cheiro (Saimiri vanzolini), tal regime de amostra
sanguinea se torna inadequado e comprometedor a saude do animal (MOORMAN et
al., 2002).

Varios estudos mostraram a presenca de quantidades mensuraveis de
metabdlitos de esterdides sexuais em fezes de primatas (RISLER; WASSER;
SACKETT, 1987; WASSER; RISLER; STEINER, 1988). O acesso por urina ou fezes
possui uma grande vantagem em permitir monitoramentos de longo prazo da fungao
reprodutiva de animais em que a colheita diaria de sangue € impraticavel. A
concentracdo metabdlica hormonal na excrecédo € duas a quatro vezes maior do que
a do esterdide no sangue (SHIMIZU, 2005).
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Metabdlitos de estrogenos e progesterona foram mensurados em amostras de
urina (HODGES et al.,, 1983) e em amostras fecais (HEISTERMANN; TARI,
HODGES, 1993). A mensuragao de esteroides em fezes parece ser tdo informativa
quanto a analise de urina para a determinacdo retrospectiva de ovulagcdo em
Callitrichideos (NIEVERGLET; PRYCE, 1995). O uso de analise de esterdide fecal
para verificar fungdo gonadal e adrenal em primatas cresceu acentuadamente nos
ultimos anos devido a facilidade de se coletar fezes de primatas ndo humanos em
cativeiro e vida livre. Essas técnicas oferecem um novo potencial animador para
aprimorar nosso conhecimento do status enddcrino em animais de vida livre
(SOUSA; ZIEGLER, 1998).

Segundo Heisterman (1993), a maior parte dos metabdlitos fecais é eliminada
sob a forma nado-conjugada,também chamada de forma livre. Isto se da pela agéo
enzimatica nas fezes e de bactérias fecais sobre os metabdlitos que foram
conjugados no figado e eliminados no duodeno através da bile. Esta proporgao é
descrita como sendo de 65 a 85%, variando de acordo com a espécie, com o
horménio e com a fase do ciclo ovariano (HEISTERMANN, 1993). Por sua vez, na
urina a maior parte dos metabdlitos é eliminada na forma conjugada e portanto mais
hidrossoluvel (HODGES et al., 1983).A principal rota de excrecao (fezes ou urina), o
principal metabdlito excretado e sua forma (se conjugado ou livre) e o intervalo de
tempo entre uma alteragao sérica dos niveis do esterdide e a sua correspondente
excreg¢ao nas fezes ou urina, podem variar consideravelmente entre as espécies e
entre os esterdides em uma mesma espécie animal (GRAHAM, 2004). Assim, estes
métodos n&o invasivos tém que ser rigorosamente validados para cada espécie
antes da sua aplicagdo (PALME, 2005).

O intervalo de tempo entre um pico hormonal sérico € o correspondente
aumento de seus metabdlitos na urina € curto (horas) e esta relacionado com a taxa
metabdlica do animal (PALME, 2005). Ja o mesmo intervalo de tempo, medido para
o correspondente aumento de metabdlitos fecais, além da relacdo com a taxa
metabdlica, também sofre influéncia do tempo de transito intestinal, sendo mais
longo que o dos metabdlitos urinarios, variando de horas a dias (HEISTERMANN,
1993; PALME, 2005). Desta forma, os esterdides s&o excretados nas fezes em
tempos diferentes devido as caracteristicas de sua metabolizacdo no figado e

consequente reabsorgdo nos intestinos e eliminagcdo nas fezes e na urina. Alguns
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esterbéides, como o estradiol, sdo altamente conjugados no figado e podem ter
retardado seu tempo de excrecgao nas fezes (ZIEGLER et al.,1996).

Heisterman (1993) relatou um intervalo de médio de 48 horas entre um
aumento em progesterona plasmatica e um aumento significativo nos metabdlitos
fecais, ja Ziegler et al. (1996) reportou que o inicio de aumento de progesterona
fecal no C.jacchus ocorre 1 dia apés o aumento de progesterona circulante.
Portanto, as quantidades mensuradas de esterdides fecais refletem um evento que
aconteceu ha certo tempo atras (PALME, 2005).

Mesmo considerando o atraso na excrecao fecal de esterdides, metabdlitos
fecais de estrégenos ndo demonstraram um aumento de concentracdo durante a
fase folicular do ciclo ovariano para o C.jacchus (ZIEGLER et al., 1996).

