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RESUMO

KUGELMEIER, T. Avaliagdao endocrinolégica do ciclo ovariano de macaco
bugio (Alouatta caraya — HUMBOLDT, 1812) por meio de extragcao e dosagem
de metabdlitos de esterdides fecais. [Endocrinological evaluation of ovarian cycle
in howler monkeys (Alouatta caraya — HUMBOLDT, 1812) by extraction and
measurement of fecal steroids]. 2005. 120 f. Dissertacédo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2005.

A endocrinologia ovariana de cinco fémeas de bugio da espécie Alouatta caraya foi
estudada por meio de extracdo e dosagem de metabdlitos fecais de estrogenos e
progestinas durante um periodo de cinco meses. Adicionalmente observou-se a
presenca de eritrécitos por meio de citologia vaginal em trés das fémeas estudadas.
Duas fémeas, uma em condicdo nutricional desfavoravel e outra pré-pubere,
apresentaram concentragdes basais de estrégenos com mediana menor que 3,7
ng/g e de progestinas menor que 29,7 ng/g de fezes umidas. Nas outras trés fémeas
a mediana dos valores de pico de estrogenos fecais foi 711,55 ng/g e dos valores
basais 130,51 ng/g de fezes umidas. Para as progestinas fecais a mediana dos
valores de pico foi 2653,54 ng/g e dos valores basais foi 149,88 ng/g de fezes
umidas. Nestes trés animais as concentragdes de ambos o0s metabdlitos
apresentaram uma variagao ciclica e o intervalo entre picos de estrégenos fecais foi
19,6+£1,9 dias (médiaztEPM). Estes metabdlitos permaneceram elevados durante
9,1+0,9 dias. Elevagbes sustentadas de metabdlitos fecais de progestinas
acompanhadas de pico e elevagbes de metabdlitos fecais de estrogenos foram
observadas em apenas quatro periodos. Nestes casos ambos os metabdlitos
elevaram-se aproximadamente ao mesmo tempo e estimou-se que a ovulagao
tivesse ocorrido antes do inicio destas elevagbes. Os periodos de sangramento

coincidiram com a queda nas concentragdes de estrégenos e progestinas fecais.

Palavras-chave: Endocrinologia. Esterdides. Metabdlitos. Reprodugdo Animal.

Primatas.



ABSTRACT

KUGELMEIER, T. Endocrinological evaluation of ovarian cycle in howler
monkeys (Alouatta caraya - HUMBOLDT, 1812) by extraction and measurement
of fecal steroids. [Avaliagdo endocrinolégica do ciclo ovariano de macaco bugio
(Alouata caraya - HUMBOLDT, 1812) por meio de extracdo e dosagem de
metabdlitos de esterdides fecais]. 2005. 120 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séao
Paulo, Sao Paulo, 2005.

The ovarian endocrinology was assessed in five female howler monkeys (Alouatta
caraya) by means of estrogen and progestogen metabolites extracted from fecal
samples. Measurements were conducted for a period of five months, and
erythrocytes were observed by vaginal cytology, in three females. In one subadult
and in one undernourished female, estrogen concentrations remained at median
basal levels <3.7ng/g, and the progestogen concentrations were <29.7ng/g of wet
feces for almost the entire period of the experiment. For the other three females,
median fecal estrogen peak concentration was 711.55ng/g and basal concentration
was 130.51ng/g of wet feces. Median fecal progestogen concentration was
2653.54ng/g and for basal concentration was 149.88 ng/g of wet feces. The three
females were found with a cyclical pattern for both metabolites concentrations, with
fecal estrogen peak intervals of 19.6x1.9 (meantSEM) days and the estrogen
metabolites remained elevated for 9.1£0.9 days. Fecal progestogen showed
sustained elevations concurrently with fecal estrogen increase only in four periods

and it was presumed that ovulation had occurred before the onset of those

elevations. Bleeding periods occurred with the falling of both steroid metabolites.

Key words: Endocrinology. Steroids. Metabolites. Animal reproduction. Primates.
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1 INTRODUCAO

A situagdo ambiental hoje € extremamente delicada. A sociedade humana
vem degradando o meio ambiente em escala global, por meio de mudancgas

climaticas, extingdo de espécies e degradagao de ecossistemas.

Apesar do efeito mobilizador exercido pela Rio 92, as agdes que vém
sendo empreendidas em nome da gestdo ambiental ou do
desenvolvimento sustentavel tém se mostrado até certo ponto
ambiguas, fragmentadas e pouco capazes de fazer justica a
complexidade dos desafios criados pela busca de reducdo das
desigualdades no interior de cada pais e entre paises, de
consolidacdo progressiva de novos arranjos institucionais para um
controle democratico-participativo dos riscos da evolugao técnica, e
de internalizagdo de uma relagdo de simbiose auténtica e duradoura
dos seres humanos com a natureza.

Vieira (2002)

A reversao desta situagdo somente sera possivel a partir de uma profunda
mudang¢a nos modos de agir e de pensar da sociedade. No ambito econdmico, as
mudangas ja vém ocorrendo, relacionando-se a biodiversidade a valores
econdmicos. Em termos de biodiversidade, o Brasil € um pais extremamente rico e o
desafio reside em nao violentarmos o equilibrio dessa vida diversa e multipla, nem
permitirmos que outros o fagam.

Para a preservacdo desta riqueza, estudos cientificos visando o melhor
conhecimento da fisiologia reprodutiva de espécies selvagens sao de fundamental
importancia. Estes estudos podem facilitar o manejo e criagcdo de espécies em
cativeiro, assim como auxiliar na obtencdo de melhores resultados na aplicacdo de
técnicas de reproducao assistida (MORATO, 2001). Indiretamente o conhecimento

da fisiologia reprodutiva pode permitir a realizacdo de projetos de reintrodugao de
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espécies ameacadas, reposicao de animais em instituicbes de pesquisas biomédicas
€ a conservacao da biodiversidade faunistica, in situ e ex situ.

Trabalhos baseados apenas na analise dos parametros comportamentais séo
importantes no conhecimento da reprodugao das espécies, porém nao possibilitam
determinar seu ciclo reprodutivo com precisdo. Portanto € importante associar o
conhecimento do comportamento sexual a fisiologia hormonal (RIBEIRO, 1994).

Os métodos nao-invasivos de dosagem hormonal fecal ou urinaria
representam um grande avango nesta area do conhecimento (HEARN, 1986). Tais
métodos poupam os animais do estresse causado pela contencao fisica e/ou
quimica (GUIMARAES, 2001a), possibilitam a colheita diaria de amostras durante
longos periodos e podem ser aplicados em estudos com animais tanto em cativeiro
quanto em vida livre.

A analise de hormonios esterdides nas fezes ou urina constitui-se em
importante ferramenta para a compreensdo da complexa inter-relacido entre a
fisiologia de um animal e o ambiente no qual ele esta inserido (WASSER;
MONFORT; WILDT, 1991). Assim, o método possui ampla aplicabilidade desde a
avaliacdo do bem-estar animal (BOINSKI et al., 1999; VON HOHENDORFF, 2003;
WHITTEN et al.,, 1998), da funcédo reprodutiva de espécies selvagens (FOLEY;
PAPAGEORGE; WASSER, 2001; GRAHAM; BROWN, 1996; LOTTKER et al., 2004;
MARSHALL; HOHMANN, 2005; PATTON et al., 1999; RAMINELLI et al., 2001),
diagndstico de prenhez (BAMBERG et al., 1991) até estudos filogenéticos (PRYCE
et al., 1995) e etolégicos (CAROSI, HEISTERMANN, VISALBERGHI, 1999; SMITH;
McGREER-WHITWORTH; FRENCH, 1998).

O Laboratério de Dosagens Hormonais, da Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo (LDH/FMVZ/USP) validou a técnica de
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estudo da endocrinologia reprodutiva por meio de extragao e dosagem de hormdénios
esteréides nas fezes de animais domésticos e selvagens. Entre as espécies
estudadas encontram-se Amazona aestiva, (papagaio-verdadeiro) (DIAS, 2003);
Capra hircus (cabra) (CAPEZZUTO, 2005); Dasyprocta aguti (cutia) (LUIZ;
OLIVEIRA, 2003); Herpailurus yagouarundi, (gato-mourisco) (BERBARE, 2004);
Mesocricetus auratus (hamster) (CHELINI, 2002); Panthera onca (onga-pintada)
(FURTADO, 2003) e Trichechus inunguis (peixe-boi da Amazénia) (NASCIMENTO,
2004).

Os primatas ndo humanos representam uma importante ordem a ser
estudada, devido a fragilidade em que se encontram muitas de suas espécies e por
sua semelhanga anatdmica, fisioldgica e etolégica com a espécie humana
(AURICCHIO, 1995). Quase metade das 250 espécies de primatas € considerada de
interesse para a conservagao e uma a cada cinco é classificada como ameacada ou
critcamente ameagada (MITTERMEIER, 1996).

O Centro Nacional de Primatas, 6rgao pertencente a Secretaria de Vigilancia
em Saude, filiada ao Ministério da Saude (CENP/SVS/MS) e sediado na cidade de
Ananindeua, estado do Par4, é responsavel pela criacao de primatas ndo-humanos
sob condi¢cbes controladas para pesquisas biomédicas. Entre as linhas de pesquisa
do CENP, inserem-se os estudos sobre a reproducdo das espécies mantidas na
instituicdo, como o Alouatta caraya (bugio) (VALLE, 2002); Aotus azarae infulatus
(macaco-da-noite) (FERREIRA, 1998; MONTEIRO, 2003); Cebus apella (macaco-
prego) (DOMINGUES et al., 2003).

O potencial biomédico do género Alouatta € evidenciado pelas zoonoses
descritas no género, das quais destacam-se a tripanossomose (DEREURE et al.,

2001; FUNAYAMA; BARRETO, 1970; ZICCARDI et al., 2000); a malaria (ARRUDA
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et al.,, 1989; CROGSWELL, 2000; DEANE; NETO, 1973); a meningoencefalite
eosinofilica por Angiostrongylus cantonensis (CARLISLE et al., 1998; GARDINER et
al., 1990); a febre de Mayaro (BRACK, 1987; TALARMIN, 1998) e a febre amarela
(RODHAIN, 1991; SEYMOUR et al., 1983; TORRES, 2002). Os bugios s&o
particularmente susceptiveis a febre amarela (BRACK, 1987; HERVE et al., 1985),
desenvolvendo a doenca na forma grave, semelhante ao que ocorre no homem
(TOMORI, 1999; VASCONCELOQOS, 2003). Almeida et al. (2001) isolaram anticorpos
anti-rabicos em A. guariba. Foram descritos ainda parasitismo por Amblyomma
cajennense, carrapato que também pode infestar o homem (LABRUNA et al., 2002)
e amebiase severa (MARQUEZ-MONTER et al., 1991).

Entre os estudos biomédicos utilizando primatas do género Alouatta,
destacam-se os de Schou et al. (1993), Valsecchi et al. (1980) e Wirthlin (1991), nos
quais os autores afirmam que os bugios sdo bons modelos biolégicos para estudos
de doencas periodontal e afec¢gdes da tiredide.

Além do interesse biomédico, particularidades anatdémicas e comportamentais
tornaram o género Alouatta um dos mais bem documentados entre os primatas
neotropicais (CROCKETT; EISENBREG, 1987; GUEDES et al., 2000). No entanto
poucos estudos focaram aspectos reprodutivos das espécies do género.

A. caraya nao consta nas Listas Oficiais de Espécies da Fauna Brasileira
Ameacada de Extingdo do IBAMA (Instituto Nacional do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais nao-renovaveis) (2003), nem na Lista Vermelha da IUCN
(International Union for Conservation of Nature) (2001). No entanto, a espécie consta
no Livro Vermelho da Fauna Ameagada do Estado do Parana (2004) e outras
espécies do género sao classificadas como criticamente ameagadas (A. belzebul

ululata e A. guariba gariba) (HILTON-TAYLOR; RYLANDS, 2002).
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Segundo Moreland et al. (2001), e espécie A. caraya pode ser utilizada como
modelo no desenvolvimento de tecnologias para reprodugao assistida nas espécies
criticamente ameacadas.

Os bugios ainda sdo importantes dispersores de sementes devido aos seus
habitos alimentares, desta forma exercendo efeito fundamental na distribuicdo de
espécies de plantas e regeneragao de florestas tropicais (BRAVO; ZUNINO, 2000;
ESTRADA; COATES-ESTRADA, 1986). Sao resistentes a um certo nivel de
desmatamento (KOWALEWSKI; ZUNINO, 1999) e podem favorecer ecossistemas
agroecologicos ao depositar quantidades significativas de nutrientes no solo da
plantagao através da defecagao (ESTRADA, 2005).

A crescente destruicdo e fragmentacdo de habitats, constante pressdo de
caca para alimentacao, criacdo como “pets” ou outros propdsitos, principais causas
de declinio de populagbes de primatas em todo o mundo (MITTERMEIER, 1986;
TERBORGH, 1986), tornam urgente os investimentos em estudos sobre sua

reproducao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A ordem Primates é dividida em duas subordens, dos Prosimii (prossimios) e
Anthropoidea (simios e antropdides). A subordem Prosimii por sua vez é dividida nas
infraordens dos Lemuriformes (lemuriformes), Lorosiformes (lorisiformes) e
Tarsiiformes (tarsios). A subordem Anthropoidea é dividida nas infraordens dos
Catarrhini (primatas do velho mundo) e dos Platyrrhini (primatas do novo mundo ou
neotropicais) (ROWE, 1996).

