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RESUMO

SINHORINI, J. A. Estudo enddcrino-reprodutivo, ndo invasivo de arara jubas,
Guaruba guarouba (Gmelin, 1788), mantidas em cativeiro. [Endocrine-
reproductive non-invasive study in golden conures, Guaruba guarouba (Gmelin,
1788), kept in captivity]. 2013. 103 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

O estudo endacrino-reprodutivo com o0 uso da extracdo e dosagem de metabolitos
de esteroides em excretas tem sido proposta como uma ferramenta extremamente
atil por ndo ser invasiva e permitir estudos longitudinais com grande numero de
coletas de amostras sem produzir estresse, além de ser vidvel em psitacideos.
Assim, este estudo objetivou descrever e comparar as concentracdes de metabdlitos
de glicocorticoides, testosterona, estrogeno e progesterona em excretas de
ararajubas em diferentes categorias reprodutivas, com o uso de técnicas néo
invasivas, além de validar fisiologicamente o0s ensaios para dosagens desses
metabolitos em excretas da espécie. Para isso, foram utilizadas 24 (vinte e quatro)
ararajubas, das quais foram coletados excretas durante diferentes fases
reprodutivas, sendo: sem atividade reprodutiva, em atividade de incubacao de ovos
e em atividade de postura de ovos. Além disso, foram feitos desafios com aplicacao
de ACTH e GnRH, para validacdo dos ensaios. Como resultados, obtivemos picos
de concentracdo de metabdlitos de glicocorticoides apds aplicacédo de ACTH e picos
de concentracdo de metabdlitos de testosterona nos machos ap0s aplicagdo do
GnRH, validando fisiologicamente o0s ensaios para mensurar estes metabolitos
hormonais; 0s ensaios para mensurar metabdlitos de estrogeno e progesterona
foram validados biologicamente. Foram observados valores semelhantes de
metabdlitos de glicocorticoides entre as diferentes categorias reprodutivas, porém
diferentes nos metabdlitos de testosterona, estrogeno e progesterona, com valores
maiores durante postura (testosterona e estrégeno), e maiores na postura com

relacdo aos animais sem atividade reprodutiva (progesterona).

Palavras-chave: Guaruba guarouba. Reproducdo. Metabdlitos hormonais.
Esteroides. Método néo invasivo.



ABSTRACT

SINHORINI, J. A. Endocrine-reproductive non-invasive study in golden conures,
Guaruba guarouba (Gmelin, 1788), kept in captivity. [Estudo enddcrino-
reprodutivo, ndo invasivo de ararajubas, Guaruba guarouba (Gmelin, 1788),
mantidas em cativeiro]. 2013. 103 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The endocrine and reproductive study using the extraction and quantification of
metabolites of steroids in excreta has been proposed as an extremely useful tool for
being non-invasive and allow longitudinal studies with large numbers of samples
collected without producing stress, and is feasible in parrots. Thus, this study aimed
to describe and compare the concentrations of metabolites of glucocorticoids,
testosterone, estrogen and progesterone in the excretes golden conures in different
reproductive categories, with the use of non-invasive techniques, and validate
physiologically assays for determination of these metabolites in the excreta species.
For this, we used 24 (twenty four) golden conures, which excreta were collected
during different reproductive phases, as follows: no reproductive activity, activity in
the incubation of eggs and egg-laying activity. Additionally, challenges were
performed with application of ACTH and GnRH for validation tests. We observed
peak concentrations of glucocorticoid metabolites after administration of ACTH and
peak concentrations of metabolites of testosterone in males after application of
GnRH, physiologically validating assays to measure these hormone metabolites;
tests to measure metabolites of estrogen and progesterone were biologically
validated. Values of glucocorticoid metabolites were similar between different
reproductive categories, but between metabolites of testosterone, estrogen and
progesterone were different, with higher values during posture (testosterone and
estrogen), and higher in posture toward animals without reproductive activity

(progesterone) .

Key words: Guaruba guarouba. Reproduction. Hormone metabolites. Steroids. Non
invasive method
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1 INTRODUCAO

Aves sdo Unicas entre os vertebrados na medida em que sdo altamente
adaptadas ao voo em sua anatomia, fisiologia e comportamento. Além disso, devido
a seus habitos, na maioria das vezes diurnos, e suas particularidades (colorido,
vocalizacdo, entre outros) elas sdo possivelmente as espécies de vertebrados mais
facilmente visiveis para o0s seres humanos em seus habitats naturais.
Consequentemente, as aves tém sido o alvo favorito de interessados em estudar as
relacbes entre hormonios, fatores ambientais naturais e reproducdo em vertebrados
selvagens em cativeiro, pois a fisiologia reprodutiva e comportamento podem ser
estudados de forma relativamente facil (NORRIS; LOPEZ, 2011). Apesar dessas
qualificacBes praticas para o estudo e as questdes bioldgicas que elas representam
(JAMIESON, 2007), o conhecimento cientifico acerca de algumas espécies € muito
recente. Antes dos anos 70, por exemplo, ndo se considerava sequer a hipétese de
gue algumas das aves mais raras do mundo atualmente, estivessem em perigo de
extingdo (COLLAR, 1995).

A reproducdo € uma importante questdo em animais ameacados, em vida
livre ou cativeiro, e 0 elemento chave que dispara a reproducdo em aves € 0O
ambiente. Cada espécie é Unica, e na maior parte das vezes nao € tdo Obvio
perceber qual sinalizacdo ambiental € mais importante para cada espécie. Isto pode
levar a dificuldades de manejo em cativeiro de espécies ameacadas, assim como
levar a disfuncdes reprodutivas. Apesar dessas diferencas, o conhecimento aplicado

sobre reproducéo de aves esta crescendo (OTTINGER et al., 2007).