Amostras fecais em saguis devem ser coletadas de preferéncia no inicio da
manha por duas razdes: Primeiro, a probabilidade de coleta de fezes logo que os
animais acordam, é de quase 100% (SOUSA; ZIEGLER, 1998). Segundo, para
haver uma padronizagdo nas coletas de amostras, uma vez que podem ocorrer
variagdes nas concentragdes de alguns metabdlitos de esterdides entre o periodo da
manha e da tarde. Este procedimento evitaria a ocorréncia de falsos resultados. Por
exemplo: o perfil de metabdlitos fecais de progesterona de C. jacchus mostra um
padrdo de variagao diurna com valores mais altos pela manha (SOUSA; ZIEGLER,
1998). J&4 em relagdo aos metabdlitos fecais de estradiol, segundo Sousa e Ziegler
(1998), nao ha variacao significante entre intervalos de 2 horas durante toda a fase
de luz do estudada. Este fato pode estar associado as caracteristicas de um
metabolismo mais complexo ou a um limite pequeno de variagdo durante esta fase,
ou a ambos. Também nao foi encontrada diferenca de valores entre os periodos de
manha e tarde (SOUSA; ZIEGLER, 1998).

Na literatura inexistem informagdes basicas sobre a fisiologia reprodutiva do
sagui-de-tufos-preto (Callithrix penicilatta). O conhecimento destas caracteristicas é
essencial para a compreensao dos mecanismos reprodutivos desta espécie, assim
como para a futura aplicacdo de técnicas de reproducdo assistida, sendo, portanto,

imperativo um estudo que esclarega estes aspectos da biologia desta espécie.
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3 OBJETIVOS

- Descrever os perfis de metabdlitos fecais de esterdides sexuais, progesterona e
estrogenos, caracterizando as fases folicular e lutea do ciclo ovariano de Callithrix
penicillata.

- Mensurar a duracdo do ciclo ovariano e suas fases em dias e estimar o periodo
peri-ovulatorio.

- Analisar a aplicabilidade e confiabilidade da técnica nao invasiva aqui empregada

no estudo da fisiologia reprodutiva dos saguis-de-tufos-pretos.
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4 MATERIAL E METODO

A seguir serdo descritos o material e a metodologia empregada no estudo.

4.1 ANIMAIS

Foram estudadas cinco fémeas adultas de sagui-de-tufos-pretos (Callithrix
penicillata) pertencentes ao Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros —
Sorocaba — Sao Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais medindo 1m x 0.50m x 1m
contendo galhos de arvores e uma rede tipo “ninho” (Figura 2). As gaiolas foram
concebidas tendo em sua parte inferior, bandejas removiveis, que permitiam colher
as fezes de cada fémea e obter material livre da contaminagao por urina ou restos
alimentares.

Durante todo o periodo do experimento, as fémeas tiveram apenas contato
visual, auditivo e olfativo com seus respectivos parceiros, que eram mantidos,
separados na gaiola ao lado. Os animais foram submetidos a condi¢gdes naturais de
temperatura, umidade e luminosidade. O manejo alimentar era coordenado pela
Instituicdo e a alimentagao era ofertada em dois momentos, pela manha quando
recebiam uma mistura de ragédo para primatas da (MegaZoo®,Betim, Minas Gerais,
Brasil) misturado com bananas , agua , leite de soja e uvas passas e a tarde os

animais recebiam frutas da estacéo. Agua era oferecida ad libitum.
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Figura 2 - Gaiolas individuais medindo 1m x 0.50m x 1m com galhos de arvores e redes do tipo
“ninho” utilizadas durante todo o periodo de estudo para os saglis-de-tufos-
pretos(Callithrix penicillata) - Sorocaba - 2008

4.2 COLETAS DE FEZES

As coletas de fezes foram realizadas diariamente, entre os meses de
setembro e dezembro de 2008, sempre no periodo da manha, entre 8:00-9:00 h. As

amostras foram homogeneizadas, identificadas e acondicionadas em criotubos
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plasticos (NALGENE" ,Rochester, NY, USA). Ap6s a identificagdo com o nimero do
animal e a data da colheita, as amostras foram mantidas em freezer a -20°C até
serem processadas no Laboratorio de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento
de Reprodugdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo.

4.3 EXTRAGCAO FECAL

As extragdes dos metabdlitos foram realizadas segundo técnica preconizada
por Brown et al. (1994), modificada conforme descrito abaixo.

As amostras fecais foram liofilizadas com o auxilio do aparelho evaporador
giratério tipo Speed vac (Speed vac — Sc110, Savant), com o objetivo de remover a
agua e desta forma impedir as acgbes enzimaticas e bacterianas sobre os
metabdlitos fecais dos hormébnios estudados e simultaneamente padronizar com
maior precisdo o peso do material fecal.

Uma aliquota de 0,2 g de fezes secas foram fervidas em 5 ml de etanol
absoluto (Ethanol P.A,Merck) por 25 minutos. Durante este tempo, o etanol
evaporado foi gradativamente reposto, de forma que ao final desta etapa, o volume
inicial fosse mantido.