Os Platyrrhini dividem-se nas familias Callitrichidae (micos e saguis), Aotidae
(macacos-da-noite), Cebidae (macacos-prego e micos-de-cheiro), Pitheciidae
(parauacus, uacaris e sauas) e Atelidae (muriquis, macacos-aranha, macacos-

barrigudo e bugios), segundo a classificagdo proposta por Rylands (2000).

21 O GENERO ALOUATTA

A classificagdo taxondmica do género Alouatta tem sido objeto de varios
estudos e novas classificagées foram propostas recentemente (BRANDON-JONES;
RYLANDS, 1999; CORTES-ORTIZ, 2003; MEIRELES, 1999; SCHENEIDER, 2000).
De acordo com Rylands (2000, 2001) o género Alouatta pertence a subfamilia
Alouattinae e possui mais de 20 espécies e subespécies. O mapa da distribuicao

das espécies do género encontra-se no anexo A.
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Bugio ou guariba s&o os nomes populares mais comuns para as espécies do
género e caracteristicas de coloragao de pelagem séao utilizadas para diferencia-las.
Os bugios estao entre os maiores primatas das Américas e podem ser encontrados
desde o sul do México, América Central e Sul, até o norte da Argentina (KYNZEY,
1997).

A caracteristica morfolégica mais marcante do género € a presenga do 0sso
hidide bastante desenvolvido, o qual age como ressonador para o ronco ou rugido,
vocalizagao de longo alcance caracterizada por sons roucos e graves e que originou
o0 nome, em inglés, “howler monkey” (CROCKETT; EISENBERG, 1987). Tal
caracteristica permite o desenvolvimento de um sofisticado sistema de comunicacao,
fundamental para o tipo de organizagdo social e comportamento dos bugios
(OLIVEIRA, 1997, 2002).

A cauda preénsil € outra caracteristica importante pois permite sua facil
locomogao pelos estratos arbéreos entre 10 e 20 metros de altura (AURICCHIO,
1995). Sdo animais folivoros-frugivoros (MILTON, 1980) e, embora alimentem-se
preferencialmente de frutos, sao folivoros obrigatérios (QUEIROZ, 1995). Na sua
dieta podem incluir-se também flores, sementes e brotos (RODRIGUEZ; MARINHO-
FILHO, 1996).

De modo geral, os bugios sdo pouco ativos, passando a maior parte do tempo
em descanso (SANTINI, 1985). Milton (1988, 1993) relaciona este comportamento a
dieta alimentar pouco energética. Sdo animais diurnos com padrdao bimodal de
atividades, apresentando picos de movimentacdo no meio da manha e no meio da
tarde. Podendo ocorrer variagdes inter- e intra-especificas nestes padrées (SANTINI,

1985).
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Os bugios vivem em grupos familiares com 4 a 10 individuos, em média,
formados pelo macho dominante, por fémeas reprodutivas e suas crias, animais
subadultos e machos subordinados com pouco ou nenhum acesso as fémeas

(TREVES, 2001).

2.1.1 Aspectos reprodutivos do género

Os bugios sdo animais poliginicos, ou seja, ha varias fémeas para um macho
(STEELE, 1989) e poligdmicos, a mesma fémea pode acasalar-se com varios
machos (NEVILLE et al., 1988) dentro ou fora de seu grupo social
(AGORAMOORTHY; HSU, 2000). Para Kowaleski, Peker e Zunino (2005) a
promiscuidade da fémea refletiia uma estratégia para aumentar a taxa de
concepgao e confundir a paternidade de machos potencialmente agressivos.

Em geral as espécies do género nado apresentam evidéncia de sazonalidade
reprodutiva (BITETTI; JANSON, 2000; STRIER; MENDES; SANTOS, 2001). No
entanto, Queiroz (1995) observou um padrdo sazonal para A. seniculus na
Amazébnia com copulas apenas nos meses de outubro a dezembro, época menos
umida na regiao.

O desmame dos filhotes ocorre aos seis meses de idade (BITETTI; JANSON,
2000). Machos e fémeas emigram de seus grupos natais préximo ou depois de
atingirem a maturidade sexual (PUSEY; PACKER, 1987), o que pode estar
relacionado a forte competicdo reprodutiva observada entre membros do grupo do

mesmo sexo (JONES, 1980).
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No género Alouatta o dimorfismo sexual € bem evidente, o tamanho corporal
e volume do osso hidide sdo maiores nos machos do que nas fémeas (BICCA-
MARQUES; CALEGARO-MARQUES, 1998). Os machos pesam entre 5,0 e 9,0kg
enquanto as fémeas pesam entre 3,0 e 6,0kg, em média (FORD; DAVIS, 1992). Em
duas espécies (A. caraya e A. guariba clamitans) ha dicromatismo sexual.

Segundo Auricchio (1995) a espécie A. caraya habita desde o nordeste da
Bolivia, Paraguai e norte da Argentina até o Brasil central e oeste dos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo. Outros relatos estendem a distribuicdo da espécie para o
nordeste, estado do Piaui (FLESHER, 2001) até o sul, no Rio Grande do Sul
(CALEGARO-MARQUES; BICCA-MARQUES, 1996).

Nesta espécie o dicromatismo sexual € bem evidente, os machos sao negros
e as fémeas de cor dourada, assim como os filhotes machos e fémeas. Entre quatro
e cinco anos de idade o jovem macho muda da cor dourada para preta
(THORINGTON JR.; RUIZ; EISENBERG, 1984). Pelas caracteristicas da pelagem A.
caraya é popularmente conhecido como bugio preto ou preto e dourado.

Segundo Crockett e Eisenberg (1987) a maturidade sexual em A. caraya é
atingida com 24 a 37 meses de idade para os machos e 35 a 42 meses de idade
para as fémeas. Na maturidade sexual das fémeas ocorre escurecimento da
pelagem, mudangas na estrutura vulvar e interrup¢cao das brincadeiras infantis
(SHOEMAKER, 1982).

Colillas e Coppo (1978) estudaram a reproducédo do bugio preto através de
citologia vaginal e analise microscépica dos ovarios. A duragéo do ciclo ovariano foi
de 19,741,0 dias (variacdo 17 a 24 dias), com uma fase folicular de
aproximadamente nove dias e fase lutea de sete dias. Foi observado um aumento

no numero de células escamosas entre 48 a 75% e a quantidade destas células
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permaneceu elevada durante 48 a 72 horas. Eritrocitos foram observados em alguns
casos, de quatro a 10 dias apds o pico de células escamosas. Nos dias anteriores ou
imediatamente apds o pico, as células intermediarias e parabasais foram
predominantes. No final do ciclo notaram-se células pequenas similares a células
basais ou endometriais.

Os autores nao observaram mudangas nos 6rgaos sexuais que pudessem ser
correlacionadas as alteragdes citologicas. Os ovarios apresentaram muitos foliculos
atrésicos, raros corpos luteos e tecido intersticial abundante. Os autores acreditam
que fémeas de A. caraya sao poliéstricas e que os ciclos podem ser estudados
através de citologia vaginal com a ovulagéo ocorrendo imediatamente apds o pico de
células escamosas.

Crockett e Eisenberg (1987) também n&o observaram alteracbes nas
estruturas genitais externas durante o estro na espécie que, segundo Kowaleski e
Zunino (2004) dura trés dias. Os mesmos autores reportam um periodo de gestacao
de 180 dias e intervalo entre partos (IEP) de 18 meses, em vida livre. Em cativeiro, o
intervalo cai para 12 a 15 meses (SHOEMAKER, 1982) ou apenas nove meses
(CARMINATTI; SETZ, 2004).

Valle (2002) estudou as caracteristicas fisicas e morfolégicas do sémen de A.
caraya colhido por eletroejaculagdo. O volume do ejaculado foi 0,09+0,05ml e a
concentracdo média foi 649,5+926,7 x 10° espermatozdides por mililitro. O autor
comparou animais acasalados e nao acasalados e encontrou diferencas
significativas na concentragdo espermatica (maior para os ndo acasalados) e nos
defeitos maiores (maior para os animais acasalados). Em vista destes resultados o
autor sugere que concentragdo espermatica mais baixa e maior percentual de

anormalidades n&o necessariamente implicam em infertilidade.
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Para A. palliata, a duragdo do ciclo estral, baseado em observagdes
comportamentais, € de 16,3 dias e as fémeas permanecem receptivas durante 2 a 4
dias (GLANDER, 1980). Neste periodo, as fémeas demonstram mudangas na
coloracéo da pele dos 6rgaos genitais, aumento subito da intumescéncia e realizam
varias copulas antes da concepcgao (CROCKETT; EISENBERG, 1987).

A maturidade sexual em A. palliata ocorre aos 36 € 42 meses de idade para
fémeas e machos, respectivamente. A gestacao dura 186 dias, em média e o IEP é
de 22,5 meses (GLANDER, 1980).

Fémeas de A. seniculus possuem um ciclo estral de 17 dias e um estro de 2,5
a 3 dias, quando também mostram alteragdes na genitalia sexual (CROCKETT;
EISENBERG, 1987; CROCKETT; SEKULIC, 1982). Os dados sobre a duragao da
gestacdo na espécie sao bastante discrepantes, podendo durar 139 dias (BRAZA;
ALVAREZ; AZCARATE, 1981) ou 191 dias (CROCKETT; SEKULIC, 1982).

Em A. guariba clamitans os nascimentos ocorrem ao longo de todo o ano e o
IEP é de 21,2+2,5 meses. O intervalo entre desmame e concepcao € de seis meses
(STRIER; MENDES; SANTOS, 2001).

Veras (2004) estudou a anatomia do aparelho reprodutor de fémeas de A.
guariba clamitans e A. caraya. A autora observou que os ovarios eram estruturas
bilaterais compactas, ovoides em A. guariba clamitans e mais globosas em A.
caraya. Os ovarios ligavam-se ao utero através do ligamento préprio do ovario, o
qual mantinha as gbnadas proximas ao 6rgéo. O comprimento dos ovarios variou de
8 a 21mm (diametro longitudinal), a largura (didmetro dorso-ventral) variou de 3,4 a
7,3mm e sua altura de 4 a 7,9mm (didmetro latero-lateral).

O utero apresentou-se simples e alongado, com contorno piriforme. Em A.

guariba foi caracterizado por fundo globdide e por uma cérvix marcadamente longa,
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que se projetava no canal vaginal e formava uma fenda circular (férnix vaginal). Em
A. caraya, o fundo uterino mostrou-se menos globdide e seu didmetro antero-
posterior foi menor que o didmetro latero-lateral, dando aparéncia achatada ao
fundo. O 6rgédo nao se apresentou anterovertido nem retrovertido e, devido ao
grande comprimento do ceco, posicionou-se ligeiramente deslocado para o lado.

O miométrio era espesso, com feixes de fibras musculares circulares e
longitudinais e altamente vascularizado. A camada mais interna da parede uterina ou
endométrio apresentou variagbes na espessura conforme os estagios de
desenvolvimento folicular. O comprimento uterino variou entre 17,8 e 32,5mm e a
cérvix mediu entre 8 e 15,9mm.

O comprimento médio da vagina variou de 19 a 43mm e o0 numero de
camadas epiteliais foi maior nas fémeas adultas. A vulva apresentou caracteristicas
peculiares. Quando o animal assumia uma postura quadrupede o 6érgao apresentava
disposicdo pendular. A curta rima estava contida entre os labios maiores e seu
comprimento médio foi de 19,1imm. Foram observadas diferencas na cor dos
grandes labios entre as espécies e entre fémeas da mesma espécie, provenientes
de regides distintas. Os pequenos labios mostraram-se como pregas delgadas,
réseas e totalmente encobertas pelos grandes labios. O clitores mostrou-se como
estrutura cilindrica de cor résea, disposta fora da comissura vulvar e recoberta por

um prepucio. Nao foi encontrado um os clitoridis.
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2.2 ESTUDO DA FISIOLOGIA REPRODUTIVA ATRAVES DA DOSAGEM

HORMONAL NAO-INVASIVA

Todos os primatas exibem um ciclo ovariano que compreende uma fase de
crescimento folicular, a ovulagdo e uma fase de atividade do corpo luteo (HODGES,
1987). A expressao destes eventos ciclicos, porém, varia consideravelmente entre
as espécies. Existem diferencas na duragao do ciclo e suas fases, sob influéncia ou
nao da sazonalidade e na ocorréncia ou ndo da menstruagcao (HODGES, 1987).

A dosagem nao-invasiva de metabdlitos de horménios esterdides permitiu o
estudo da endocrinologia reprodutiva e o conhecimento destas diferengas em varias
espécies de primatas. Entre os prossimios algumas das espécies estudadas foram
Eulemur fulvus rufus (OSTNER; HEISTERMAN, 2003), E. mongoz (CURTIS et al.,
2000), E. macaco flavifrons, E. rubriventer, Hapalemur griseus occidentalis
(GERBER; MOISSON; HEISTERMANN, 2004). Entre os primatas do velho mundo
encontram-se o Gorilla gorilla (BELLEM et al., 1995; MYIAMOTO et al., 2001),
Macaca fasciculares (MATSUMURO et al., 1999; SHIDELER et al., 1993), M. silenus
(HEISTERMANN et al., 2001), M. fuscata (FUJITA et al., 2001, 2004), Pan paniscus
(HEISTERMANN et al., 1996); Papio cynocephalus (LYNCH et al., 2003; WASSER,;
MONFORT; WILDT, 1991; WASSER et al., 1994) e Presbytis entellus (ZIEGLER et
al., 2000).