A compreensdo das caracteristicas endodcrinas de uma ave pode trazer
informacOes sobre seu status reprodutivo e fisico, possibilitando alteracbes de
manejo que propiciem sucesso reprodutivo. S8o necessarios estudos basicos sobre
endocrinologia nas diferentes espécies para viabilizar a aplicagdo de técnicas de
reproducdo assistida com o objetivo de melhorar o desempenho nas espécies

ameacadas.
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A ararajuba, Guaruba guarouba, € uma ave da familia Psittacidae que se
encontra ameacada de extincdo. Pouco se conhece sobre o comportamento

reprodutivo e habitos desta espécie (ICMBIO, 2012), apesar de ser muito popular.

Este estudo aborda aspectos reprodutivos da ararajuba em cativeiro. Para
isso, 0 uso de técnicas ndo invasivas para mensuracao de metabolitos de esteroides
nos excretas foi empregado, permitindo uma andlise de maior quantidade de

amostras, livre do estresse causado pela contencéo e coleta de sangue.

Por verificar a escassez de artigos publicados em literatura cientifica e, a fim
de aprimorar os conhecimentos da endocrinologia reprodutiva da ararajuba, este

trabalho teve como objetivos:

%/ Descrever e comparar as concentracfes de metabdlitos de glicocorticoides,
testosterona, estrdgeno e progesterona em excretas de ararajubas em
diferentes categorias reprodutivas, com o uso de técnicas ndo invasivas;

v/ Validar fisiologicamente ensaios para dosagens de metabdlitos de
glicocorticoides, testosterona, estrégeno e progesterona em excretas de

ararajubas;
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2 REVISAO DE LITERATURA

A maior parte dos eventos fisiolégicos e comportamentais que ocorrem no
corpo (seja humano, seja de qualquer outra espécie animal), sdo regulados
diretamente por horménios ou modificados pela acdo destes, como pode ser
exemplificado pelos papeis essenciais e diversificados dos hormdnios nos processos
reprodutivos (NORRIS; LOPEZ, 2011) e uma importante estratégia para
conservacao de muitas espécies que estdo em perigo de extingdo é o estudo da
endocrinologia, também conhecido como endocrinologia da conservacéo
(COCKREM et al., 2004).

2.1 CONSERVACAO

Até um século atras, a Terra ainda continha grandes areas isoladas onde o0s
animais tinham pouco ou nenhum contato com o homem. Desde entdo, a populacéo
humana tem crescido rapidamente, assim como, 0 uso de energia e recursos
naturais e, atualmente ha muito poucas partes do planeta além do alcance humano.
Habitats naturais estdo desaparecendo e a biodiversidade esta em rapido declinio.
Isto € potencialmente perigoso para o ser humano porque faz do planeta um lugar
menos estavel e anula recursos que um dia podem vir a ser necessarios. Para 0s
animais os resultados podem ser desastrosos. As espécies mais afetadas atingiram
0 ponto onde, ironicamente, dependem da ajuda humana para sobreviver (BURNIE;
WILSON, 2001).

Os motivos para a conservacdo da biodiversidade sdo muitos, incluindo
motivos ecoldgicos, econdmicos, estéticos e éticos (FERNANDEZ et al.,2003) . As
comunidades naturais sao sistemas integrados, o que significa que a extingdo de
uma simples espécie pode ter efeitos danosos sobre o funcionamento de todo um
ecossistema (SMA, 1998).



Revisdo de Literatura 25

A diversidade observada nas comunidades biologicas é resultante de um
processo dinamico de equilibrio entre a extingdo e o surgimento de novas espécies
(especiacdo) na biosfera (ACCACIO et al.,, 2003), conhecido como evolucdo
biolégica (GASTAL; SARAGOUSSE, 2008). Nesse contexto, a extingdo é o
desaparecimento de todos os individuos de uma determinada espécie (SMA, 1998),
e deve ser encarada como um fenbmeno natural e corriqgueiro (ACCACIO et al.,
2003). Porém, a interferéncia humana justificada pelo desenvolvimento, acaba
causando demanda excessiva por recursos naturais e a magnitude das modificacdes
Impostas aos ecossistemas aceleram as taxas de extingdo, pois geram perturbagdes
em escala incompativel com a sobrevivéncia de grande quantidade de espécies, em
particular nos ambientes mais complexos (BENSUSAN, 2008). Assim, a
conservacao se faz necessaria para permitir a continuidade da evolucéo bioldgica,
independente das perturbacbes geradas pela atividade humana. Tal necessidade é
premente para impedir maiores perdas de diversidade bioldgica e seus efeitos ainda

incertos sobre a propria existéncia humana (ACCACIO, 2003).

Compreender os padrbes de extingcdo diferencial e prever os riscos relativos
de extincdo entre as espécies existentes estdo entre 0s problemas mais importantes
em biologia da conservacdo (REED, 1999). Os habitos e o comportamento de uma
espécie podem afetar a persisténcia da populacédo ou sua extincao (p.ex. agregacao,
dispersdo, selecdo de habitat, entre outros) (ACCACIO, 2003). O estudo de
comportamentos especificos e a ampliacdo no conhecimento biolégico de cada
espécie devem melhorar as previsbes de riscos e auxiliar a impedir o
desaparecimento de espécies (FERNANDEZ et al.,2003).

As aves sao o grupo melhor pesquisado dos animais. Calcula-se que mais de
99% das espécies sejam conhecidas (SICK, 2001). Um total de 130 espécies esta
documentado como tendo sido extintas desde 1500. Embora as extingbes tenham
sido melhor fundamentadas em aves do que qualquer outro grupo de organismos,
esses totais sdo provavelmente subestimados porque a extingdo € de dificil
documentacgédo (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2012).

De acordo com a ultima avaliacao realizada pela BirdLife International (2012),
1.313 espécies de aves podem ser consideradas ameacadas de extingdo. Isso

representa 13% do total de 9.934 espécies de aves existentes no mundo. Um
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adicional de 880 espécies sdo consideradas “quase ameacadas” e quatro estdo
extintas na natureza (sobrevivem apenas em cativeiro), resultando num total de

2.193 espécies que sao prioridades urgentes para acdes de conservacgao.