Apos a centrifugacdo (Centrifuga TDL 80-2B, Centribio) por 15 minutos a
500g, o sobrenadante foi recuperado e o pellet resultante foi ressuspendido em 5 ml
de etanol absoluto, homogeneizado em aparelho de vortex (PHOENIX, MOD AT 56)
e centrifugado. Os dois sobrenadantes foram combinados e secos completamente
sob ar comprimido e, entao dissolvidos em 1 ml de metanol absoluto.

Para as dosagens de metabdlitos de estradiol e progesterona, as amostras
foram diluidas 1:100, em tampao gelatina pH 7,0 [NaPO4 (13,8g), NaCl (9,0g), azida
sédica (1,09), gelatina (1,0g) e agua destilada (1000ml)] antes das mensuragdes por

radioimunoensaio.
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4.4 VALIDACAO

Realizou-se a validagao laboratorial do radioimunoensaio para uso em extrato
de fezes em sagui-tufos-pretos (C.penicillata), utilizando-se o método de paralelismo
com o uso de matriz integra.

Esse teste possibilita verificar se a matriz fecal utilizada esta interferindo na
ligagdo do antigeno-anticorpo. Foi utilizado um “pool” de amostras de alta
concentracdo hormonal com valores proximos ao limite superior da curva-padrao
fornecida pelo conjunto diagnéstico comercial. Este “pool” foi entdo diluido nas
mesmas proporgdes da curva-padrdao do conjunto comercial e ambas as curvas
obtidas foram comparadas pelo teste de Regressdo Linear, com p < 0,05, para

observar a existéncia de paralelismo.

4.4.1 Validagao Bioldgica

A validagao biologica foi obtida pela caracterizagdo hormonal da existéncia de
ciclicidade ovariana, demonstrada pelos perfis dos metabdlitos fecais de

progesterona e estrégenos.

4.5 DOSAGEM HORMONAL

As dosagens dos metabdlitos hormonais de estrogenos e progesterona foram
realizadas pela técnica de radioimunoensaio (RIE) em fase sélida com a utilizagédo
de conjuntos diagndsticos comerciais (Coat-a-Count® Siemens Los Angeles, CA,
USA) para dosagem de horménios séricos em humanos, utilizando o 1'** como
elemento tragador. Os ensaios hormonais foram realizados de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante e as tabelas com as porcentagens de reacgdes

cruzadas para cada hormonio, encontram-se nos anexos A e B.
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4.5.1 Controles de qualidade

Todos os parametros de controle de qualidade dos ensaios hormonais foram
analisados conforme rotina empregada no LDH, ou seja, foram calculados os
Coeficientes de Variacdo (CV) intra-ensaio, utilizando valores altos e baixos, no
inicio e final de cada ensaio. Foi também calculada a porcentagem de ligagdo B/BO,
a sensibilidade e a dose minima detectada para cada ensaio. Em todos os ensaios
realizados foi também mensurado um “pool” de amostras, o que possibilitou o
calculo do CV inter-ensaio.

As concentragdes determinadas primariamente por RIE foram expressas em
ng/ml para metabdlitos de progesterona ou progestinas e em pg/ml para os
metabdlitos de estrégenos. Para ambos os metabdlitos hormonais, os resultados
finais foram expressos em ng/g de fezes liofilizadas, sendo realizadas as seguintes
conversoes:

Para conversao dos valores de progestinas:

CxVfexD
CF=
Pi
Para a conversdo dos valores dos metabdlitos de estrogenos:
CxVfexD
CF= /1000
Pi

CF = concentracgao final;

C = concentracgéao fornecida pelo RIE;

Vfe = volume das fezes ao final da etapa de extracéao;
D = diluigdo empregada;

Pi = peso inicial
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises estatisticas descritivas, com o calculo de média e
desvios - padrdo para as concentragdes de ambos os metabdlitos hormonais nas
fases foliculares e luteas.Também foram calculadas a média e os desvios-padrao
para a duracao de cada fase, medidas em dias.

As concentracbes médias dos metabdlitos foram comparadas entre as duas
fases, assim como as duracdes destas medidas em dias. Quando as médias foram
paramétricas o teste utilizado foi o Teste T pareado ( p< 0,005) e quando as médias
eram n&o paramétricas o teste utilizado foi o Teste de Willcoxon (p< 0,005).

No caso das gestantes, foi realizada analise estatistica descritiva das
concentragbes dos metabdlitos hormonais nos tercos médio e final da gestagéo e
comparadas as médias entre os dois tercos. Como todos os testes eram néao
parameétricos o teste utilizado para a analise estatistica foi o Kruskal — Wallis
(p<0,005).

Para as analises das concentragbes de metabdlitos fecais de progesterona e
estrégeno entre as trés fémeas gestantes foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com

complemento do teste de Dunn.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo descritos os resultados obtidos neste estudo e a discussao dos

mesmos.