Entre as espécies de primatas neotropicais foram estudadas o Ateles geoffroy
(CAMPBELL et al.,, 2001), Brachyteles spp (STRIER; ZIEGLER, 1994, 1997
STRIER; ZIEGLER; WITTWER, 1999; ZIEGLER et al., 1997); Callicebus moloch

(VALEGGIA et al.,, 1999), Callimico goeldi (PRYCE;, SCHWARZENBERGER;
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DOBELI, 1994), Callithrix spp e Saguinus spp (HEISTERMANN; TARI; HODGES,
1993; LOTTKER et al., 2004; SOUZA; ZIEGLER, 1998; ZIEGLER et al., 1989;
ZIEGLER et al., 1996); Cebus spp (CAROSI; HEISTERMAN; VISALBERGUI, 1999;
GUIMARAES, 1999; LYNCH; ZIEGLER; STRIER, 2002), Leontopithecus spp
(CHAOUI; HASLER-GALLUSSER, 1999; RIBEIRO, 1994); Pithecia pithecia
(SAVAGE et al., 1995; SCHIDELER et al., 1994); Saimiri sciureus (MOORMAN et al.,
2002).

No género Alouatta, alguns estudos foram realizados mas poucos foram
publicados na integra. Assim, muitas informagdes foram obtidas com os proéprios
pesquisadores.

Em A. caraya, Moreland et al. (2001), estudaram a fisiologia reprodutiva de
machos através da colheita e analise do sémen e dosagem de testosterona fecal. Os
autores verificaram que as caracteristicas do sémen foram similares entre os
machos de diferentes idades e os niveis de testosterona nas fezes foram constantes
ao longo do ano.

Herrick et al. (2000), realizaram um trabalho com dosagem de progesterona
urinaria de A. senicilus em vida livre, por radioimunoensaio. Os autores estimaram
um ciclo estral com duragao de 29,5+1,5 dias e gestacao de 211,8+29,0 dias.

Espinosa (2000) investigaram a fungdo ovariana de A. palliata mexicana
através da dosagem de pregnanediol e estrona urinarios por radioimunoensaio e
encontraram ciclos com duracéo entre 6 e 33 dias.

Clarke, Zucker e Harrison (1991) correlacionaram a dosagem de estrogenos
fecais com as alteragbes na genitalia externa e comportamento sociossexual de
fémeas de A. palliata em vida livre na Costa Rica. Os autores encontraram

diferengas significativas nas concentracbes de estrogenos fecais entre as fémeas
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que estavam ciclando e as fémeas lactantes ou gestantes. Todas as coépulas
ocorreram em associagao a altos niveis de estrogenos fecais, no entanto nenhuma
correlagao foi encontrada entre alteragées na genitalia sexual externa e os niveis
hormonais.

Zucker, Clarke e Harrison (1995) e Zucker et al. (1994) tentaram validar a
dosagem de metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas para a espécie A.
palliata através da comparagdo com a dosagem de estradiol e progesterona no
sangue.

Em outro estudo, Zucker et al. (1996) nao encontraram correlagao significativa
entre a idade de machos de A. palliata e as concentragcdes de testosterona em
amostras fecais. Os autores especulam que os niveis de testosterona estariam entao
relacionados a frequéncia de copula.

Clarke et al. (1997) utilizaram a dosagem de esterdides sexuais fecais para
estudar o padrao de migracédo de machos e de fémeas em diferentes grupos de A
palliata em Hacienda La Pacifica, Costa Rica. Os autores encontraram menores
niveis de estrogenos fecais em fémeas que emigraram aos dois anos de idade,
enquanto as que emigraram aos trés anos tiveram niveis mais elevados do que
aquelas que permaneceram em seus grupos natais. Os juvenis que permaneceram
em seus grupos natais apresentaram niveis de estrégenos fecais semelhantes aos
encontrados em adultos.

Clarke e Teaford (2002) dosaram cortisol fecal em machos da mesma espécie
e observaram uma correlacao inversa entre os niveis de cortisol e a posicao social
do animal. Os dados gerais da populagao de A. palliata estudada em longo prazo na

Costa Rica encontram-se em Clarke et al. (2002).
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Estudos em outros atelideos relataram ciclos ovarianos com 16,9+1,6 dias de
duragcdo em P. pithecia (parauacu) (SAVAGE et al.,, 1995). A gestagdo durou
146,1+5,2 dias e o |IEP foi 343 a 479 dias.

Para A. Geoffroy (macaco-aranha), Campbell et al. (2001) registraram um
ciclo de aproximadamente 20 dias com uma fase folicular curta, de 2 a 3 dias para
fémeas em cativeiro. Nas fémeas em vida livre a duracao do ciclo foi de 22,7 dias e
a fase folicular durou de 4 a 8 dias.

Para B. hypoxantus em vida livre, a duragao do ciclo estral foi de 21,0+5.4
dias e da gestagédo 216,4+1,5 dias, por meio da extracdo e dosagem de esterdides

fecais (STRIER; ZIELGER, 1997).

2.3 DIFERENGCAS ENTRE O CICLO ESTRAL E MENSTRUAL

O ciclo menstrual, definido como o intervalo de tempo decorrido entre dois
episodios sucessivos de menstruacao, depende de condi¢cdes ovarianas que diferem
completamente das condi¢des associadas com o estro (ROBINSON; GOY, 1986).

O estro geralmente ocorre no momento maximo de crescimento folicular e
producao de estrégenos e a duragao do ciclo estral € definida pelo intervalo de
tempo decorrido entre dois estros consecutivos (CUNNINGHAN, 1993).

O estro também pode ser definido como um estado comportamental no qual a
fémea apresenta maior motivacdo sexual o que se reflete na atracdo sexual da
fémea e aproximacao do macho. Neste sentido ele é caracteristico da maioria, se

nao de todos os mamiferos (NADLER, 2000).
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A menstruagdo ocorre em associagdo com a senescéncia do corpo luteo,
momento em que quase nao ha secrecao de hormdnios ovarianos. O primeiro dia do
ciclo menstrual é usualmente o dia em que um sangramento €& observado
diretamente escorrendo pela vagina ou por meio de citologia vaginal. Este
sangramento € decorrente da descamacgédo do epitélio uterino no final do ciclo
ovariano com a queda dos niveis hormonais e na auséncia de fertilizagao. A duragao
da menstruagao varia conforme a espécie. Logo apds esta descarga sanglinea
inicia-se uma nova onda de crescimento folicular e a secre¢cao de estrégenos. Os
estrégenos estimulam o espessamento do endométrio preparando-o novamente
para uma possivel gravidez. A ovulagdo ocorre entre os periodos menstruais, nao
necessariamente no meio. As duragdes das fases folicular e lutea variam, mas ha
maior constancia na duragao da fase lutea (ROBINSON; GOY, 1986).

Nas espécies em que a menstruacido ocorre, a vascularizagao endometrial é
caracterizada por arteriolas espirais com anastomose e formacao de lagos venosos
(CUNNINGHAN, 1993). Em primatas do velho mundo é precedida de vasoconstrigao
das arteriolas, resultando em necrose dos tecidos e lesbes epiteliais nos vasos.
Quando estes vasos relaxam ocorre o sangramento (GUIMARAES, 2001b).

Nas espécies de primatas neotropicais em que foi verificado sangramento
menstrual (COLILLAS; COPPO, 1978; GOODMAN; WISLOCKI; 1934; HAMLETT,
1939; HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998; LANG, 1967), estes ocorrem de forma
discreta devido & auséncia de arteriolas espirais no endométrio (GUIMARAES,

2001b).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a fungdo reprodutiva de cinco
fémeas de bugio (Alouatta caraya), particularmente nos aspectos relacionados a
fisiologia ovariana, por meio do emprego de técnicas para extragdo e dosagem por

radioimunoensaio de metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas.

3.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar a técnica de extragdo e dosagem de metabdlitos fecais de estrogenos e
progestinas para a espécie;

e estimar a faixa de variagado das concentrac¢des destes metabdlitos;

e estimar as concentragdes de pico, elevadas e basais para os metabdlitos
estudados;

e calcular o intervalo em dias entre os picos de estrogenos fecais e as duragdes
das elevagbes nas concentragdes de metabolitos fecais de estrogenos e
progestinas que acompanham os picos;

e estimar a ocorréncia de ovulagao;

e observar a ocorréncia de eritrocitos através da analise de laminas
colpocitolégicas e 0 momento que eles aparecem no perfil hormonal,

e avaliar a aplicabilidade e a confiabilidade da técnica nao-invasiva aqui

empregada no estudo da fisiologia reprodutiva de bugios.
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4 MATERIAL E METODO

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

4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas cinco fémeas de
macaco bugio da espécie Alouatta caraya, mantidas no Centro Nacional de Primatas
(CENP) — Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) — Ministério da Saude (MS),
Ananindeua — PA. Das cinco fémeas, uma era subadulta e quatro eram adultas,
sendo que destas trés estavam lactantes (Figura 1). As fémeas foram alojadas
individualmente, no mesmo galpéo, de forma que podiam ver e ouvir os machos
(Figura 2) e umas as outras, porém sem contato fisico. As fémeas lactantes
permaneceram alojadas com seus filhotes.

Entre agosto e outubro de 2003 os animais permaneceram em gaiolas de
2,66 metros de comprimento x 2,50 metros de largura x 2,29 metros de altura (Figura
3). Neste periodo as fémeas foram apartadas dos machos e submetidas a avaliagao
clinica e reprodutiva em dois momentos. As fémeas lactantes permaneceram
alojadas com seus filhotes e as demais individualmente.

A avaliacdo clinica consistiu em exames fisico e laboratoriais, como
hemograma, bioquimica sérica e coproparasitolégico. Adicionalmente colheu-se

sangue para pesquisa de arbovirus. A avaliagdo reprodutiva consistiu em exame



Material e Método 43

ultra-sonografico de utero' para identificagdo de possiveis alteragdes patoldgicas ou
prenhez e exame colpocitoldgico. Os resultados das avaliagdes clinica e reprodutiva
encontram-se no apéndice A.

Em novembro de 2003 os animais foram transferidos de galpédo e passaram
para gaiolas com 3,85m de comprimento x 1,20m de largura x 2,40m de altura
(Figura 4).

O manejo empregado durante o estudo foi 0 mesmo adotado rotineiramente
no CENP. Diariamente as fémeas receberam dieta balanceada composta por frutas
variadas, legumes, ovos, leite, racdo canina (com 28% de proteina) e suplementos
vitaminicos e minerais misturados a agua de beber. Ainda foram oferecidas folhas de
embauba (Cecropia sp) e mamoeiro (Carica papaya). Os animais foram submetidos
a um regime de luz natural, pois os galpdes sado edificados de forma a permitir a
penetracao de luz solar durante todo o dia.

O quadro 1 resume os dados sobre procedéncia, idade e histérico reprodutivo

das fémeas estudadas.

Tatuagem Procedéncia Idade Histérico reprodutivo
BF-ABH Capturada para a construgdo da UHE?® |adulta |Duas crias, em 28/08/2001
(fémea 1) |[de Serra da Mesa (GO), em 1997 e 04/02/03

BF-ACJ Capturada para a constru¢cao da UHE |adulta
(fémea 2) |de Serra da Mesa (GO), em 1997
BF-AFR Capturada para a construcao da UHE |adulta |Cria em 06/02/2003
(fémea 3) |[de Serra da Mesa (GO), em 1997
BF-AFX Capturada para a construcao da UHE |adulta |Cria em 14/12/2002
(fémea 4) |de Serra da Mesa (GO), em 1997
BF-AGH CENP (nascimento em 28/08/2001) 2 anos |nulipara

(fémea 5)

@ Sigla UHE significa Usina Hidroelétrica
Quadro 1 - Identificagdo, procedéncia, idade e histérico reprodutivo das fémeas de bugio
(Alouatta caraya) participantes do estudo. Sao Paulo, 2005

! Aparato ultra-sénico GE® Logiq a-100 MP, em modo B, com transdutor linear de 7,5MHz.
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Figura 1 - Fémea de bugio (Alouatta caraya) com o
filhote macho. Notar a pelagem de cor
dourada para ambos. CENP,
Ananindeua — PA

Figura 2 — Macho de bugio (Alouatta caraya). Notar a pelagem de
coloracao preta. CENP, Ananindeua — PA



Material e Método

Figura 3 — Gaiola onde foram alojados os bugios (Alouatta
caraya), até novembro de 2003, antes da mudancga
de galpdes. CENP, Ananindeua — PA
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Figura 4 - Gaiola onde foram alojadas os
bugios (Alouatta caraya),
durante a maior parte do
estudo, ap6s a mudanca de
galpées. CENP, Ananindeua —
PA

45
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4.2 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS

A colheita de amostras fecais foi realizada em dias alternados, pela manha
(6:00 as 10:00h). O periodo de colheita iniciou-se em agosto de 2003 e terminou em
abril de 2004 porém foram extraidas e dosadas as amostras colhidas durante cinco
meses consecutivos para cada fémea. Apenas uma das fémeas lactantes (fémea 3)
teve suas amostras dosadas em um periodo de seis meses por ter perdido seu
filhote.

Cada amostra foi homogeneizada no momento da colheita com uma espatula
de madeira e armazenada em saco plastico tipo “zip” devidamente identificado. Em

seguida foram armazenadas em freezer a —20°C até serem processadas.