As aves foram chamadas de “répteis glorificados” por T. H. Huxley’, na
segunda metade do século XIX, e representam 0s sobreviventes da extinta linhagem
dos dinossauros, que dominou a Terra durante todo o periodo Mesozoico (SICK,
2001). Toda a morfologia e a fisiologia das aves foi moldada pelo desenvolvimento
da capacidade de voar, que pode ser simbolizada pelas penas. O grupo apresenta
uma uniformidade estrutural notavel, e sua diversificacdo ocorreu no sentido do
desenvolvimento de diferentes hébitos alimentares, o que pode ser comprovado pela
imensa variacdo no formato do bico e das patas. Seu sistema respiratério € bastante
especializado, permitindo que o oxigénio seja retirado do ar tanto durante a
inspiracdo como durante a expiracao, permitindo que algumas aves voem a grandes
altitudes, onde o ar é muito rarefeito (algumas aves migratorias voam por cima dos
Himalaias, a mais de 9.000 metros de altitude) (VUILLEUMIER; DOVE, 2005).
Algumas aves perderam a capacidade de voar, sendo corredoras (avestruz [Struthio
camelus], ema [Rhea americana]) ou nadadoras (pinguins [Aptenodytes
patagonicus, p.ex.]). Existem atualmente cerca de 9.000 espécies, e 0 grupo

apresenta uma distribuicdo cosmopolita (SMA, 1998).

A América do Sul é considerada o continente das aves, possuindo
aproximadamente 2.645 espécies, sendo que no Brasil, habitam 1.590 espécies,
significando 55,3% das aves residentes no continente. Mais de 10% dessas
espécies sdo endémicas ao Brasil, fazendo deste pais um dos mais importantes
para investimentos em conservacdo (SICK, 2001). A distribuicAo das espécies
residentes ao longo do Brasil é desigual, estando a maior diversidade e a maior taxa
de endemismo concentradas na Amazonia, seguida pela Mata Atlantica
(MITTERMEIER et al.,, 2003; MARINI; GARCIA, 2005), dois biomas que
originalmente, eram cobertos por florestas umidas (SICK, 2001).

! Huxley, Adrian Desmond: From Devil’s Disciple to Evolution’s High Priest.
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A biodiversidade brasileira foi e continua sendo afetada, significativamente,
pelas atividades humanas em areas criticas, e isso inclui algumas espécies de aves
que aqui habitavam e ainda habitam. A resposta das aves a essas alteracdes varia
desde aquelas que se beneficiaram com as alteragbes do habitat e aumentaram
suas populacdes (p. ex., bem-te-vi [Pitangus sulphuratus]), até aquelas que foram
extintas da natureza (p. ex., mutum-do-nordeste [Mitu mitu] e arara-azul-pequena
[Anodorhynchus glaucus]) (MARINI; GARCIA 2005). Atualmente, o Brasil encontra-
se em primeiro lugar no nimero de espécies de aves ameacadas, na regido
neotropical (COLLAR et al., 1997), totalizando 193 espécies (IUCN, 2011).

Entre essas espécies, se destacam as da familia Psittacidae, e isso se deve a
peculiar vulnerabilidade dos papagaios que sofrem com a continua destruicdo de
habitat, captura de exemplares na natureza para o trafico ilegal, confeccdo de
artesanatos com suas penas, introducdo de espécies exoticas invasoras, endogamia

e outros fatores relacionados ao tamanho populacional reduzido (GODOY, 2006).

A caréncia de informacfes sobre a biologia basica das espécies raras e do
crescente niumero de espécies ameacadas é o maior desafio enfrentado pelos
ornitdlogos brasileiros (MARINI; GARCIA 2005). Os novos desafios impostos pelo
século XXI incluem a definicdo e aplicacdo de estratégias conservacionistas, em
carater de urgéncia, e a comunidade ornitolégica e conservacionista promoveu 0s
meios para estudar, planejar e tomar uma atitude ativa para conservar a rica e
crescentemente ameacada avifauna brasileira. Sabem-se quais sdo as espécies
ameacadas, quais as suas principais ameacas e onde elas devem ser preservadas.
Contudo, o conhecimento acerca das novas espécies e sobre a biologia das
espécies descritas, tanto recentemente quanto anteriormente, € escasso. As
pesquisas e as medidas de conservacdo ainda estdo desigualmente distribuidas
entre as regides e espécies, e as ameacas sao crescentes (MURPHY, 1997,
MARINI; GARCIA 2005).
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2.2 ARARAJUBA

O Brasil é o pais mais rico do mundo em Psittacidae, sendo a Amazonia, a
regido mais rica quer em individuos quer em espécies da familia, vivendo aqui

inclusive seus maiores representantes, as araras (SICK, 2001).

A ararajuba (Guaruba guarouba) é uma espécie endémica do Brasil e sua
area de ocorréncia compreende a floresta Amazonica brasileira, sendo encontrada
do extremo oeste do Maranh&o ao Norte de Rondonia; ao Sul do Rio Amazonas. A
distribuicAo da espécie sobrepde parcialmente o "arco do desmatamento” da
Amazonia, e nos ultimos anos a espécie perdeu pelo menos 35% da sua area de
ocorréncia (LARANJEIRAS e COHN-HAFT, 2009) (Figura 1).

Figura 1 — Area de ocorréncia da ararajuba (Guaruba guarouba) — S&o Paulo - 2013
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Area vermelha — ave extinta; a&rea amarela — ave residente
Fonte: BirdLife International 2012.