5.1 VALIDAGAO LABORATORIAL

Os valores das curvas obtidas a partir das diluicbes do horménio marcado em
um “pool” de amostras fecais para os metabolitos de estrégenos e progestinas
apresentaram alta e significativa correlagdo com as curvas padrbes dos conjuntos
diagndsticos (Gréaficos 1 e 2). Os valores de r=R?foram 0,96 para os metabdlitos (p=

0,004) fecais de estrogenos e 0,95 (p=0,0052) para as progestinas fecais.

Regression Plot
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Grafico 1 - Representagao grafica da curva de paralelismo obtida
para metabdlitos fecais de progestinas
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Regression Plot
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Grafico 2 - Representacgao grafica da curva de paralelismo
obtido para metabdlitos fecais de estrégenos

5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DO ENSAIO HORMONAL

O controle de qualidade dos ensaios realizados para dosagem de metabdlitos
fecais de estrogenos e progestinas baseou-se na porcentagem de ligagao (B/Bo),
sensibilidade (dose minima detectada) e os coeficientes de variagdo intra- e inter-
ensaio (Tabelas 1 e 2).

Para os ensaios de metabdlitos de progestinas todos os coeficientes de
variagdo intra-ensaio foram inferiores a 8,92 % e o inter-ensaio inferior a 5,56%. A

concentracdo minima detectada foi de 0,004pg/ml (Tabela 1).

Tabela 1 - Controle de qualidade dos ensaios de metabdlitos de progestinas em amostras fecais de
fémeas de Saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) - Sdo Paulo - 2009

CPM Caplig. L.N.E Sensibilidade CVintra CV Intra
Ensaio total B/B0O (%) % (dose) Baixo Alto
1 45391,5 54% 0,36% 96(0,005) 8,92% 3,64%

2 453915 54% 0,36% 96(0,005) 7,38% 3,18%



3 43869  54%  0,47%  92(0,004)  1.83%  5,56%

4 42557  54%  0,46%  92(0,004)  589%  4,93%

CV Inter 541%  4.27%
ensailo
Legenda:

C1 a C4 (média dos controles de cada ensaio)
CPM: Contagens por minuto

Cap.Lig.: Capacidade de ligagao

L.N.E.: Ligagéo nao-especifica

CV Intra: coeficiente de variagao intra-ensaio
CV Inter: coeficiente de variagao inter-ensaio

Para os estrégenos fecais, os coeficientes intra-ensaios foram inferiores a
10% e o inter-ensaio a 2,82%. A concentracdo minima detectada foi de 1,69ng/ml
(Tabela 2).

Tabela 2 - Controle de qualidade dos ensaios de metabdlitos de estrogenos em amostras fecais de
fémeas de Saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) - Sdo Paulo - 2009

Cap | NE sensibilidade ©Y Y

i Lig. Intra Intra

Ensaio total B/B0 (%) % (dose) Baixo Alto

1 27208,5 50% 0,40% 92(1,69) 9,98% 8,60%

2 24984 53% 0,39%  90(2,69) 1,61% 0,79%
3 27339 51% 0,89%  90(2,51)  2,76% 3,98%
4 24802 53% 0,43%  91(2,83)  9.56% 9,28%
CV Inter 053% 2.82%
ensaio
Legenda:

C1 a C4 (média dos controles de cada ensaio)
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CPM: Contagens por minuto

Cap.Lig.: Capacidade de ligagao

L.N.E.: Ligagédo nao-especifica

CV Intra: coeficiente de variagao intra-ensaio

CV Inter: coeficiente de variagao inter-ensaio

5.3 PERFIS HORMONAIS DE METABOLITOS FECAIS DE ESTROGENOS E
PROGESTERONA

No total foram extraidas e dosadas 399 amostras fecais, sendo 96 para F1,
97 para F2, 94 para F3, 57 para F4 e 55 para F5. No decorrer do experimento, duas
fémeas apresentaram ciclicidade ovariana e trés fémeas estavam gestantes, das

quais uma evoluiu para um abortamento indo a 6bito.

5.3.1 Fémeas que apresentaram ciclicidade ovariana

No grafico 3 observa-se para a fémea F01 a presencga de duas fases luteas,
com duracdo de 27 e 7 dias cada uma e duas fases foliculares, com duracédo 10 e 8
dias cada.

No grafico 4 também observa-se a presenca de duas fases foliculares para
fémea F04, com duracdo de 13 e 10 dias cada uma e duas fases luteas, com

duragao de 12 e 7 dias cada.
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Os resultados obtidos para as médias e desvios-padroes das duragdes, em
dias, das fases foliculares e luteas das duas fémeas de saguis-de-tufos-pretos
(Callithrix penicillata) que apresentaram ciclicidade ovariana, estdo expressos no
grafico 5. Dado ao reduzido numero amostral, ndo foi possivel realizar analise

estatistica, sendo por esta razdo, apenas descritos os resultados.