Figura 5 - Colheita de amostras fecais de Figura 6 - Armazenamento das amostras
femeas de bugio (A. caraya). fecais de fémeas de bugio (A.
CENP, Ananindeua, PA caraya) em sacos plasticos tipo

zip



Material e Método 47

4.3 COLHEITA E ANALISE DE CITOLOGIA VAGINAL

O procedimento de colheita de material vaginal foi realizado principalmente para
observacéo de periodos de sangramento e o0 momento em que eles ocorreram em
relacdo as concentragdes de metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas.

A colheita de material colpocitolégico foi realizada nas fémeas 1, 2 e 3 entre
meados de janeiro até 02 de abril de 2004. Assim, houve um intervalo de pelo
menos dois meses de colheita de material fecal sem manipulacdo dos animais.

Para a realizagao das colheitas as fémeas foram contidas fisicamente com auxilio
de puca (Figuras 7 e 8).

Apds a contengéao e retirada do animal de dentro do puca seguiu-se limpeza da
vulva com solugao fisiologica a 0,9%, introdu¢do da escova ginecolégica, rotacdo no
sentido anti-horario aproximadamente 10 vezes e realizagdo do esfregago por
rolamento da escova em lamina de vidro para microscépio (Figuras 9, 10 e 11). Ao
final de cada procedimento o animal recebeu recompensa em forma de alimento
(frutas com leite condensado ou gelatina).

As laminas foram coradas pelos métodos Pandtico rapido, Papanicolaou,
Shorr e Leishman para comparagao da melhor técnica de coloracdo. A descricdo das
técnicas encontra-se no apéndice B. Apds a coloragao as laminas foram lidas em
microscopio o6ptico, com a contagem de 200 células, classificadas em: basais,
parabasais, intermediarias pequenas e grandes, superficiais nucleadas e anucleadas

(ou cornificadas), leucécitos e eritrocitos.



Material e Método 48

Figura 8 - Retirada de fémea de bugio
(Alouatta caraya) do puga.
CENP, Ananindeua — PA

Figura 7 - Contencdo de fémea de bugio
(Alouatta caraya) com o auxilio
de puca. CENP, Ananindeua —
PA

Figura 9 - Limpeza da vulva de

femea de  bugio Figura 10 - Introdugdo de escova  Figura 11 — Deslizamento da
Alouatt ginecoldgica na escova sob_re a
(Alouatta caraya) fémea de bugio (A. ldmina de vidro

caraya)
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4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS PARA EXTRAGAO
HORMONAL

A metodologia empregada para extragdo dos horménios foi adaptada da
utilizada por Graham et al. (2001).

A uma aliquota de 0,5g de fezes umidas foram adicionados 5,0ml de solugéo de
metanol a 70% (metanol:dgua destilada). A solugdo foi misturada em aparelho
vortex® durante 30 segundos ou até que as fezes estivessem totalmente partidas.
Em seguida foram homogeneizadas em misturador mecanico® por um periodo de 12
horas. A mistura foi entdo centrifugada a 2500 r.p.m. (rotagbes por minuto) durante
15 minutos. O sobrenadante foi transferido para microtubos de polipropileno e

armazenado em freezer a —20°C, até a realizagao das dosagens.

4.5 DOSAGEM HORMONAL

Os metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas foram dosados pela
técnica de radioimunoensaio (RIE) em fase sdlida, por meio de conjunto diagndstico
. 14 ' '
comercial®, desenvolvido para dosagem de estradiol e progesterona no soro

humano.

2 Genie 2®-Scientific Industries, Inc., MOD G-560E

3 Homogeneizador de sangue Phoenix®, MOD AP22

4 Coat-A-Count’®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA. Importador. DPC MEDLAB
PRODUTOS MEDICO-HOSPITALARES LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil
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Esta técnica baseia-se na competicdo do horménio radioativo (neste caso

marcado com %)

com o horménio presente na amostra que esta sendo dosada. Os
horménios competem por um numero limitado (saturado) de sitios de ligagdo de um
agente ligante de alta afinidade e especificidade pelo hormdénio em questdo. As
reagdes atingem o equilibrio apdés um periodo de incubacgédo (indicado pelo
fabricante). A uUnica concentragdo desconhecida é a do hormdénio da amostra. O
leitor de radioimunoensaio detecta a quantidade de horménio marcado ligado e a
partir dai calcula-se a quantidade de hormdnio na amostra. Quanto maior a leitura

menor a concentragcao de hormonio e vice e versa.

Para a dosagem, os extratos fecais foram previamente diluidos em uma
solugcado tampédo PBS + gelatina 0,1% (1,0M, pH 7,0) e 100ul desta solugéo foi
transferido para tubos contendo quantidades pré-determinadas de hormoénio

marcado com 2.

Posteriormente ao periodo de incubacdo de trés horas, a
temperatura ambiente, descartou-se a fase liquida e mediu-se a radioatividade
remanescente em um contador gama computadorizado®, provido de software
especifico para calculo automatico dos resultados. Os resultados de estradiol foram

apresentados em picogramas por mililitro (pg/ml) de liquido de extracdo e as

progestinas em nanogramas por mililitro (ng/ml).

Em ambos os casos, os valores dos metabdlitos hormonais foram corrigidos
para peso e diluigdo e expressos em nanogramas por gramas de fezes umidas
(ng/g).

A porcentagem de reagdes cruzadas dos conjuntos diagndésticos utilizados

neste estudo é apresentada no anexo B.

5 Cobra, mod. Auto-Gamma®
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4.6 VALIDAGAO DO ENSAIO

A validagdo dos conjuntos diagndsticos comerciais para o uso em extratos
fecais de fémeas de bugio (A. caraya) foi realizada através da comparacgéo entre a
curva formada pelas concentragdes obtidas a partir de diluicdes sucessivas da
concentracdo inicial de hormbénio marcado adicionado a um “pool” de amostras
fecais e a curva padrao do conjunto diagndstico.

Este método indica se os metabdlitos hormonais da espécie estudada
interagem com o anticorpo do conjunto diagnéstico de forma similar ao horménio
utilizado como padrao. Para tanto, foi utilizado um “pool” de amostras fecais com
concentragdes hormonais muito baixas, préximas de zero (matriz). A essa matriz
adicionaram-se quantidades conhecidas do horménio marcado em diluicdes tais que
as concentracdes finais deveriam se aproximar dos pontos da curva padrdo do
conjunto diagndstico.

Os valores da curva assim obtida foram correlacionados com os valores da
curva padrao do conjunto diagnéstico. A comparagao foi realizada pelo coeficiente
de regressao linear, expresso em qui-quadrado (r=R2) para expressao apenas de
valores positivos e do coeficiente de correlagdo de Pearson. O ensaio foi validado

quando os coeficientes de correlagdo foram préximos de 1 ou 100%.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

O critério adotado para o calculo dos valores de pico dos metabdlitos fecais
de estrégenos e progestinas baseou-se na observagao dos perfis obtidos a partir
das dosagens de ambos metabdlitos para cada fémea e correlagdo com eventos
bioldgicos.

Para os estrogenos fecais, foram considerados valores de pico aqueles que
excederam a média mais 1,5 desvios padroes (DP).

Para a determinacdo dos valores basais e elevacdo adotou-se um calculo
sucessivo descrito por Brown et al. (1996) no qual os valores que excediam a média
acrescida de 1,5DP eram excluidos e uma nova média calculada com os valores
restantes. Seguia-se novamente com a eliminagao dos valores e calculo das novas
meédias e desvios padrdes de forma sucessiva até que nenhum valor excedesse a
média acrescida de 1,5DP.

O limite entre basal e elevagao foi determinado pela analise de varidncia nao-
paramétrica utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e o pds-teste de Dunn
(BERBARE, 2004). Por se tratar de um teste nao-paramétrico, ele compara as
medianas dos valores de cada coluna formada pela eliminagao dos valores acima da
média+1,5DP com as medianas dos valores das colunas seguintes. Quando foi
verificada diferenca estatistica (p<0,05) entre esses valores determinou-se o limite
entre basal e elevacao.

Desta maneira, os valores considerados basais foram todos aqueles
presentes nas colunas abaixo do ponto onde se observou diferenca estatistica. Os
valores elevados foram os compreendidos entre os valores da média acrescida de

1,5DP da coluna imediatamente anterior aquela onde foi observada diferenca
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estatistica e abaixo dos valores de pico. Os resultados que excederam a média mais
quatro desvios padrdes foram considerados “outliers” e portanto excluidos somente
para realizagdo dos calculos, sendo mantidos na representagcdo grafica do perfil
hormonal.

Os mesmos critérios acima descritos foram adotados para as progestinas
fecais, no entanto utilizando-se a média+2DP. Cada fémea foi analisada
individualmente mas aplicou-se 0 mesmo critério de analise para todas.

Para o célculo do intervalo de tempo em dias entre picos de estrégenos fecais
foram considerados apenas aqueles acompanhados por valores elevados durante
pelo menos trés dias consecutivos. Quando ocorreu mais de um pico durante a
mesma elevagao foi considerado o mais alto. Para caracterizar uma ovulacio, os
valores de progestinas fecais deveriam permanecer elevados por no minimo uma
semana (ou sete dias) acompanhando um pico e elevagao de metabdlitos fecais de
estrégenos.

O intervalo entre dois periodos consecutivos de sangramento foi calculado
pelo numero de dias decorridos a partir do primeiro dia de observacao de eritrocitos
no esfregago vaginal e o dia imediatamente anterior ao novo aparecimento destas
células.

Os resultados foram expressos em medianas, valores minimos e maximos,
médias e erros padrdes das médias (EPM) para cada fémea estudada.

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico BioEstat 3.0°,
e os graficos realizados no programa GraphPad Prism para Windows’ e Minitab 13.0

para Windows®.

® Manuel Ayres et al., 2003, Sociedade Civil Mamiraua/ MCT-CNPqg/ Conservation International
! www.graphpad.com
8 Minitab Inc., Stage College, PA-USA
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

mesmos.

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE DOS ENSAIOS

O controle de qualidade dos ensaios realizados para dosagem de metabdlitos
fecais de estrogenos e progestinas baseou-se na analise dos coeficientes de
variacao intra- e inter-ensaio.

Para os ensaios de metabdlitos de estrégenos todos os coeficientes de
variagao intra-ensaio foram inferiores a 14% e o inter-ensaio inferior a 4%. A

concentragdo minima detectada foi de 1,60pg/ml (Tabela 1).

Tabela 1 — Controle de qualidade dos ensaios de metabdlitos de estrogenos em amostras
fecais de fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

CPM Cap. lig. L.N.E. Sensibilidade CViIntra CVintra

Ensaio total (B/B0) (%) % (dose) baixo alto
1 22318,5 56% 0,50 92,7 (2,55) 2,72% 13,37%
2 25690,0 52% 0,40 94,3 (1,61) 10,31% 1,99%
3 24369,5 52% 0,38 89,9 (1,60) 2,78% 12,37%
CV Inter-ensaio 3,1% 0,02%

Para as progestinas fecais os coeficientes intra-ensaios ndo excederam
15,18% e o inter-ensaio 7,30%. A concentragdo minima detectada foi de 0,004ng/ml

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Controle de qualidade dos ensaios de metabdlitos de estrogenos em amostras
fecais de fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

CPM Cap.lig. L.N.E. Sensibilidade CV Intra CV intra

Ensaio total (B/B0) (%) % (dose) baixo alto
1 35914,5 57% 0,36 93,4 (0,007) 15,18% 1,09%
2 28573,5 56% 0,24 93,5 (0,005) 3,37% 2,17%
3 29223,0 55% 0,42 93,9 (0,004) 2,53% 4,08%
CV Inter-ensaio 7,30% 1,04%

Todos os coeficientes de variacédo ficaram dentro do padrdo esperado de até

15% (CHARD, 1995) e confirmaram a qualidade dos ensaios realizados.

5.2 VALIDAGAO DO ENSAIO

Os valores das curvas obtidas a partir das diluicbes do hormdénio marcado em
um “pool” de amostras fecais para os metabdlitos de estrégenos e progestinas
apresentaram alta e significativa correlagdo com as curvas padrbes dos conjuntos
diagnésticos (Figuras 12 e 13). Os valores de r=R? foram 0,98 para os metabdlitos
fecais de estrégenos e 0,99 para as progestinas fecais. Em ambos os casos

p<0,0005.
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12 — Representacao grafica da curva de regressao

linear entre a curva formada pelas
concentragdes de um “pool” de amostras fecais
em diluigdes sucessivas e a curva padrdo do
conjunto diagnéstico da DPC® MedLab para
dosagem de estradiol. Sao Paulo, 2005
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Figura 13 — Representacao grafica da curva de regressao

linear entre a curva formada pelas
concentragoes de um “pool” de extratos fecais
em diluigdes sucessivas e a curva padrdo do
conjunto diagndstico da DPC® MedLab para
dosagem de progesterona. Sao Paulo, 2005
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A alta correlagdo observada entre as curvas do “pool” de amostras e dos
conjuntos diagnésticos para dosagem de estradiol e progesterona sugerem que a
matriz (extrato fecal) nao interferiu na ligagdo antigeno (hormdnio) com o seu
anticorpo. Desta maneira, a técnica para a dosagem de metabdlitos fecais de
estrégenos e progestinas com a utilizacdo de conjuntos diagnésticos da DPC®
MedLab e radioimunoensaio foi validada para aplicagdo em fémeas de bugio (A.

caraya).