O nome guaruba deriva do tupi — Guara = passaro, yuba = amarelo (SICK,
2001). O psitacideo com um dos endemismos mais interessantes da avifauna
brasileira, Unico em seu colorido amarelo-dourado com penas de voo verdes
(ICMBIO, 2012), foi indicado como a melhor alternativa para ave nacional, por

possuir as cores da bandeira do pais, sendo capa do livro “Ornitologia Brasileira”
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(SICK, 2001) e também ave simbolo da Sociedade Brasileira de Ornitologia
(YAMASHITA, 2003).

Foi mencionado por Ferndo Cardim? na Bahia em fins do século XVI como
“ave preciosissima trazida do Maranh&o, de valor comercial correspondendo a dois
escravos”. A ararajuba constou também na colecdo de Alexandre Rodrigues

Ferreira®.

A populacéo é estimada em 1.000 a 2.500 individuos na natureza. Por ocorrer
em uma regido economicamente carente, sua captura € utilizada pela populagéo
local, composta por comunidades indigenas, como fonte de renda, como moeda de
troca e ainda para ornamentagdo (Figura 2) devido a sua bela e Unica coloracéo
(YAMASHITA, 2003; IUCN, 2011).

Figura 2 — indio do Parque Indigena do Xingu, usando cocar com penas de Ararajuba — S&o Paulo -
2012

Fonte: <http://www.flickr.com/photos/rodrigo_ono/2442086670/>. Acessado em 17/06/2012.

2 CARDIM, Ferndo Cardim. Tratados da terra e gente do Brasil. Introducéo e notas de Ana Maria de
Azevedo. Lisboa: Comissdo Nacional para as Comemora¢Bes dos Descobrimentos Portugueses,

1997.

® FERREIRA, Alexandre Rodrigues. Viagem Filosofica pelas Capitanias do Grdo Para, Rio Negro,

Mato Grosso e Cuiaba: 1783-1792 (2 vols.). Rio de Janeiro: Conselho Federal de Cultura, 1971.
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Esta na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas, na categoria Em Perigo de
Extincdo, e com tendéncia a reducdo devido a destruicdo e fragmentacdo de seu
habitat como resultado da exploracdo de sua regido de ocorréncia (extracao ilegal
de madeira) e ainda € considerada uma espécie muito desejada pelo trafico de
animais silvestres (IUCN, 2011). Atualmente é parte integrante de dois Planos de
Acado do Instituto Chico Mendes para Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) do
Ministério do Meio Ambiente, que identificam e orientam acdes de preservacao, o
Plano de Ac&o Nacional para Conservagao do Xingu e o Plano de Acao Nacional
para a Conservacao das Aves da Amazonia (ICMBIO, 2012).

A espécie foi descrita por Stotz et al. (1996), como altamente sensivel a
perturbacdes ambientais tendo prioridade em acdes de conservacao e necessidade
de pesquisa. Laranjeiras (2011) encontrou ninhos da espécie em arvores localizadas
em areas abertas nas proximidades da mata continua, e expostas a perturbacao
antrépica.

Segundo Silveira e Belmont (2005) a derrubada das arvores, utilizadas como
dormitério ou ninho pelos individuos da espécie, é o meio mais usual para obtencao
de ararajubas na regido, causando prejuizos para todas as outras espécies que

também dependem de cavidades naturais.

A ararajuba € um psitacideo do tamanho de um papagaio, mas com cauda
comprida (SICK, 2001). Sado aves que vivem comumente em grupos de 2 a 7
individuos (familias onde os filhotes — facilmente identificados pela coloracéo
esverdeada de suas penas - de até 1 ano acompanham os pais), sendo que ja foram
observados até trinta individuos no mesmo grupo, alojando-se e reproduzindo-se em
arvores altas e apresentam atitudes territorialistas quando da presenca de outras
aves. Alimentam-se de frutos inteiros, sementes, polpa, flores, broto, néctar e casca
de Murici (Byrsonima spp.) e Croton (Croton matourensis), principalmente
(YAMASHITA, 2003; LARANJEIRAS, 2011). Sua reproducdo geralmente ocorre
entre dezembro e abril, mas ja foi observada em outubro. Nos ninhos, é comum
observar varias fémeas contribuindo com cuidados de dois ou trés ovos. Ja houve
registro de até nove jovens em um ninho na natureza, e até quatorze em cativeiro
(IUCN, 2011).
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Em populacdes ameagadas, 0 manejo reprodutivo ex situ € uma importante
ferramenta de conservagcdo, uma vez que garante manutencdo de diversas

populacfes de animais, 0 que preserva a variabilidade genética das espécies.

Em cativeiro, a reproducdo da espécie ndo parece ser uma tarefa
complicada, e, aparentemente, vem sendo obtida desde 1939, quando um casal se
reproduziu em um criadouro particular no Sri Lanka (HILL* 1939 apud SILVEIRA;
BELMONTE, 2005, P. 93). Atualmente, ha alguns criadores no Brasil trabalhando
com a espécie — no estado de Sdo Paulo, criadores tém 13% de nascimento e 6%
de obitos (porcentagens em relagdo ao total de animais em cativeiro) (LEITE et al.,
2012). Infelizmente, inexistem estatisticas populacionais mais precisas.

Figura 3 — Casal de ararajubas (Guaruba guarouba) na Fundac&o Lymington — Juquitiba/SP - 2012

Fonte: Juliana A SiInhorini.

4 Hill, W. C. O. Breeding of the Queen of Bavaria’s Conure in captivity. Avicultural Magazine , p. 387
- 389, 1939.
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2.3 ENDOCRINOLOGIA REPRODUTIVA DE AVES

A sobrevivéncia em ambientes sazonais requer que os individuos ndo apenas
ajustem processos homeostaticos as condi¢cdes ambientais, como também garantam
que a reproducdo ocorra em uma €época do ano favoravel a sobrevivéncia dos
filhotes (WINGFIELD, 1980).