25

20

15

DIAS

10

u

fase folicular fase lutea

Grafico 5 — Representacéo grafica das médias e desvios-padrdes dos dias das
fases foliculares e luteas das duas fémeas de saguis-de-tufos-pretos
(Callithrix penicillata) que apresentaram ciclicidade ovariana - Sao
Paulo - 2008

A soma das duracgdes das fases folicular e lutea caracteriza a duragao do ciclo
ovariano (HEARN, 1983). Logo, os valores encontrados, em ambas as fases, para
as fémeas 1 e 2, nos levam a estimar que a média do ciclo ovariano para a espécie
de Callithrix penicillata é de 23.5 £ 9,9dias, informacgdes estas que vém de encontro
aos achados de Hearn (1983), que determinou 28.6 £ 10 dias para o ciclo ovariano
de Callithrix jacchus.

Ja o periodo da fase folicular, com média de 10, 25 £ 7,2 dias e o da fase
lutea com 13,25 + 9,46 dias (Grafico 5) diferem dos descritos por Hearn (1983),para
C.jacchus, como sendo periodos de 83 + 0.3 dias e de 19.2 + 0.6,

respectivamente.Ha uma diferenca, porem os valores estdo muito préximos, sendo



53

assim possivel que essa diferenca se da em razdo da espécie estuda ser diferente
dos dados encontrados em literatura para o C. jacchus.

Uma certa irregularidade na ciclicidade ovariana €&, de certa forma, esperada
por conta da condicdo experimental dos animais. Estudos mostram que animais em
fase de adaptacdo a novas condi¢des ambientais, apresentam irregularidades em
seu ciclo ovariano (HARDING et al.,1982), assim como o notado em nossos
achados. Apesar dos animais estarem separados, as fémeas mantiveram entre si
contacto visual, olfativo e auditivo, podendo por esta raz&do ter existido alguma
interferéncia em funcao de relagdes de dominancia e subordinagao, levando nao a
uma supressao, mas neste caso, a uma alteracao da ciclicidade ovariana (ABBOTT,
1984). Ainda segundo os mesmos autores, esta condigado pode ser reversivel, mas é
dificil precisar o tempo que levaria para o completo restabelecimento da fungao
ovariana.

Outros fatores podem estar relacionados a estas irregularidades, como a
composicdo da dieta alimentar, condicdes de manejo como as instalagdes, os
contactos com o tratador e com o proprio pesquisador. Enfim, o cativeiro cria uma
série de condi¢gdes que podem interferir com as fungdes fisioldgicas em fungado da
adaptacgao dos individuos a estas condicgodes.

No grafico 6, observa-se as meédias e desvios-padréo das concentragdes de
metabdlitos fecais de progesterona, em cada fase do ciclo, das fémeas 1 e 2 que

apresentaram ciclicidade ovariana.
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Grafico 6 - Representagdo grafica das meédias e dos desvios-padrdo das
concentragbes de metabdlitos fecais de progesterona (ng/g de
fezes secas), em cada fase do ciclo, das fémeas de saglis-de-
tufos-pretos (Callithrix penicillata), que apresentaram ciclicidade
ovariana - S&o Paulo - 2008.

Os resultados obtidos demonstraram haver uma diferenca marcada e
significativa (p= 0,0018) entre as concentragbes médias de metabdlitos de
progesterona das fases folicular e lutea. Os valores das médias para a fase folicular
e lutea foram de 3761,69 £3240,5 ng/g e 8910,21 + 5485,4 ng/g respectivamente. A
fase folicular foi caracterizada por valores basais de metabdlitos de progesterona e a
fase lutea, por valores elevados, concordando com as informagdes descritas na
literatura para outras espécies de Callithrichideos (HARDING et al., 1982; HEARN,
1983; GILCHRIST et al.,, 2001) e caracterizando fisiolégicamente as duas fases.
Também foi observada a ocorréncia destes aumentos de progestinas de forma
ciclica, caracterizando a presenca de ciclos ovarianos com ovulagdes. Desta forma,
os resultados possibilitam afirmar que os ensaios realizados para mensurar as

progestinas fecais foram validados biolégicamente.
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Os valores encontrados para os metabdlitos fecais de estradiol estdo
demonstrados nos graficos 7 e 8 e vém de encontro aos dados de literatura. No
grafico 7 observa-se as médias diarias das concentragées de metabdlitos fecais de
progesterona e estrégeno (ng/g de fezes secas) onde o dia 0 foi considerado como o
dia estimado da ovulagao assim os valores que se encontram antes do dia 0 (-27 a
0) sao referentes a fase folicular e os que se encontram apds o dia 0 (1 a 27) sao
referentes a fase lutea. De acordo com Harlow (1984) o periodo peri-ovulatorio
ocorre aproximadamente 24 horas antes do dia estimado da ovulagdo. Assim no

grafico o periodo peri-ovulatorio estimado é o dia -1.