5.3 PERFIS HORMONAIS DE METABOLITOS DE ESTROGENOS E
PROGESTINAS FECAIS

No total foram extraidas e dosadas 395 amostras fecais. As médias, erros
padrées, valores minimos, maximos e medianas para as cinco fémeas estdo
expressos na tabela 3 para os metabdlitos fecais de estrogenos e na tabela 4 para

as progestinas fecais.
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Tabela 3 - Médias, erros padrbes, valores minimos, maximos e medianas das
concentragdoes de metabdlitos fecais de estrogenos (ng/g) em fémeas de
bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

Animal Média Erro Padrao Minimo Maximo Mediana
1 284,01 25,26 2,00 1000,69 243,25
2 475,96 29,83 24,93 1346,45 385,34
3 95,75 7,32 2,00 465,68 86,55
4 16,86 4,08 1,68 216,70 3,70
5 4,05 0,48 1,27 22,63 2,00
Tabela 4 - Médias, erros padrbes, valores minimos, maximos e medianas das

concentragdes de progestinas fecais (ng/g) em fémeas de bugio (Alouatta
caraya). Sao Paulo, 2005

Animal Média Erro Padrao Minimo Maximo Mediana
1 685,63 84,92 13,01 3158,17 382,69
2 525,63 73,61 4,37 4120,62 332,10
3 551,32 66,23 5,36 3033,10 272,24
4 67,50 11,37 5,50 468,37 29,70
5 43,24 8,33 1,78 476,76 23,03

As fémeas 4 e 5 mostraram valores de metabdlitos de estrogenos e
progestinas fecais muito baixos durante o periodo do estudo, diferindo
significativamente do perfil apresentado pelas demais fémeas. Assim, primeiramente
serao apresentados e discutidos os resultados para estas duas fémeas. O perfil da

cada fémea foi analisado individualmente.
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5.3.1 Perfil hormonal das fémeas 4 e 5 e a validagao fisiolégica
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Figura 14 — Representagado grafica do perfil das concentragdes de metabdlitos fecais de
progestinas e estrégenos da fémea 4, durante quatro meses e meio de colheita.
A seta indica o dia da mudancga de galpao. Sao Paulo, 2005

O periodo de dosagem hormonal para a fémea 4 iniciou-se em agosto 2003 e
foi até 05 de janeiro de 2004, quando o animal veio a ébito. Desde o inicio de estudo
esta fémea apresentava-se caquética, com hiporexia e exames laboratoriais
alterados (Apéndice A). No decorrer do estudo, ela passou a se alimentar bem,
ganhou peso e tornou-se mais ativa.

A figura 14 evidencia total inatividade ovariana durante quase todo o periodo
de estudo, condizente para um animal nas condi¢gdes acima descritas. No periodo
gue sucede a transferéncia dos animais para outro galpdo até meados de dezembro
observou-se um aumento nas concentragbes de metabdlitos de estrogenos e

progestinas fecais.
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A auséncia de atividade ovariana na fémea 4 poderia estar relacionada com a
lactagcdo. No entanto, o filhote ja estava com oito meses de idade no inicio do estudo
e outras duas fémeas (1 e 3), também lactantes e com crias aproximadamente com
a mesma idade, apresentaram atividade ovariana ciclica, como sera visto adiante
(Figuras 16 e 20).

A funcao reprodutiva é a primeira a sofrer frente a situacdes desfavoraveis
(GRUNERT; GREGORY, 1989). A nutricao deficiente leva a reducgéo da liberagcéo de
LH pela hipofise, provavelmente devido a diminuicdo da produgao de GnRH pelo
hipotalamo. Esta diminuicido nos niveis de GnRH seria causada pela reducdo na
quantidade de tecido adiposo, através de uma complexa cadeia de mecanismos
endoécrinos e neuronais (BREAZILE, 1987). A leptina esta relacionada com a
manutencdo da funcao reprodutiva normal. Durante a restricdo alimentar os niveis
de leptina caem em conjunto com niveis diminuidos de LH e o comprometimento da
fertilidade reprodutiva do animal (HILEMEN; PIERREZ; FLIER, 2000).

Assim, uma das hipoteses que poderia justificar o aumento das
concentracdes de metabdlitos hormonais seria a tentativa de reinicio de atividade
ovariana devido a melhora no estado clinico do animal e recuperacdo da condigao
corporal.

Outra hipétese passivel de discussdo seria 0 aumento das concentracdes
hormonais induzido pelo estresse da mudanga de recinto. Chatdarong et al. (2004)
observaram aumento nas concentracbes de cortisol e progesterona apos
administracdo de ACTH em gatas pré-puberes e gatas ovariectomizadas. Para os
autores estes resultados sugerem a producao de progesterona pela glandula
adrenal. No estudo, o mesmo efeito foi observado quando os animais foram contidos

para retirada de sangue.
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Efeitos estimuladores do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HPG) pelo
estresse foram relatados por Xiao et al. (1998) e Xiao, Xia-Zhang e Ferin (1999). Os
autores especulam que o pequeno porém significante aumento de progesterona de
origem adrenal que ocorre em reposta a estimulagdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA) age em sinergia com o estradiol para aumentar a secrecéo de LH e
consequentemente dos hormdnios esterdides. Para os autores este estimulo so6
ocorreria na presencga de concentracées elevadas de estradiol.

Ferin (1999) relata a dificuldade do estudo e entendimento da interagao
estresse e reproducéo devido ao grande numero de variaveis que podem modular a
resposta de cada individuo. Além da variagao individual o autor reforca que a
resposta pode variar de acordo com o tipo de estimulo estressante.

Diante o exposto, acreditamos que para o animal em questdo o fator

nutricional seria o principal responsavel pelo perfil hormonal apresentado.
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Figura 15 - Representagao grafica do perfil das concentragdes de metabdlitos fecais de
progestinas e estrogenos da fémea 5, durante cinco meses de colheita. A seta
indica o dia da mudancga de galpdo. Sao Paulo, 2005

A fémea 5, Unico animal subadulto no grupo estudado, também apresentou
niveis basais de metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas durante quase todo
o estudo. No periodo apds a mudanca de recinto observou-se um aumento nas
concentragbes de progestinas fecais e em dois momentos as concentragdes de
estrogenos fecais também se elevaram. Estas elevagdes porém, foram bem
menores do que as concentracdes elevadas apresentados pelas fémeas adultas
(Tabela 5).

A hipétese levantada para a fémea 4 quanto a influéncia do estresse da
mudanga de galpdo sobre a fungéo reprodutiva resultando na elevagao dos niveis
hormonais também poderia ser levantada neste caso. No entanto, acreditamos que a
melhor explicacdo seria o processo de puberdade, com a tentativa de inicio de

atividade ovariana.
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Em fémeas pré-puberes, ondas de hormoénios esterdides iniciam-se
gradativamente devido ao aumento, também gradativo, da atividade gonadotréfica. A
puberdade é atingida quando o animal (macho ou fémea) esta apto a produzir
gametas e manifestar comportamento sexual completo (HAFEZ; HAFEZ, 2000). Na
mulher a ovulacdo s ocorre seis meses apds a menarca e o aparecimento de ciclos
ovulatérios menstruais regulares se estabelecem apenas alguns anos mais tarde
(PLANT, 1994).

Em gorilas (Gorilla gorilla) Bellem et al. (1995) observaram concentragoes
basais de estrona conjugada (E1C) e pregnanediol-glucoronido (PdG) na urina de
uma fémea pré-pubere, sem flutuagdes ciclicas até o inicio da puberdade (ao redor
de 5,5 anos de idade). A partir desta idade as concentracbes de E{C e PdG
comegaram a aumentar esporadicamente, porém em concentragdes bem menores
do que as observadas em fémeas adultas. Aos seis anos de idade, um aumento
significativo foi observado, comparavel ao aumento pré-ovulatério de fémeas
adultas. Seguiu-se um periodo de aumentos irregulares e intermitentes de E.C
sucedidos de pequenos e breves aumentos de PdG até ambos atingirem
concentragdes de um ciclo ovulatério. Nesta fémea de gorila o processo de
puberdade durou cerca de 1,75 anos.

Savage et al. (1994) também observou um breve periodo de atividade
ovariana em uma fémea de parauacu (Pithecia pithecia) pré-pubere com 12 meses
de idade. Neste periodo as concentracdes de E1C e PdG fecais foram bem menores
do que as observadas nas fémeas adultas. Esta fémea s6 apresentou atividade
ovariana ciclica similar as outras fémeas sexualmente maduras a partir de 32 meses

de idade.
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Os perfis hormonais apresentados pelas fémeas 4 e 5 confirmaram a validade
fisiolégica do ensaio realizado neste estudo. A permanéncia das concentragdes de
estrégenos e progestinas fecais em niveis basais durante quase todo o periodo
correspondeu ao estado fisioldgico de cada animal (uma fémea caquética e outra
pré-pubere).

Os ensaios realizados para as fémeas 1, 2 e 3 por sua vez, mostraram uma
variagao nas concentragcdes dos metabdlitos hormonais que refletiram a presenca de

atividade ovariana ciclica.

5.3.2 Func¢ao ovariana das fémeas 1,2e 3

Os valores considerados basais, elevagao e pico dos metabdlitos fecais de
estrogenos e progestinas para as fémeas 1, 2 e 3 estdo expressos na tabela 5. A
representacao grafica do método adotado para a determinagao destes valores e do

limite entre basal e elevagao encontra-se no apéndice C.

Tabela 5 - Valores basais, de elevacao e pico para os metabdlitos fecais de estrégenos e
progestinas (ng/g) em fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

Metabdlitos de estrégenos (ng/g fezes umidas)

Animal Valores basais Elevagao Pico
1 <284.06 294,06<x<622,38 >622,38
2 <495,52 495,52<x<890,41 >890,41
3 <99,24 99,24<x<179,43 >179,43
Progestinas (ng/g fezes umidas)
1 <622,82 622,82<x<2204,16 >2204,16
2 <516,89 516,89<x<1607,47 >1607,47

3 <535,54 535,54<x<1821,34 >1821,34
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A tabela 6 contém os valores minimos, maximos, medianas, médias e erros
padrées das concentragdes basais e de pico dos estrogenos e progestinas fecais

para cada uma das trés fémeas.

Tabela 6 - Valores minimos e maximos, medianas, médias e erros padrbes (EP) das
concentragdes basais e de pico de metabdlitos fecais de estrogenos e
progestinas (ng/g) em fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

Metabdlitos de estrégenos (ng/g fezes umidas)

Basal Pico

Animal min. max. mediana média EP | min. max. median média EP

a
1 2,00 280,00 137,00 143,29 12,43 | 628,41 1000,69 711,55 762,24 46,41
2 24,00 489,00 322,50 307,19 15,32 | 907,67 1346,45 1127,94 111516 70,13
3 2,00 99,18 49,23 52,12 3,63 | 191,02 270,68 210,51 221,33 11,43

Geral 2,00 489,46 130,51 169,71 10,83 | 191,02 1346,45 711,55 705,03 79,67

Progestinas (ng/g fezes umidas)

1 13,00 586,00 196,5 236,76 22,26 |2247,00 3158,17 2702,37 2680,74 110,83
2 4,00 472,00 80,50 136,25 19,74 [1742,19 2284,24 2054,79 2173,25 251,90
3 5,00 510,00 143,00 176,00 18,00 (2128,24 3033,10 2632,15 2606,41 190,19

Geral 4,37 586,62 149,88 188,36 12,10 [1742,19 3158,17 2653,54 2525,59 106,96

Os perfis hormonais das fémeas 1, 2 e 3 estao representados nas proximas
figuras. Para as trés fémeas as dosagens iniciaram-se no dia da mudanca de

recinto.
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Figura 16 - Representagao grafica do perfil das concentragdes de metabdlitos fecais de
estrogenos e progestinas da fémea 1 durante cinco meses de colheita. As
estrelas ressaltam os picos dos metabdlitos de estrégenos acompanhados de
valores elevados. As tarjas vermelhas indicam periodos de sangramento. Sao

Paulo, 2005
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Figura 17 - Perfil dos metabdlitos de estrogenos nas fezes da
fémea 1 no periodo de aparecimento dos picos. Sao
Paulo, 2005
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A fémea 1 estava lactante durante todo o periodo de estudo. Para esta fémea
foram identificados nove picos de estrogenos fecais e trés intervalos entre picos com
duragdo média (xEPM) de 19,3+3,3 dias (variacédo de 16 a 26 dias). Os valores
destes metabdlitos permaneceram elevados durante 9,3+1,2 dias. O primeiro pico foi
observado apenas no inicio de janeiro, mas nao foi considerado para os calculos dos
intervalos por nao ter sido acompanhado de valores elevados de metabdlitos fecais
de estrégenos durante pelo menos trés dias.

A concentragcado de progestinas fecais manteve-se elevada por pelo menos
uma semana (neste caso oito dias) apenas no penultimo pico e elevagao das
concentragdes de estrogenos fecais. A elevagao de progestinas fecais ocorreu entre
10/03 e 17/03 e os estrogenos fecais elevaram-se entre 12/03 e 17/03, com o pico
ocorrendo no dia 12. Antes deste periodo as concentragcées de progestinas fecais
permaneceram basais durante sete dias.

Nos dias 15 e 16/12 a fémea exibiu um comportamento que nos chamou a
atencao. Nos dois dias permaneceu sentada no chao por longos periodos, proximo a
porta da gaiola. Nesta posigao o animal olhava constantemente para os dois machos
com 0s quais possuia contato visual, mostrava a genitalia, passava a mao na vulva e
cheirava-a. Ao mesmo tempo fazia movimentos com a lingua, colocando-a para fora
e depois para dentro da boca repetidamente.