Segundo Pollock e Orosz (2002) fotoperiodo é a sinalizacdo ambiental mais
importante para atividade reprodutiva na maioria das aves, sendo especialmente
vital nas espécies que demonstram atividade reprodutiva sazonal (Assenmacher;
Boissin, 1972; DUNN et al., 2009). Outros fatores importantes sao temperatura,
precipitacdo, vocalizacdes, a presenca de material de nidificacdo e/ou a presenca de
um companheiro (LAUGHLIN, 2009). Alguns psitacideos (periquito-australiano,
calopsita, cacatuas) parecem especialmente sensiveis a fotoestimulacdo (MYERS et
al., 1989; CONSTANTINI et al., 2009).

O ciclo reprodutivo das aves pode ser dividido em trés estagios fisiologicos
distintos: sensibilidade, estimulacdo e refratariedade (MORAIS et al., 2012). Durante
a primeira fase, o cérebro é capaz de responder a estimulos ambientais
desencadeando comportamentos reprodutivos e, em seguida entra em uma fase de
fotorefratariedade, onde se torna incapaz de responder a estimulos. Esse € o

mecanismo pelo qual a reproducéo € limitada a uma época do ano. (LEWIS, 2009).

Assim como 0s mamiferos, as aves possuem 6rgaos que regulam o sistema
endocrino. Estes sdo dirigidos pelo hipotalamo, que atua de forma coordenada com
a glandula hipofise, compreendendo o eixo hipotadlamo-hipéfise-gbnadas (UBUKA,;
BENTLEY, 2011). Este eixo harmoniza o sistema endocrino e afeta todas as fases
do ciclo de vida. A organizacdo do eixo ocorre durante os periodos embrionarios e
perinatal, ativa-se durante a maturacdo sexual, coordena o pico da funcao
reprodutiva no adulto, e declinio da funcdo reprodutiva durante o envelhecimento.
Em cada uma destas fases, o eixo responde de uma forma especifica para cada
idade e espécie, por exemplo, aves territoriais podem apresentar comportamento
mais agressivo para proteger sua prole, enquanto outras se comportam escondendo
seus filhotes. Da mesma forma, filhotes de aves precoces tém um periodo curto de
cuidado parental. Estas disparidades sao importantes ao considerar diferentes
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tratamentos para incrementar a reproducdo das diversas espécies (OTTINGER et
al., 2007).

O hipotalamo integra sinais a partir do ambiente, gdnadas e corpo
sincronizando o desenvolvimento e maturacdo do sistema reprodutivo através da
ativacdo adequada e liberacdo do GnRH (hormonio liberador de gonadotrofinas) que
atua na hipofise (DUNN et al.,, 2009). Esta, por sua vez, libera LH (hormdnio
luteinizante) e FSH (hormdnio foliculo estimulante) que atuam sobre as gbnadas
promovendo atividade reprodutiva. Nas aves ndo se conhece ao certo a influencia
do GnRH na liberagdo do FSH, portanto alguns autores ndo consideram o termo
GnRH correto, usando o nome LHRH (horménio liberador de hormonio luteinizante)
(GOLDSMITH; FOLLETT, 1980; POLLOCK; OROSZ, 2002).

As galinhas possuem duas formas de GnRH (ou LHRH): GnRH-1 e GnRH-II. O
GNRH-II ndo parece ter acao direta sobre a glandula hipéfise em aves, e pode nao
estar envolvido na reproducdo (JOHNSON, 2000). Em outras espécies ja foi relatada
a presenca das duas formas de GnRH (CROSTA et al., 2003).

Além do GnRH, as hipotdlamo das aves também produz GnlH (horménio
ibibidor de gonadotrofinas). Este horménio, isolado do cérebro de codornas
(TSUTSUI et al., 2000) ja foi descrito também em algumas espécies de
passeriformes e galinha, parece inibir a hipdfise apenas durante certos periodos
antes da maturacdo sexual ou em resposta a estimulos estressores (DUNN et al.,
2009; UBUKA; BENTLEY, 2011).

Outro hormonio hipotalamico importante em aves é o VIP (peptideo intestinal
vasoativo) — inicialmente descoberto no intestino. O VIP atua na liberacdo de
prolactina pela hipdéfise anterior (UBUKA; BENTLEY, 2011).

A hipofise (ou pituitaria) estd intimamente conectada ao hipotalamo, e
localizada na base do cérebro. Possui duas partes: adenohipdfise (lobo anterior) e
neurohipdfise (lobo posterior). A primeira responsavel por secretar horménio
luteinizante (LH), hormdnio foliculo estimulante (FSH), tireotrofina (TSH), prolactina,
horménio de crescimento (GH) e horménio adrenocorticotréfico (ACTH). A

neurohipofise produz os hormdnios mesotocina e arginina vasopressina nos corpos
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celulares posicionados no hipotdlamo e transportados por axdnios modificados a
hipdfise posterior (STURKIE, 1965).

O LH estimula a esteroidogénese (POLLOCK; OROSZ, 2002), mas seu
principal papel € na inducdo da ovulacdo nas fémeas. Ele, junto com a prolactina
sdo os principais reguladores na atividade reprodutiva das aves (MORAIS et al.,
2012).

A prolactina atua inibindo sistematicamente a liberacdo de gonadotrofinas,
porém, também desempenha um papel estimulatério no desenvolvimento final dos
foliculos ovarianos e na postura de ovos (SHARP et al., 1998). Este hormdnio
também esta associado a regressdo gonadal induzida pelo desenvolvimento de
fotorefratariedade (LEWIS, 2009).

O FSH pode estimular a produgdo de horménios esteroides pelas células do
foliculo em desenvolvimento, particularmente dos foliculos menores (SCANES,
2000). Também promove maturacdo gonadal, desenvolvimento e selecao folicular e
controla a taxa de atresia folicular e a secrecdo de esteroides sexuais,
principalmente a progesterona pelas células da granulosa de foliculos preé-
hierdrquicos (JOHNSON, 2000). Nas fémeas, o pico de FSH ocorre 15 horas antes
da ovulacdo (JOHNSON, 2007).