—m—Medias P4

—— M edias E2

Metabalito de progesterona x 107 de fezes secas
Metabdlito de estrageno x 10?2 ng/g de fezes secas

Grafico 7- Representacdo gréafica das medias diarias das concentragcées de metabdlitos fecais
de progesterona e estrogeno (ng/g de fezes secas) das fémeas de saguis-de-tufos-
pretos (Callithrix penicillata) que apresentaram ciclicidade ovariana, considerando o dia
0 como o dia estimado da ovulagéo - Sao Paulo - 2008.

No grafico 8 observa-se as médias e desvios-padrédo das concentragbes de
metabdlitos fecais de estrogeno. As médias para a fase folicular e Iutea foram de
1153,74 + 935,17 ng/g e 1619,23 +1010,4 ng/g respectivamente. Nao houve
diferenca significativa entre as duas fases (p=0,1177).

Para Heisterman et al. (1993), estudando C. jacchus, um pico de estradiol
ocorre antes da ovulagdo e os valores continuam oscilando em niveis mais altos,
apos ela ter ocorrido. Segundo Ziegler et al. (1996) mesmo considerando o atraso de
excrecao de esterdides fecais, estrogenos fecais ndo demonstraram um aumento de
concentragédo durante a fase folicular do ciclo ovulatorio dos C.jacchus, estando de
acordo com outros achados de primatas do novo mundo. Os valores mais baixos de
concentragdo dos metabolitos de estradiol estdo de acordo com Ziegler et al. (1989)
onde ele relata que estrégenos circulantes nos Callithrichideos aparentam ser

preferencialmente excretados na urina em vez das fezes.
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Grafico 8 - Representagdo grafica das médias e desvios-padrdo das
concentragbes de metabdlitos fecais de estrégeno (ng/g de
fezes secas) das fémeas de saglis-de-tufos-pretos (Callithrix
penicillata) que apresentaram ciclicidade ovariana - Sdo Paulo
- 2008

5.3.2 Fémeas Gestantes

Durante o periodo de estudado, trés fémeas se mostraram suspeitas de estar
gestantes, sendo que duas, as de numero 4 e 5, o confirmaram parindo filhotes. No
caso da terceira, a numero 3, existiu a suspeita de ter ocorrido abortamento. Como a
fémea 3 apresentou valores de metabdlitos fecais de estrégenos e progesterona
muito baixos durante o periodo do estudo, diferindo significativamente do perfil
apresentado pelas demais fémeas gestantes, optou-se por apresentar e discutir
seus resultados em separado.

No grafico 9 estdo descritos os resultados obtidos da mensuragdo dos
metabdlitos fecais de progesterona das fémeas 4 e 5, gestantes que pariram durante

o experimento, durante os tercos médio e final da gestagdo. Observa-se que houve
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diferencga significativa entre as concentragées médias nas duas fases da gestacao
(p=0,0287), sendo maiores as do terco médio. A média to terco medio foi de
4527,19 + 3667,8 ng/g enquanto a media do terco final foi de 2974 + 2471,9. Os
perfis encontrados para as concentragdes de metabdlitos fecais de progesterona
vém de encontro aos dados de literatura para o C.jacchus, onde é descrito que o
terco médio da gestagcao apresenta concentragbes maiores de progesterona do que
o terco final, havendo marcada queda nas ultimas semanas que antecedem o parto
(HEARN, 1978).

Metabdlitos fecais de progesterona
(x 10 3ng/g de fezessecas)

Terco Medio Terco final

Fase da Gestacgdo

Grafico 9 - Representagdo grafica das médias e desvios-padrao das
concentragdes de metabdlitos fecais de progesterona (ng/g de
fezes secas) das duas fémeas gestantes de saglis-de-tufos-
pretos (Callithrix penicillata), nos tercos médio e final da
gestacao - Sao Paulo - 2008