Movimentos ritmicos com a lingua (“lingual display”) precedem a cépula em
bugios (NEVILLE et al., 1988) e parecem comunicar receptividade, solicitar a cépula
ou ser um componente de cortejo (JONES, 1983). Este comportamento foi
observado em A. belzebul por Bonvicino (1989), A. palliata por Clarke et al. (1991),

A. pigra por Horwich (1983) e Jones (1983) o descreveu em A. caraya.
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Os metabdlitos de estrogenos fecais nao atingiram valores de pico na
elevacdo subsequente a este comportamento. Contudo, este pode ter sido um
importante sinalizador do inicio da atividade ovariana ciclica observada no restante
do estudo.

O periodo de colheita de material colpocitolégico para esta fémea foi de
02/02/04 a 17/03/04 e o unico intervalo entre sangramentos observado foi de 20
dias. O primeiro sangramento durou quatro dias e coincidiu com a queda nas
concentragbes tanto de estrogenos quanto de progestinas fecais. O segundo
sangramento durou sete dias e no periodo houve uma elevagao isolada nas

concentragdes de metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas.
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Figura 18 - Representagao grafica do perfil das concentragdes de metabdlitos fecais de
estrogenos e progestinas da fémea 2, durante cinco meses de colheita. As
estrelas ressaltam os picos acompanhados de valores elevados dos
metabdlitos de estrogenos. As tarjas vermelhas indicam periodos de
sangramento. Sao Paulo, 2005
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Figura 19 - Perfil dos metabdlitos de estrégenos da fémea 2 no
periodo de aparecimento de picos. Sao Paulo, 2005
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A fémea 2 apresentou sete picos de estrégenos fecais durante o periodo de
dosagem. Foram considerados trés intervalos com duragdo média de 18,0+2,3 dias
(variagdo de 14 a 22 dias) e duragéo da elevagao de 11,7+0,9 dias. O primeiro pico
foi detectado apenas no final de janeiro.

Como na fémea 1, as concentracbes de progestinas fecais se mantiveram
elevadas por no minimo uma semana (neste caso 9 dias) apenas no penultimo pico
e elevacao de metabdlitos de estrogenos fecais. A elevagdo de ambos metabdlitos
ocorreu entre 10/03 e 20/03 e foram observados dois picos de estrégenos fecais nos
dias 12 e 14, sendo que o segundo foi mais elevado. Antes deste periodo de
elevagdo as concentragbes de progestinas fecais permaneceram basais durante
aproximadamente 15 dias.

Em 20/12 um dos machos escapou de sua gaiola, se dirigiu para a gaiola da
fémea 2 e teve erecdo. Episddio semelhante ocorreu em 13/02, porém com outro
macho. Nos dois casos a fémea se aproximou dos machos, cheirou-os e tentou
passar a mao por entre as grades para toca-los. Estes episédios podem indicar que
a fémea 2 apresentou atividade ovariana ovulatéria durante o estudo. Os machos de
bugio em vida livre dificilmente sdo atraidos por fémeas fora da fase reprodutiva
(JONES, 1983, 1985).

A citologia vaginal na fémea 2 foi realizada de 15/01/04 a 31/03/04. O periodo
inicial (15/01 a 02/02) foi utilizado apenas para o treinamento da metodologia de
colheita e analise do material vaginal. Foram observados trés periodos de
sangramento com intervalos de 18 e 22 dias e a duragédo destes periodos variou
entre de 1 a 6 dias. Todos os periodos coincidiram com a queda nas concentragcoes

de estrégenos e progestinas fecais.
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Figura 20 - Representagao grafica do perfil das concentragdes de metabdlitos fecais de
estrogenos e progestinas da fémea 3, durante seis meses de colheita. As
estrelas ressaltam os picos acompanhados por valores elevados dos
metabdlitos de estrogenos. As tarjas vermelhas indicam periodos de
sangramento. S&o Paulo, 2005
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Figura 21 — Perfil dos metabdlitos de estrégenos da fémea 3 no periodo
de aparecimento de picos. Sao Paulo, 2005

A fémea 3 também estava em lactacdo durante o estudo. Como a sua cria

veio a obito em 01/03/04, optou-se por ampliar o periodo de colheita de amostras
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fecais por mais um més para observagao do perfil hormonal sem a interferéncia da
amamentagao. Assim, o periodo de dosagem para esta fémea foi de novembro de
2003 a abril de 2004.

Neste periodo foram identificados sete picos de estrogenos fecais e quatro
intervalos de 21,0+4,2 dias (variagao de 10 a 28 dias). O primeiro pico foi observado
no final de dezembro de 2004 e as concentracbes destes metabdlitos
permaneceram elevadas durante 7,00+1,1 dias.

Para esta fémea foram observados elevacido nas concentragdes de
progestinas durante o periodo minimo de uma semana nas duas primeiras
elevagdes das concentragbes de metabdlitos de estrégenos. O primeiro periodo de
elevagao de progestinas fecais ocorreu entre 26/12/03 e 02/01/04 (duragao de sete
dias) e a elevacéo de estrogenos fecais ocorreu entre 28/12/04 e 02/02/04, com o
pico em 31/12. O segundo periodo de elevagao para ambos metabdlitos ocorreu
entre 10/01 e 20/01 e teve duragao de nove dias, com o pico de estrogenos fecais
em 19/01.

A citologia vaginal foi realizada de 25/02/04 a 01/04/04. Houve uma pausa
entre 04/03 e 10/03, devido a perda do filhote. O unico intervalo entre sangramentos
observado foi de 19 dias. Os dois periodos de sangramento (um de sete dias e outro
de um dia) coincidiram com a queda nas concentragdes hormonais.

Recabarren et al. (2000) dividiu o periodo de lactagdo em duas fases. A
primeira fase é caracterizada por total inatividade ovariana, denominada amenorréia
ou aciclia lactacional e a segunda, onde ja se observa atividade ovariana porém
caracterizada por ciclos inférteis, € denominada infertilidade lactacional.

Os mesmos autores observaram que fémeas de macaco-prego néo

apresentaram alteragdes na citologia vaginal nem menstruagcéo durante os primeiros
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150 dias. Aliado ao perfil colpocitolégico, as concentragdes plasmaticas de estradiol
e progesterona permaneceram em niveis basais ou muito baixos. Este periodo foi
caracterizado como amenorréia lactacional. Em seguida os animais apresentaram
um periodo de infertilidade residual com a presenca de ciclos menstruais e cépula. O
intervalo entre partos foi de 1,7 anos, sendo sete meses maior do que o intervalo
observado para as fémeas que pariram porém nao amamentaram.

Estudos em macaco-rhesus mostraram que durante a maior parte da lactacdo
n&o ha desenvolvimento folicular e os niveis de estradiol e inibina se mantém baixos.
Nesta espécie observaram-se altos niveis de prolactina e a manutencao do corpo
luteo ativo com a produgéo de progesterona (Mc NEILLY, 1994).

No género Alouatta, Glander (1980) descreve a ocorréncia de um periodo de
aciclia lactacional para A. palliata em vida livre através de observacoes
comportamentais. O periodo de aciclia durou de trés a quatro meses, apds o qual as
fémeas tornaram-se receptivas. Neste periodo elas copularam mas ndo conceberam
até, provavelmente, os niveis hormonais atingirem valores ovulatérios. Neste estudo
o intervalo entre partos (IEP) foi de 22,5 meses e a gestagao de 180 a 194 dias.

Em A. guariba clamitans, DiBitetti e Janson (2000) e Strier, Mendes e Santos,
(2001) observaram um intervalo de seis meses entre 0 desmame e a concepgao € 0
IEP foi 21,2+2,5meses. Para A. caraya em cativeiro foram descritos IEP bem
menores, de 12 a 15 meses (SHOEMAKER, 1982) a até 9 meses (CAMINATTI;
STEZ, 2004). No ultimo caso o desmame do filhote ocorreu com 16 semanas de
idade

Savage et al. (1994) observou um aumento nas concentragcdes de estrona e

pregnanos fecais em uma fémea de parauacu logo em seguida a perda do filhote.
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Apods a perda do filhote a fémea 3 nao apresentou alteragcao significativa no perfil
hormonal.

As fémeas 1 e 3 pariram no inicio de fevereiro de 2003. Assim no inicio do
periodo de dosagem hormonal os filhotes estavam com nove meses de idade. Pelo
historico reprodutivo apresentado no quadro 1, a fémea 1 pariu pelo menos uma cria
antes desta e o IEP foi de 18 meses.

O perfil hormonal das duas fémeas revelou atividade ovariana ciclica, mas os
niveis dos metabdlitos fecais de estrogenos da fémea 3 foram bem mais baixos do
que os da fémea 1. Tal fato seria justificavel devido a variagdes individuais.

Zucker, Clarke e Harrison (1995) também encontraram grande variagao na
concentragcdo média dos estrogenos fecais, entre 20 e 1731ng/g de fezes para
fémeas ciclando de A. palliata.

Espinosa (2000) também observou grande variagdo individual nas
concentragbes hormonais em seu estudo com dosagem de estrona e pregnano
urinarios em fémeas de A. palliata.

Diante do exposto torna-se aceitavel a hipétese de que as fémeas 1 e 3 ja
estivessem fora do periodo de aciclia lactacional.

A tabela 7 resume as medianas dos intervalos de tempo em dias entre os
picos de estrogenos fecais para as fémeas 1, 2 e 3, os valores minimos e maximos
destes intervalos e as medianas do numero de dias que os valores de estrogenos
fecais permaneceram elevados.

A tabela 8 resume as médias e erros padroes das médias (média+tEPM) dos
intervalos entre picos de estrogenos fecais, do numero de dias em que os valores

destes metabdlitos permaneceram elevados, dos periodos de concentragbes basais
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e elevadas de progestinas fecais, dos intervalos entre periodos de sangramento e da

duracao destes periodos nas fémeas 1,2 e 3.

Tabela 7 - Medianas dos intervalos entre picos em dias, valores minimos e maximos destes
intervalos e numero de dias que os valores de estrogenos fecais
permaneceram elevados para fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sdo Paulo,

2005
Estrégenos fecais (dias)
Animal Intervalo picos Min./ max. picos Duragao elevacgao
1 16,0 16 — 26 (n=3) 10,0
2 18,0 14 — 22 (n=3) 12,0
3 23,0 10 — 28 (n=4) 6,5
Geral 18,5 10 — 28 (n=10) 10,0

Tabela 8 - Médias e erros padrdoes das médias (média+EPM) dos intervalos entre picos de
estrogenos fecais, do numero de dias em que os valores destes metabdlitos
permaneceram elevados, dos periodos de concentragdes basais e elevadas de
progestinas fecais, intervalos entre periodos de sangramento e da duragao
destes periodos nas fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sado Paulo, 2005

Estrégenos fecais (dias) Progestinas fecais (dias) Sangramentos (dias)
Animal Intervalo Duracao Duracao Duracao Intervalo Duragao
picos elevacao Elevagao basal sangramentos sangramentos
1 19,3+3,3 9,3+1,2 8,00 7,0 20,0 4e7
2 18,0+2,3 11,7+0,9 11,00 15,0 18,0e 22,0 7e1
3 21,0+4,2 7,0+1,1 7,00 € 9,00 6,0e38,0 19,0 3,6e1
Média  19,6+1,9 9,1+0,9 8,310,5 9,0+4,1 19,8+0,9 4,1+1,0

As médias dos intervalos entre picos de estrogenos fecais e sangramentos
foram muito proximas entre si. Estes intervalos foram também préximos da duragao
do ciclo ovariano de 19,7+1,0 dias (variagdo de 17 a 24 dias) encontrado por Colillas

e Coppo (1978) através de citologia vaginal em A. caraya.
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Para A. palliata, Espinosa (2000) encontrou ciclos com duragdes entre seis e
33 dias através da dosagem de estrona e pregnano urinarios. O autor levanta a
hipétese do estudo ter sido conduzido com animais recém-capturados na natureza
para explicar esta maior variagdo na duragao dos ciclos.

Herrick et al. (2001) encontraram ciclos com duragdo médiatEPM de 29,5+1,5
dias para A. seniculus em vida livre através da dosagem de progesterona urinaria.
Além de ser uma duracdo bem maior da encontrada para outras espécies do género,
difere também do intervalo entre estros observado por Crocket e Sekulic (1982) para
a mesma espécie. Neste caso um dos fatores que pode ter contribuido para estes
resultados foi o fato do estudo ter sido conduzido a partir da colheita de material
urinario em animais de vida livre o que dificulta a colheita deste tipo de material e
pode induzir a maiores indices de erro.

Os intervalos entre picos de metabdlitos de estrogenos e sangramentos em
nosso estudo foram também préximos da duracdo do ciclo descrito para outras
espécies de primatas neotropicais como Ateles geoffroy (GOODMAN; WISLOCKY,
1935; HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998), B. hypoxantus (STRIER; ZIEGLER, 1997).
Callicebus moloch (VALEGGIA et al., 1999), Cebus apella (GUIMARAES, 1999;
NAGLE; DENARI, 1983) e Pithecia pithecia (SAVAGE et al., 1995).

A duragao de alguns periodos de sangramento observados em nosso estudo
pode ser 1 ou 2 dias maior, pois na maioria dos casos a colheita de material vaginal
foi realizada em dias alternados para evitar estresse excessivo dos animais. A
duracdo dos periodos de sangramentos encontrada neste estudo foi similar a
descrita para macaco-prego (HAMLET, 1939) e macaco-aranha (HERNANDEZ-

LOPEZ et al., 1998).