O foliculo aviario difere do de mamiferos na medida em que contém a gema
com o oocito flutuando sob as membranas de vitelo (POLLOCK; OROSZ, 2002). As
células da granulosa sdo as principais fontes de progesterona e de pequenas
guantidades de androgénios, enquanto que as células da teca produzem
androgénios e estradiol. E importante salientar que as células da granulosa n&o
luteinizam, porque ndo existe a necessidade de formacdo de corpo Iuteo, uma
estrutura associada a prenhez (BAHR; JOHNSON, 1991).

Nas fémeas, de quatro a seis horas antes da ovulacdo ocorre um pico na
concentracdo plasmatica de LH e de progesterona. LH e progesterona tém uma
estreita relacdo e interacdo. Enquanto a progesterona aumenta naturalmente
durante a ovulacdo, uma injecdo de progesterona pode induzir um aumento pré-
ovulatorio de LH e promover ovulacdo prematura. Varios estudos indicam que a

progesterona induz o pico de LH pré-ovulatério, através de um feedback positivo no
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hipotalamo. Este pico de LH pré-ovulatorio provavelmente fornece um estimulo para
a vesicula germinal romper e para a ovulacdo subsequente (CROSTA et al., 2003).
A progesterona exerce um papel estimulando a producao de avidina, contracdo do

miomeétrio, e formagéo da casca do ovo (JOHNSON, 2000).

A testosterona e 0 estrogeno parecem ndo estar diretamente relacionados
com a inducdo da secrecdo de LH e da ovulagdo, porém o estrégeno, junto com a
progesterona, € necessario para estimular o hipotalamo e a hipoéfise. Os estrégenos
tém uma variedade de funcdes, que incluem a regulacdo do metabolismo de calcio
para formacdo da casca do ovo, inducdo da expressdo de receptores para
progesterona, sintese de proteinas, e controle de desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias. Nos machos, a testosterona € responsavel pela maturacéo
sexual e, junto com estrogeno, induz ossificacdo de ossos medulares, este também
estd envolvido com a espermatogénese (EL HALAWANI et al., 1986; JOHNSON,
2000).

Nos machos, LH e FSH promovem crescimento testicular e espermatogénese
(POLLOCK; OROSZ, 2002). A funcao testicular completa se deve a uma acao
combinada do FSH e da testosterona que € o principal regulador da secrec¢éo do LH,
atuando por meio de retroalimentacdo negativa, quando 0s niveis séricos de
andrégenos estdo elevados. O FSH atua estimulando as células de Sertoli, ao passo
gue o LH estimula as células de Leydig a produzirem testosterona. O efeito do FSH
sobre as células de Sertoli € potencializado pela testosterona produzida pelas
células de Leydig sob o estimulo do LH (JOHNSON, 2000; DEVICHE et al., 2011).

Os hormonios esteroides sexuais estdo envolvidos com o desenvolvimento e
a funcdo reprodutiva dos testiculos ao longo da vida do macho, sendo que a
expressao de receptores para esses horménios no testiculo é variavel de acordo
com a idade do animal (GONZALEZ-MORAN et al., 2008).

Apbs o periodo de reproducao, as aves entram no periodo de refratariedade,
quando as gbnadas regridem. A regressdo do ovario inicia durante os dias que
precedem a postura do ultimo ovo, devido a diminuicAo da secrecdo da
progesterona e aumento da secrecdo de prolactina (FRENCH, 2009; VLECK;
VLECK, 2011). Esta em alta na circulacdo, determina redugdo do GnRH
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hipotalamico e LH hipofisario através de feedback negativo, iniciando a época de
incubacédo de ovos (UBUKA; BENTLEY, 2011).

O hipotalamo também é responsavel pelo controle de respostas fisioldgicas
ao estresse. Estressores fisicos e psicologicos tém o potencial de ativar o eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (RETTENBACHER; PALME, 2009). Frente a esses
estimulos, o hipotalamo libera o hormoénio liberador de corticotropina (CRH), que
atua na hipofise. Esta, por sua vez, libera hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) na
corrente sanguinea que vai atuar na coértex da glandula adrenal desencadeando
secrecdo de hormonios glicocorticoides ligados ao estresse. Em aves, o principal
glicocorticoide produzido pela glandula adrenal é a corticosterona (CARSIA;
HARVEY, 2000).

Poucos estudos abordam os efeitos dos glicocorticoides sobre a reproducéo
nas aves. Sabe-se que entre populacbes, niveis maiores de estresse ambiental
causam menor taxa de fertilidade, porém dentro de uma mesma populacdo, a
analise dos individuos frente a diferentes estimulos em variadas épocas reprodutivas
sdo necessarios (BREUNER, 2011).

De acordo com a visao tradicional dos papéis da corticosterona nas aves,
deve existir um conflito durante a reproducéo, porque o aumento dos niveis desse
horménio se correlaciona com o aumento da demanda de criacdo de filhotes, mas
também tem sido associada ao abandono do ninho (LOVE et al., 2004). Romero
(2002) realizou um levantamento de artigos publicados envolvendo diferengas
sazonais nas concentracdes de glicocorticoides em diferentes vertebrados e, dentre
os trabalhos avaliados em aves, 72% mostraram diferencas com valores maiores de

glicocorticoides dentro da época reprodutiva.

O papel dos glicocorticoides durante a ovulacédo e oviposicdo nao é claro, ja
tendo sido relatados aumento da corticosterona plasmatica em espécies durante a
postura ou incubagdo e queda em outras espécies na mesma época (JOHNSON,
2000).

As aves sdo extremamente diversificadas em suas organizacbes sociais e
estratégias reprodutivas, incluindo aspectos relativos a época reprodutiva, formas de

acasalamento e variagdo dos niveis hormonais (SCANES, 2000). O levantamento de
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trabalhos publicados tras informacfes das inUmeras diferencas entre as espécies e
sexos (ROMERO, 2002), ou ainda dentro da mesma espécie e sexo, variagdes entre
as épocas do ano (ASTHEIMER et al., 1994).