O grafico 10 apresenta as médias e desvios-padrdao das concentracdes
obtidas de metabdlitos fecais de estrégenos, nos tergos médio e final da gestagao.
As medias para o terco medio e terco final foram respectivamente de 1401,41
11034,4 e 1546,67 £1227,2 ng/g. Os resultados encontrados apresentaram diferenca

nao significativa entre as concentragdes das duas fases da gestacao (P=0,3475).
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Segundo Hearn (1983), a concentragdo maxima de estrégeno ocorre nas
ultimas semanas da gestacdo e esta declina para niveis ndo detectaveis no dia
seguinte apds o parto para o C.jacchus. Assim, a esperada maior concentracéo de
metabdlitos de estrégenos que era esperada para o tergo final, ndo foi encontrada
em nossos resultados. Uma das razdes para essa diferenga pode estar associada
ao reduzido numero de gestagbes estudadas, apenas duas. Outra possivel causa
dessa diferenca podera estar no fato que os dados de literatura sao todos referentes
ao C.Jacchus, que apesar de pertencer ao mesmo género, € uma espécie diferente,
podendo por esta razdo, apresentar algumas diferengas fisioldogicas com

C.penicilatta.
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Grafico 10 - Representagcdo grafica das médias e desvios-padrées das
concentragbes de metabdlitos fecais de estrégeno (ng/g de
fezes secas) de duas fémeas gestante de saglis-de-tufos-
pretos (Callithrix penicillata), nos tergos médio e final da
gestagao - Sdo Paulo - 2009
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5.3.2.1 Fémea gestante suspeita de ter sofrido abortamento

A fémea 3 apresentou um histérico de suspeita (ndo confirmada) de gestagéo.
Esta fémea possuia pronunciado aumento abdominal e 61 dias apds o inicio do
estudo ela amanheceu apatica e com marcada diminuigdo do volume abdominal.Foi
constatada a presenca de restos organicos cinzentos no fundo da gaiola sugerindo
uma possivel expulsdo de feto e anexos, que teriam sido quase totalmente
devorados pela mae. Este animal veio a obito 20 dias apds o término do estudo.
Infelizmente, néao foi possivel verificar a causa do obito.

Na tabela 3 estdo tabuladas as médias e desvios-padrao das concentragdes
dos metabolitos fecais de progesterona e estrogeno das duas fémeas gestantes,
numeros 4 e 5 e da fémea suspeita de ter sofrido abortamento, a niumero 3. Para
compor esta tabela foram utilizados todos os valéres obtidos até o dia do parto
(fmeas 4 e 5) ou até o dia da observagdo da acentuada redugcdo de volume
abdominal (fémea 3). Observa-se que para fémea 3 as concentragbes de ambos os
metabdltios fecais € inferior ao das duas outras fémeas que levaram suas gestacoes
a termo. A analise comparativa das concentragcbes das médias dos metabdlitos
fecais de progesterona demonstrou-se ser altamente significativas (p< 0,0001) as
diferencas encontradas entre as fémeas que levaram a gestacéo a termo e a fémea

que sofreu abortamento.

Tabela 3 - Média de concentragdo dos metabolitos fecais de
progesterona e estrégeno das fémeas gestantes de
saguis-de-tufos-pretos (C.penicillata), até o momento do
parto (fémeas 4 e 5), ou até o momento do presumido
abortamento (fémea 3) - Sao Paulo - 2008

Animal Met. de Progesterona Met. de Estréogeno
FO5 3914,86+ 3441,8 ng/g® 1850,20+ 1181,6 ng/g®
FO4 3396,20+ 3095,6 ng/g®  1123,39+ 1033,1 ng/ga’b

FO3 1466,30% 746,14 ng/g® 742,20+ 784,34°
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Considerando a data em que foi observada a reducao de volume abdominal,
como sendo o dia do presumido abortamento, foram confeccionados graficos dos
valéres obtidos de ambos os metabdlitos hormonais para o periodo anterior e
posterior a esta data e comparadas as médias das concentragdes encontradas
(Graficos 11 e 12). A média e desvio-padrao das concentragdes de metabolitos
fecais de progeterona antes do suposto abortamento foi de 1466,22 + 784,36ng/g e
para o periodo posterior ao suposto evento foi 813 £616,54 ng/g. Para as médias e
desvios-padrdao das concentragdes de metabdlitos fecais de estrogenos, os
resultados obtidos foram de 745,65 + 747,39 ng/g antes e 212,42 + 331,84 ng/g
depois do suposto evento. Observa-se pelos graficos 11 e 12 que as concentragdes
médias de ambos os metabdlitos hormonais sofrem marcada e significativa(

p<0,0001) redugéo apds a data do suposto abortamento.

25 5

20

15 4

10

Metabdlito fecal de Progesterona
(x 10 2n/g de fezes secas)

(9]

Media pre aborto Media pos aborto

Grafico 11- Representagcao grafica das meédias e desvios-padrbes de
metabdlitos fecais de progesterona antes e depois do presumido
abortamento da fémea 3 de sagui-de-tufos- pretos (C.
penicillata) - Sao Paulo - 2008
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Grafico 12 - Representagdo grafica das medias de metabdlitos fecais de
estrogeno antes e depois do presumido abortamento da fémea 3
de sagui-de-tufos- pretos (C. penicillata) - Sao Paulo - 2008

Embora os valores das concentragdes de metabdlitos fecais de progesterona
estivessem proximos dos valores encontrados para a fase folicular das fémeas que
apresentaram ciclicidade ovariana, o perfil dos niveis de metabdlitos sugeriram a
existéncia de um estado gestacional na fémea 3, que n&o foi a termo, confirmando a
suspeita de ter ocorrido um abortamento. A partir da data presumida deste fato, esta
fémea nao apresentou perfis de metabdlitos hormonais que sugerissem a presenca

de ciclicidade ovariana pelo restante do periodo estudado (Grafico 13).