Resultados e Discussao 78

Todos os sangramentos foram discretos. Ndo houve sinal macroscoépico de
corrimento sanguineo pela vagina, nem alteragdes na estrutura da genitalia externa
(como coloragao e intumescéncia vulvares),o que corrobora com o observado por
Colillas e Coppo (1978) e Crockett e Eisenberg (1987) para a espécie.

As melhores coloragdes para as laminas citolégicas foram o Pandtico rapido e
o Papanicolaou. O Pandético rapido € uma técnica mais simples, rapida e barata. A
técnica de Papanicolaou por sua vez, facilitou a identificagdo dos tipos celulares
presentes nos esfregacos vaginais pela diferenciagcdo na coloragao das células. As
coloragcbes segundo Shorr e Leishman ndo permitiram a diferenciagcdo dos tipos
celulares.

Quanto ao perfil colpocitolégico nenhuma das fémeas apresentou um padrao
de alteracao celular que pudesse ser correlacionado com o perfil hormonal. A fémea
2 mostrou certa variagao ciclica no perfil celular no entanto em momento algum se
observou pico de células superficiais anucleadas ou cornificadas. Pelo Papanicolaou
foi possivel observar apenas a eosinifilazagdo (coloragado alaranjada) de células
maduras (Apéndice D).

As fémeas 1 e 3 apresentaram padrbes citologicos muito semelhantes ao
longo do periodo de estudo. Os esfregacos mostraram grande quantidade de células
parabasais e intermediarias pequenas, leucocitos e muco. Devido a frequente
presenca de leucdcitos colheu-se material vaginal para cultura bacteriana.
Observou-se crescimento de Proteus mirabilis e Escheria coli, ambas pertencentes a
flora bacteriana normal da vagina em mulheres (GOMPEL; KOSS, 1997) e na
prépria espécie A. caraya (CLAVER; COLILLAS; TRAVI, 1984).

Veras (2004), em seu estudo do aparelho reprodutor de fémeas de bugio,

encontrou diferencas em relacdo a compactacdo das células do estrato
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intermediario, no numero de camadas que compdem o epitélio vaginal e no numero
de pregas. Contudo, ndo foram observados uma camada superficial de células
queratinizadas, nem alteragdes ciclicas no epitélio vaginal pela analise histolégica.

Claver, Colillas e Travi (1984) descrevem as mesmas caracteristicas
histolégicas da vagina de A. caraya. Os autores sugerem uma diferenca na
capacidade de reacao do epitélio vaginal destes animais ao estimulo hormonal.

Dempsey (1939, apud LANG, 1967") foi incapaz de encontrar um padrdo de
variagdo ciclica nas células do epitélio vaginal de A. palliata, ao contrario do
observado para macaco-prego (NAGLE; DENARI, 1983) e macaco-aranha
(HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998). Colillas e Coppo observaram um aparecimento
ciclico de células eosinofilicas no esfregago vaginal, porém a maioria com nucleo
picnatico.

Os achados descritos pelos autores acima mencionados corroboram com os
deste estudo e por isso consideramos o aparecimento de eritrocitos como o
resultado mais consistente que pudemos observar a partir da analise colpocitoldgica.

De maneira geral, o perfil de progestinas fecais mostrou-se inconsistente
durante a maior parte do estudo. A elevagao sustentada destes metabdlitos foi
observada acompanhando apenas quatro picos de metabdlitos de estrégenos fecais
nas trés fémeas.

Os mesmos conjuntos comerciais da DPC® foram utilizados para estudo da
fisiologia reprodutiva de A. palliata em vida livre por Clarke et al. (1991), Zucker et al.
(1994) e Zucker, Clarke e Harrison (1995). Os autores encontraram uma correlagao
significativa porém fraca entre as concentragdes de metabdlitos fecais de estrogenos

e de estradiol sérico (r(42)=0,36, p=0,016) e entre as progestinas fecais e a

" DEMPSEY, E. W. The reproductive cycle of New World monkeys. American Journal of Anatomy, v. 64, p.
381-405, 1939.
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progesterona sérica (r(42)=0,52, p=0,0003). As concentracbes de estrégenos e
progestinas fecais permitiram diferenciar fémeas ciclicas, lactantes e prenhes, porém
nao permitiram diferenciar fémeas nas fases folicular e lutea. Apesar da fraca
correlagcdo com as concentracdes séricas, todas as copulas observadas no estudo
foram associadas ao aumento dos niveis de metabdlitos fecais de estrogenos.

Shideler et al. (1993) realizaram HPLC (high-pressure liquid chromatography)
na tentativa de identificar os metabdlitos de progesterona nas fezes de Macaca
fascicularis. Os autores ndo conseguiram identificar os metabdlitos devido sua
natureza complexa, mas acreditam que existam pelo menos de oito a dez
metabdlitos diferentes para o horménio nas fezes desta espécie e que muitos deles
exercam importante influéncia no perfil imunorreativo da progesterona. Os autores
concluiram que, para espécies do género Macaca, o melhor seria utilizar um
anticorpo para pregnanos em geral.

Heisterman et al. (2001) encontraram grande quantidade de 5a-pregnane-3a-
ol-20-one nas fezes de M. silenus através da técnica de HPLC. Trabalhos com
primatas do novo mundo também utilizaram a dosagem de pregnanos fecais ou
urinarios para o estudo do ciclo ovariano (CAMPBELL et al., 2001; ESPINOSA,
2000; PRYCE et al., 1994; SAVAGE et al., 1995; SHIDELER et al., 1994; ZIEGLER
et al., 1997).

O porcentual de reag¢des cruzadas do conjunto diagnostico para dosagem de
progesterona utilizado neste estudo € de apenas 9,0% para 5a-Pregnan-3,20-dione
e menos de 4% para outros pregnanos (Tabela 2). Os anticorpos para dosagem de
pregnanos por radioimunoensaio nao sao disponiveis comercialmente.

O estresse também pode ter interferido no perfil dos metabdlitos fecais de

progestinas e estrégenos em dois momentos do estudo. O primeiro, logo apds a
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mudancga de galpao e o segundo durante a realizagao da colheita de material para
citologia vaginal.

Veras (2004) em seu estudo da morfologia do aparelho reprodutor de fémeas
de A. guariba clamitans e A. caraya encontraram muitos foliculos em estagios iniciais
de desenvolvimento, muitos foliculos atrésicos em estagio mais avangado de
desenvolvimento e nenhum corpo luteo verdadeiro. O que a autora observou foi
grande quantidade de tecido intersticial formado por células glandulares secretoras
de aparéncia luteinizada que pareciam ser de origem tecal.

A autora sugere que a grande quantidade de foliculos atrésicos poderia ser
explicada pela presenca de ciclos anovulatorios causados por baixos niveis de FSH.
Como para a realizagao do estudo foram utilizados animais que vieram a obito em
centros de triagem ou reabilitagdo a autora sugere que os niveis altos de estresse
ambiental poderiam inibir a secrecdo de FSH e consequentemente o
desenvolvimento final do foliculo e o processo de ovulagao.

Em primatas o desenvolvimento folicular até o estagio pré-ovulatério é
relativamente independente de gonadotropinas. Apenas no final do desenvolvimento
ocorre aumento do numero de receptores para LH e FSH (ZELEZNICK, 1993).

Claver e Von Lawzewitisch (1984) também observaram as caracteristicas
descritas por Veras (2004) no estudo histolégico dos ovarios de A. caraya na
Argentina. Claver, Collilas e Travi (1984) sugerem que as condi¢cdes de cativeiro
poderiam resultar em funcdo ovariana insuficiente. Os autores ressaltaram que as
espécies do género Alouatta estao entre os primatas neotropicais mais dificeis de se
manter e reproduzir em cativeiro.

Em nosso estudo néo foi observado pico de metabdlitos fecais de estrogenos

antes de aproximadamente dois meses apds a mudanga de galpdo. Durante a
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colheita de material colpocitolégico observamos picos de metabdlitos de estrogenos
com um padrao ciclico e aparentemente a maior alteracdo neste periodo foi a
reducao nas concentragdes de progestinas fecais.

Chatterton (1990) e Dettmer et al. (1996) sugerem que o estresse gerado pela
contencdo para multiplas colheitas de sangue pode alterar os parametros
reprodutivos estudados devido a acdo dos niveis aumentados de glucorticoides
sobre o eixo hipotalamo-hipdfise-gbnadas. No estudo com macaco-prego Dettmer et
al. (1996) observaram a diminuicdo dos niveis de cortisol apds cinco semanas de
colheita de sangue.

Foley, Papageorge e Wasser (2001) relataram diminuigcdo das concentragdes
de progestinas fecais enquanto as concentragcdes de metabdlitos de cortisol
elevaram-se em elefantes africanos durante condicdes adversas, como acesso
limitado a recursos alimentares e agua. Os mesmos autores sugerem que 0s niveis
de progestinas em fémeas estao altamente relacionados a condi¢des ambientais.

Xiao et al. (1998) concluiram que a diminuigdo na secreg¢ao de progesterona
na fase lutea representa o primeiro estagio que um episoédio estressante pode
provocar sobre o ciclo ovariano normal. Os autores também demonstraram que em
primatas o estimulo estressante durante a fase folicular pode prolongar a
foliculogénese, levando ao aumento da duragdo da fase e consequentemente do
ciclo menstrual.

O periodo de elevacdo das concentragdes de metabdlitos fecais de
estrégenos foi, em média, um dia maior do que o periodo de elevagdo das
progestinas fecais. O pico de estrégenos fecais ocorreu no meio da elevagédo das
concentragbes de metabdlitos fecais de progestinas, entre dois e nove dias apds o

inicio da elevagao. Em Callimico goeldi as concentragdes de estrona fecal atingiram
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valores de pico apenas trés a cinco dias apds o suposto momento da ovulagao
(PRYCE et al., 1994).

Este parece ser o padrao para as espécies de primatas neotropicais onde nio
ha um pico pré-ovulatério de metabdlitos fecais de estrégenos. Ao contrario, os dois
metabdlitos elevam-se durante o que se presume ser a fase lutea (ZIEGLER et al.,
1996).

Ziegler et al. (1996) encontraram maiores niveis de estradiol do que estrona
nas fezes de calitriquideos (Saguinus oedipus e Callithrix jacchus). Nestas espécies
altos niveis de estrona circulante sao encontrados durante a fase lutea enquanto o
estradiol encontra-se elevado e atinge concentragdes de pico durante a fase
folicular. Os autores sugerem que a interconversdo de estradiol e estrona como
consequéncia do metabolismo periférico e agao bacteriana intestinal pode explicar
as altas concentragbes de estrogenos fecais e urindrios durante a fase lutea.
Adicionalmente os autores observaram que a maioria do estradiol fecal € encontrada
na forma de di- ou tri-conjugados derivados da estrona.

Entre as espécies de primatas neotropicais estudadas por meio de dosagem
nao-invasiva de hormoénios esterdides sexuais onde este padrdo foi descrito
encontram-se 0 macaco-aranha (Ateles geoffroyi), (CAMPBELL et al., 2001); o
muriqui (Brachyteles arachnoides); (ZIEGLER et al; 1997); o parauacu (Pithecia
pithecia), (SHIDELER et al; 1994); o mico-de-Goeldi ou mico-preto (Callimico goeldi),
(PRYCE; SCHWARZENBERGER; DOBELI, 1994); e calitriquideos (Callithrix
jacchus, Saguinus fuscicolis e S. oedipus oedipus), (ZIEGLER et al., 1989, 1996;
HEISTERMAN; TARI; HODGES, 1993).

A figura 22 ilustra o perfil da média das concentragdes dos metabdlitos fecais

de estrégenos e progestinas em um intervalo entre sangramentos nas fémeas 1 e 2.
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Embora no presente estudo ndo se possa afirmar o momento exato da
ovulagao, ela parece ter ocorrido antes do aumento de metabdlitos de estrogenos e
progestinas fecais. Pelo critério adotado para a deteccdo de ovulagdo, ou seja,
concentragdes de pico de estrogenos fecais acompanhados de elevagao sustentada
de progestinas fecais, as fémeas 1 e 3 possivelmente tiveram pelo menos uma
ovulacao e a fémea 3 pelo menos duas.

Entre as fémeas 1 e 2 observou-se sincronizacdo dos periodos de elevagao e
picos de estrogenos fecais (Figura 23). Este fenbmeno s6 foi observado com a
fémea 3 nos dois ultimos periodos de elevacao destes metabdlitos.

As fémeas 1 e 2 estavam alojadas em recintos proximos e possuiam contato
visual, olfativo e auditivo enquanto a fémea 3 nao possuia contato visual com as
outras duas e o olfativo poderia estar reduzido pela maior distadncia. Entre a fémea 3
e as outras duas encontravam-se, além dos machos, as fémeas 4 e 5 que nao
estavam ciclando.

Os bugios possuem glandulas produtoras de odores e a olfagado desempenha
importante papel na identificagcdo do status reprodutivo dos individuos (KINZEY,
1997). Glander (1980) conseguiu distinguir fémeas receptivas de nao-receptivas pelo
odor pungente da urina das fémeas no estro.

Espinosa (2000) observou a sincronizagao dos picos de estrona em A. palliata
em cativeiro. Segundo o mesmo autor os bugios sdo um dos primatas do novo
mundo a possuir o 6rgdo vomeronasal mais desenvolvido. Tal caracteristica
possibilita maior capacidade para estabelecer comunicacdo quimica e sincronizar
seus estros.