Por exemplo, Wikelski et al. (2003) descreveram em seu estudo com
passeriformes neotropicais diferencas hormonais e em tamanho de gbnadas em
diferentes épocas do ano e em aves com diferentes sistemas de acasalamento
(testiculos maiores nas espécies poligamicas). Sockman e Schwabl (1999) relataram
niveis diferentes de progesterona em canarios (Serinus canarius) em épocas do ano
distintas. Nesta mesma espécie, foi descrito por Hurley et al. (2008) maiores niveis
de GnRH em aves expostas a maior quantidade de luz. Hirchenhauser et al. (1999)
relataram que em gansos (Anser anser), as concentragbes de andrdogenos,
progesterona e estrégenos variaram nas diferentes condi¢cdes sociais (pareado ou
nao pareado e com ou sem sucesso reprodutivo) dentro da mesma estacéo. Bluhm
et al. (1983) descreveram que 0s niveis séricos de horménio luteinizante (LH),
prolactina, estradiol e progesterona foram significativamente menores em pato-real
(Anas platyrhynchos) estressados sem filhotes comparados aos com filhotes. Foi
sugerido por Duyse et al. (2003 ) que em machos de chapim-real (Parus major) os
niveis de testosterona apresentam pico anual mais relacionado a territorialidade do
que a fertilidade do companheiro ou canto. Popp (2006) observou menor excrecéo
de corticOides durante o outono, com niveis igualmente elevados nas demais

estacdes para machos e fémeas de papagaio-de-cara-roxa (Amazona braziliensis).

Ha diferencas ainda, nas respostas adrenais a estimulos nas diferentes
espécies (DUSSEAU; MEIER, 1971; JOSEPH; MEIER, 1973; CARERE et al, 2003;
BALTIC, 2005; MORMEDE et al., 2007). Por exemplo, em galinhas a aplicagdo de
ACTH estimula resposta em 5 minutos, enquanto em perus ha um atraso de 30
minutos no aumento das concentracdes de glicocorticoides na corrente sanguinea
(CARSIA; HARVEY, 2000). Wasser et al. (2000) descreveram diferencas na
resposta a estimulo adrenal em desafio de ACTH, entre machos e fémeas,

destacando a época reprodutiva com valores maiores.

Devido a essa diversidade, muitas vezes é dificil determinar os fatores
ambientais que regulam a reproducdo nas aves. Comparadas com outros

vertebrados, a complexidade do ciclo reprodutivo, as diferencas em habitats onde se
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reproduzem indicam grande flexibilidade no controle endocrino da reproducéo
(BENTLEY et al., 2007). Esta € uma questado critica para aves em cativeiro que se
reproduzem em épocas determinadas do ano e desenvolvem condi¢cGes patoldgicas
associadas a inadequada ativagcdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
(OTTINGER et al., 2002).

Na ordem Psittaciformes, as informacfes disponiveis a respeito de
endocrinologia reprodutiva sdo escassas (LEE et al., 1999; MANS e TAYLOR,
2008), sendo que nao foram encontrados na literatura informacbes sobre a

endocrinologia reprodutiva da ararajuba.

2.4 METODOS NAO INVASIVOS

A quantificacdo de horménios via plasmatica fornece informacgfes valiosas
sobre as condi¢cdes endocrinas de um animal, porém podem ocorrer variacdes uma
vez que estas concentracdes também estéo sujeitas aos ritmos diario e anual. Além
disso, a colheita de sangue € uma situacdo estressante e pode, por si sO, causar
alterac6es hormonais (MOSTL et al., 2005).

O monitoramento pela mensuracdo das concentracdes de metabdlitos
urofecais de esterdides oferece uma alternativa para o estudo da atividade
endocrina de aves uma vez que € um meétodo ndo invasivo e nao estressante
(STALEY et al., 2007). Além disso, esta técnica apresenta outras vantagens como,
facilidade na obtencdo das amostras, possibilidade de colheitas subsequentes por
um longo periodo de tempo sem afetar o comportamento do animal estudado, e
também consolida as flutuacdes hormonais periddicas que ocorrem no sangue
(TOUMA; PALME, 2005).

Estudos demonstraram, em algumas espécies de aves, que a determinacao
de metabdlitos hormonais via analise de excretas é viavel para sexagem (BISHOP;
HALL, 1991, LEE et al., 1999; DIAS; OLIVEIRA, 2006), mensuracao da intensidade
do estresse (RETTENBACHER; PALME, 2009; HIEBERT et al., 2000) e também na
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avaliacdo da atividade gonadal (HIRSCHENHAUSER et al., 2000; STALEY et al.,
2007; COSTANTINI et al., 2009; PEREIRA, 2010).

Popp (2006) concluiu em seu trabalho com papagaio-de-cara-roxa (Amazona
brasiliensis) que a quantificacdo de glicocorticoides urofecais, pode ser utilizada
como ferramenta auxiliar na formagéo de casais para reprodugdo em cativeiro, com
base no perfil sazonal de excrecdo de glicocorticoides, definindo manejos e

alteracdes com o plantel.

A metabolizacdo hormonal ocorre em diferentes 6rgdos, com maior énfase no
figado e rins. Nas aves, fezes e urina sédo eliminadas juntas na forma de excretas e a
proporcao de cada um ndo é constante nas amostras. Isto pode aumentar a variacao
entre amostras, portanto € importante manter um protocolo de homogeneizacédo dos
excretas (PALME, 2005).

Alguns autores preconizam a liofilizagdo dos excretas como forma de
padronizacdo das amostras, uma vez que a concentracdo hormonal pode variar
conforme a presenca de agua e, no caso de excretas de aves, onde a proporcéo
entre fezes e urina ndo é estavel, elimina-se mais uma variavel que pode alterar os
resultados. (HIEBERT et al., 2000).