—m— P4{n/de fzs)

SBCas

Secas

—e—E2(nfde fzs)

Matabdlito de Estrageno x 102 ng/g de fezes

fefabdlito de progesterona x 107 ng/y de fezes

Data ITfset 090Ut 2Uout  03/mov 15nov 2¥nov 10/dez

Grafico 13 - Representagao grafica das concentragbes dos metabdlitos fecais de progesterona e
estrogenos da fémea 3 de sagui-de-tufos- pretos (C. penicillata) com suspeita de ter
abortado - Sdo Paulo - 2008. Seta indicando data de possivel aborto
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Analisando o grafico 13, nota-se que aproximadamente 12 dias (do dia 3/11
ao dia 15/11) antes da data presumida do abortamento, a fémea 3 apresentou uma
marcada redugao das concentragdes de ambos os metabdlitos fecais, sinalizando ja
a esta altura, algum problema na manutengéo da gestacao estava ocorrendo.

Como a progesterona é o principal hormonio responsavel pela manutengao da
gestacdo, uma das possiveis causas pela qual essa gestagdo nao foi a termo,
poderia ter sido a insuficiencia de producdo de progesterona, uma vez que 0s
valores foram significamente inferiores aos encontrados nas outras duas fémeas
gestantes.Por estes valores serem acentuadamente inferiores aos das outras
gestantes, uma hipotese tambem seria de que em algum momento da gestagao
houve morte fetal, com consequente lutedlise e queda dos niveis de progesterona,
levando a expulsdo do produto. Pode-se especular apenas, que o ébito da fémea 3
teria sido decorrente de um quadro toxémico ou de outras complicacbes poés

abortamento.

Comentarios Finais

Existe na literatura uma marcada caréncia de informacdes sobre a fisiologia
reprodutiva do Callithrix penicillata. Este fato limita as possibilidades de melhorias no
manejo reprodutivo,assim como na futura aplicacdo de técnicas de reproducgao
assistida comom ferramentas para a conservacgao da espécie.

Pelo numero reduzido de fémeas e conseqlente reduzido numero de ciclos
ovarianos e gestagbes estudados, alguns resultados aqui obtidos careceram de
significAnacia estatistica. Apesar disto, foram gerados dados relevantes,
significativos e inéditos que marcam o inicio do conhecimento da endocrinologia
reprodutiva da C. penicilatta.

Assim mais experimentos sdo necessarios para avangar nesta investigagao,

analisando um maior numero de ciclos ovarianos e gestacdes nesta especie.
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6 CONCLUSOES

- Foi possivel descrever os perfis de metabdlitos fecais de esterdides sexuais de
progesterona e estrégeno, caracterizando as fases folicular e lutea do ciclo
ovariano do C.penicillata.

- Os resultados possibilitaram a mensuragdo da duragcdo do ciclo ovariano e suas
respectivas fases folicular e lutea, assim como estimar o periodo peri-ovulatério.

- Embora nao fosse objetivo desse trabalho, a metodologia empregada possibilitou o
estudo de trés gestagoes.

- A técnica nao invasiva utlizada mostrou-se eficiente e adequada para o estudo da

ciclicidade ovariana e gestagdo nessa espécie.
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ANEXOS

Anexo A - Percentual de reacbdes cruzadas do conjunto diagndstico comercial para
Radioimunoensaio para dosagem de progesterona Coat a Count da marca

Siemens®

% de reacgao cruzada Esterdide
100 Progesterona
9,0 5aPregnanediona
3,4 170 Hidroxiprogesterona
3,2 5B Pregnanediona
2,2 11-Deoxicorticosterona
0,9 Corticosterona
0,1 Pregnenolona
0,05 5B-pregnane-3a-ol-20-one

0,05 5-pregnane-3$-ol-20-one-sulfato




Anexo B - Percentual de reagbes cruzadas dos conjuntos diagndsticos comerciais para
Radioimunoensaio para dosagem de estradiol Coat a Count da marca

Siemens®
% de reagao cruzada Esterdide
100 Estradiol 17
10,0 Estrona
4.4 d — Equilenina
1,8 Etrona-B-D-glucoronide
0,80 Equilina

0,58 Sulfato de estrona