A sincronizacado de estros foi observada em A. palliata (JONES, 1985) em

dois habitats diferentes, um com um padrdo sazonal evidente e outro onde os
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recursos alimentares eram igualmente disponiveis ao longo do ano. A duragéo do
ciclo estral foi praticamente igual em ambos habitats mas houve maior variacédo na
duracao das fases no habitat sazonal, onde a sincronizagdo era mais marcante.

Glander (1980) relata que em A. palliata o nascimento dos filhotes da fémea
alfa (aquela que ocupa o posto mais alto na hierarquia social) ocorre primeiro.

Espinosa (2005) sugere que a sincronizagao dos estros garante o sucesso
reprodutivo de todas as fémeas do grupo com minimo gasto energético, importante
para animais com dieta energeticamente pobre como os bugios. Quando todas as
fémeas se encontram em fase de estro a fémea alfa concebe primeiro, entdo as
fémeas posicionadas logo abaixo ja podem reproduzir-se. Com todas as fémeas
dominantes prenhes as subordinadas conseguem acesso aos machos e também
garantem sua reproducao (informacao verbal)?.

Paul (1997) relata que do ponto de vista da fémea a sincronia reprodutiva é
uma tatica efetiva para confundir a paternidade, de forma a diminuir as chances de
suas crias serem vitimas de infanticidio.

O fendbmeno da sincronizacao dos estros ainda carece de explicagdes mais
profundas constituindo-se em importante area para investigagbes futuras que
envolvam o comportamento sexual de bugios, a contextualizagdo do papel dos

ferormdnios e a fisiologia reprodutiva de machos e de fémeas.

2 Informagéo fornecida por Espinosa em Porto Alegre, RS, 2005.
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6 Conclusoes

A técnica de extracdo e dosagem de metabdlitos fecais de estrogenos

e progestinas foi validada para a espécie Alouatta caraya.

Foi possivel estimar as faixas de variacdo de estrégenos e progestinas

fecais nas cinco fémeas de bugio.

A técnica empregada para mensuragao destes metabdlitos permite
diferenciar significativamente concentracbes basais, elevadas e de

pico.

A média £ o erro padrao da média dos intervalos entre picos de
metabdlitos de estrégenos fecais de A. caraya, nas condigdes em que
se desenvolveram o estudo, foi de 19,6+1,9 dias e estes metabdlitos

permaneceram elevados durante 9,1+0,9 dias.

v' A estimativa da ocorréncia de ovulagao foi possivel em apenas quatro

momentos durante todo o estudo precedente ao inicio da elevagao de

metabdlitos fecais de estrogenos e progestinas.

v" A ocorréncia de sangramentos discretos coincidiu com o momento de

queda nas concentracdes de ambos metabdlitos.



Conclusbes 89

v" A mensuragdo de metabolitos de estrégenos e progestinas fecais
permitiu diferenciar fémeas com auséncia de atividade ovariana de

fémeas ciclicas.
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Anexo A

ANEXO A — Mapa de distribuicao das espécies do género Alouatta.
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Figura 24 - Espécies do género Alouatta mesoamericanas (A) e
sulamericanas (B), de acordo com Groves (2001). Fonte:
Cortés-Ortiz et al. (2003)
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ANEXO B — Percentual de reagdes cruzadas dos conjuntos diagndsticos da DPC®
MedLab para a dosagem de estradiol e progesterona.

Tabela 9 — Percentual de reagdes cruzadas dos conjuntos diagndsticos comerciais da DPC®
MedLab para dosagem de estradiol por radioimunoensaio, em fase soélida.
Fornecido pelo fabricante

Composto Reag¢oes cruzadas
a-Equilenina 4,4%
Equilina 0,80%
17o-Estradiol 0,017%
17B-Estradiol-3-monosulfato 0,29%
B-Estradiol 17-proprionato 0,70%
Estriol 0,32%
Estriol-3-Glucoronido 0,012%
Estriol-3-sulfato 0,002%
Estriol-16a-glucoronido 0,001%
Estrona 10,0%
Estrona-p-D-glucoronido 1,8%
Estrona-3-sulfato 0,58%
DHEA 0,001%
Ethinyl Estradiol 1,8%
11-Ketotestosterona 0,006%
Sa-Dihydrotestosterona 0,004%
Testosterona 0,001%
19-Hydroxyandrostenediona 0,006%

Outros 1,08%
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Tabela 10 - Percentual de reagbes cruzadas dos conjuntos diagnoésticos comerciais da
DPC® MedLab para dosagem de progesterona por radioimunoensaio, em fase
sélida. Fornecido pelo fabricante

Composto Reagodes cruzadas
Progesterona 100%
Corticosterona 0,9%
Cortisol 0,03%
Danazol 0,006%
11-Deoxycorticosterona 2,2%
11-Deoxycortisol 0,01%
DHEA-SO4 0,002%
20a-Dihydroprogesterona 0,2%
170-Hydroxyporgesterona 3,4%
Medroxyprogesterona 0,3%
5B-Pregnan-3a-ol-20-one 0,05%
5a-Pregnan-3,20-dione 9,0%
5B-Pregnan-3,20-dione 3,2%
Pregnenolona 0,1%
5Pregnen-3p-ol-20-one-sulfato 0,05%

Testosterona 0,1%
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APENDICE A - Resultados da avaliacdo clinica e reprodutiva dos animais

participantes do estudo e medicagao administrada.

Para a realizagcdo dos exames os animais foram sedados com uma
associacdo de levomepromazina (Neozine® 25mg em 5ml): 0,2 a 0,4mg/kg (0,04 a
0,08ml/kg); midazolan (Dormium® 15mg em 3ml) — 0,2 a 0,4mg/kg (0,04 a
0,08ml/kg); cetamina (Vetanarcol® 50mg/ml): 10 a 15mg/kg (0,2 a 0,3ml/kg), tudo na
mesma seringa, administrados via intramuscular.

Os principais resultados dos exames laboratoriais sdo apresentados no

quadro 2.
Peso | Hemo- Leuco- Bioquimica Coproparasitolégico

Animal | (Kg) | grama grama sérica
BF-ABH (4,70 eosinofilia e |ALT e creatinina | proglotes de cestdodeo
(fémea 1) monocitose |diminuidos
BF-ACJ |[6,00 [discreta|eosinofiliae |AST e creatinina | Giardia sp (+)
(fémea 2) anemia | monocitose |diminuidas
BF-AFR |5,20 eosinofilia e |AST diminuida | Entamoeba sp, Shilomastix
(fémea 3) monocitose sp e cogumelos.
BF-AFX |[3,00 [anemia |eosinofilia e |creatinina Giardia sp e cogumelos em
(fémea 4) monocitose |dimunida brotamento
BF-AGH |4,60 |anemia AST e creatinina | Bertiella studeri e cogumelos
(fémea 5) diminuidas em brotamento

Quadro 2 - Peso corporal e resultados dos exames hemograma, leucograma,
bioquimica sérica e coproparasitologico realizados nas fémeas de
bugio (Alouatta caraya). Sao Paulo, 2005

Baseado nos exames coproparasitolégicos os animais receberam, em
setembro de 2003, albendazol (Albendazol 4%®), VO, nas doses de 7mL para os

machos, 5mL para as fémeas e 3mL para as crias. Em outubro repetiu-se o
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tratamento com albendazol, nas mesmas doses. No mesmo més o0s animais
receberam secnidazol (Secni-plus® suspensdo, 30mg/ml), VO, nas doses de 10mL
para os machos, 5mL para as fémeas e 3mL para as crias, indicado para giardiase.
Em margco de 2004 realizou-se nova desverminacdo com uma associagao de
pamoato de pirantel, pamoato de oxantel e praziquantel (Basken® plus 20,
comprimidos), VO, na dose de 2 comprimidos para os machos e 1 comprimido para
as fémeas e crias.

Os resultados dos exames ultra-sonograficos e colpocitolégicos estao

resumidos no quadro 3.

Tatuagem Ultra-som Colpocitologia
Volume Aspecto do utero
uterino
BF-ABH |2.46cm® Normal, ndo prenhe |Leucdcitos, muco e debris

celulares (+++)

BF-ACJ 4.13cm® Normal, ndo prenhe |Leucdcitos e eritrocitos (+++),
muco (++), células intermediarias
BF-AFR  [2.30cm?® Normal, ndo prenhe |Leucdcitos € muco (+++),
predominio células intermediarias
BF-AFX 1.56¢cm? Dificil visualizagao |Leucdcitos e debris celulares
(+++), presencga de eosindfilos (+)
BF-AGH [0.81cm?® Normal Muco (+++), dificil identificar

células

Quadro 3 - Resultados dos exames ultra-sonograficos e colpocitologicos realizados
nas fémeas de bugio (Alouatta caraya). Sado Paulo, 2005
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APENDICE B - Descricdo das técnicas de coloracdo de laminas citoldgicas pelos
meétodos de Pandtico rapido, Papanicolaou, Shorr e Leishman.

1 PANOTICO RAPIDO

Para a realizagao desta coloragao utilizou-se o conjunto de corantes para
coloragdo diferencial rapida Instant Prov da Newprov® Produtos para Laboratério
Ltda, Pinhais, PR.

A técnica de coloragdo adotada neste estudo consistiu em mergulhar a lamina
fixada em etanol absoluto no corante | por 10 segundos. Em seguida, mergulhar no
corante |l por 20 segundos e finalmente no Ill por 30 segundos. A cuba contendo o
corante foi suavemente agitada durante a coloragdo. O tempo total de coloragao foi

de 1 minuto.

2 PAPANICOLAOU

Os corantes utilizados para a realizagdo desta técnica foram comprados
separadamente ou preparados por técnico capacitado no Centro Nacional de
Primatas (CENP/SVS/MS), Ananindeua, PA.

As laminas foram fixadas em etanol absoluto durante 30 minutos a 24 horas.
O tempo total de coloracdo excetuando-se a fixacao foi de 30 minutos. As etapas da

técnica de coloragao encontram-se no quadro 4.
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Reagente Tempo

1. Alcool a 80% 10 passagens
2. Alcool a 70% 10 passagens
3. Alcool a 50% 10 passagens
4. Agua destilada 1 minuto

5. Hematoxilina de Harris 6 minutos

6. Agua destilada 7 passagens
7. Agua (200ml) — Acido cloridrico (2 gotas) 3 passagens
8. Agua corrente 1 minuto

©

12

13.
14.
15.

16

17.
18.
19.
20.

. Alcool a 50%
10.
11.

Alcool a 70%
Alcool a 80%

. Alcool a 95%
Alaranjado 6
Alcool a 95%
Eosina 36

. Alcool a 95%
Alcool a 95%
Alcool a 100%
Alcool a 100%
Xilol

10 passagens
10 passagens
10 passagens
10 passagens
3 minutos

10 passagens
2 minutos

10 passagens
10 passagens
10 passagens
10 passagens

10 passagens

Quadro 4 — Etapas da técnica de Papanicolaou para a coloracdo de laminas

laminas foram fixadas em etanol absoluto, depois mergulhadas no corante de Shorr

citolégicas

3 SHORR

O corante de Shorr foi preparado no laboratério de histopatologia do CENP. As
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durante quatro a seis minutos. Em seguida foram mergulhadas aproximadamente 10
vezes, com agitagdo, em uma cuba contendo alcool a 95%, duas cubas com &lcool

absoluto e por ultimo uma cuba com xilol.

4 LEISHMAN

O corante de Leishman também foi preparado no laboratério de histopatologia do
CENP.

Os esfregacgos foram secos ao ar e mergulhados no corante de Leishman durante
10 minutos. Em seguida foram mergulhados em agua destilada durante mais 10

minutos e por ultimo lavados com agua corrente.



Apéndice C 119

APENDICE C - Representacdes graficas dos calculos utilizados para determinagéo
dos limites entre os valores basais e elevados das concentragdes
de estrégenos e progestinas fecais.

estrégenos fecais
ze
N
(&)
o

12 3 4567 8 91011121314

etapas

Figura 25 - Representacdo grafica do método adotado para
determinagao dos valores elevados (rosa) e basais
(roxo) de estrégenos fecais (ng/g fezes umidas),
utilizando a média+1,5DP e p<0,05 (Animal 1). Sao
Paulo, 2005

1500

progestinas fecais
(ng/g fezes umidas)

111717

| ] J ) J J
12 3 456 7 8 910111213
etapas

Figura 26 - Representacdo grafica do método adotado para
determinagcdo dos valores elevados (azul escuro) e
basais (azul claro) de progestinas fecais (ng/g fezes
umidas), utilizando a média+2DP e p<0,05 (Animal 1).
Sao Paulo, 2005
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APENDICE D - llustragdes das laminas de citologia vaginal coradas por diferentes

técnicas de coloragao

Figura 27 — Aspecto da lamina colpocitolégica
no momento do aparecimento de
células sangliineas (fémea 2).
Coloragdo Pandtico, aumento
200x. Sao Paulo, 2005

Figura 28 — Aspecto da lamina colpocitolégica
no momento do aparecimento de
células sangiineas (fémea 2).
Coloragao Papanicolaou, aumento
200x. Sao Paulo, 2005

Figura 29 - Aspecto da lamina colpocitolégica
corada pelo corante de Shorr
(féemea 2), aumento 100x. Sé&o
Paulo, 2005

Figura 30 — Aspecto da lamina colpocitoldgica
corada pelo corante de Leishman
(féemea 2), aumento 100x. Sé&o
Paulo, 2005