A dieta também é um fator importante a ser considerado. Segundo Klassing
(2005), a mensuracao de horménios em fezes requer uma apreciacdo da estratégia
nutricional de um animal, a fim de aperfeicoar protocolos de coleta, validar técnicas,
interpretar os resultados e minimizar a variabilidade de artefatos. Aves que se
alimentam de carne, néctar ou sementes, levam mais tempo para digerir os
alimentos aumentando a concentracdo de metabdlitos hormonais nas fezes (que
também sdo em menor quantidade), enquanto nas aves frugivoras, o tempo de

digestdo € menor e as fezes apresentam-se mais volumosas.

A escolha por métodos de mensuracdo nao invasiva para monitoracao de
hormonal em mamiferos e aves tem crescido substancialmente (DEHNHARD et al.,
2003). Mediante as diferencas consideraveis no metabolismo de esteroides, é
impossivel determinar qual metabdlito urofecal predomina e qual anticorpo utilizar
nas diferentes espécies (PALME et al., 1998), devido a isso as validacbes devem
ocorrer em cada espécie estudada (PALME et al., 2005; TOUMA; PALME, 2005).
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Os metabdlitos excretados podem se apresentar na forma livre ou conjugada
(sulfatos ou glucoronidos), com maior ou menor possibilidade de deteccdo pelo
anticorpo, sendo que em alguns casos sera necessario o tratamento prévio das
amostras efetuando-se solvdlise e/ou hidrélise. Cada horménio gera uma série de
metabdlitos com diferentes estruturas quimicas e com diferentes epitopos para
serem reconhecidos pelo anticorpo (PALME, 2005). Os imunoensaios para
dosagens tém que levar em conta a capacidade de um determinado anticorpo em
reconhecer estes metabdlitos em uma matriz urofecal (RETTENBACHER et al.,
2004). Touma e Palme (2005) também recomendam com énfase que sejam feitas
validacoes fisiologicas e biologicas, para cada espécie e até mesmo entre 0S sexos,

antes de qualquer tentativa de mensurar metabdlitos urofecais.

2.5 EXCRETAS

Na cloaca das aves ha a mistura das fezes e urina e sua eliminacdo da-se
simultaneamente, sob a forma de excretas, tornando-se muito dificil distinguir as
duas fracdes (GOYMANN, 2005). Em estudos envolvendo metabdlitos hormonais
em excretas, devem-se levar em conta as diferencas entre as duas por¢des ou fazer

a separacao.

De acordo com Rettenbacher et al. (2004), realizar a separagéo total das duas
fracbes € impossivel, pois sempre havera alguma contaminacdo das fezes pela
urina. Além de o processo tomar muito tempo, apenas uma pequena porc¢ao de urina

pode ser obtida.

Fujihara (2012) comparou dois grupos de papagaios-verdadeiros (Amazona
aestiva). Em um, realizou a separacéo dos excretas (somente fezes); e no segundo
grupo, utilizou excretas totais (fezes + urina) para mensurar a concentracdo de
metabdlitos de glicocorticoides. Como resultado, ndo observou assincronia entre 0s
perfis de excrecédo fecal e urofecal nos animais, e atribuiu o resultado ao fato das
fezes de psitacideos serem muitas vezes pastosas, tornando-se dificil a separagao

das duas porcoes.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi autorizado pelo SISBIO - Sistema de Autorizagcdo e
Informacdo em Biodiversidade, do Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade — ICMBio, sob nimero 344191-1.

Os experimentos foram conduzidos entre os meses de fevereiro e agosto de
2012, no Criadouro Cientifico para fins de Conservagdo Fundacdo Lymington,

localizado em Juquitiba/SP, Brasil (Anexo A).

Este periodo experimental teve o intuito de abranger as épocas com e sem
atividade reprodutiva no criadouro. Para determinar a época reprodutiva no local do
experimento, foi realizada uma andlise de dados da série historica da Fundacédo
Lymington, onde se averiguou que a época de postura de ovos da espécie ocorre
entre 0s meses de janeiro a marco, determinando o periodo de reproducédo da

espécie na Fundacéao.

Quanto a opcao por trabalhar com excretas, na figura 4 estdo demonstrados
trés padrOes de excretas de ararajuba, coletadas para esse estudo. Em todos, nota-
se que a separacao entre fezes e urina seria impraticavel. No primeiro padrao,
devido ao carater pastoso; no segundo, nota-se moderada quantidade de urina,
porém as fezes estdo contaminadas; no terceiro, quase nao ha urina, somente

algum urato é visto junto com as fezes.

Figura 4 — Padrdes de excretas de ararajuba (Guaruba guarouba) — Juquitiba/SP — 2012
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Fonte: Juliana A. Sinhorini
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3.1 AVES

Foram utilizadas 24 (vinte e quatro) ararajubas (Guaruba guarouba) adultas e
clinicamente saudaveis, pertencentes ao plantel do criadouro (Apéndice A).

O grupo experimental era formado por trés casais com histérico reprodutivo
bem sucedido (C1, C2 e C4) (o historico reprodutivo de ararajubas na Fundacgéo
Lymington encontra-se no Apéndice B), um casal (C3) formado por uma fémea
reprodutora e um macho adulto jovem, e 16 aves que nunca haviam sido pareadas,
portanto, sem historico de reproducao.

Ao final de um dos experimentos utilizando as aves ndo pareadas, um novo
casal (C5) foi formado e transferido para um dos viveiros de reproducéo. Este casal
realizou postura de ovos, e também teve amostras coletadas apds pareamento.

Os casais foram mantidos em viveiros de reproducédo com 2,5 metros de
altura e area de 1,5 m?, com caixa ninho de madeira suspensa (Figura 5). As outras
dezesseis aves, sendo oito machos e oito fémeas, foram mantidas em gaiolas de
aco inox com 1 metro de altura e 1 m? de area, sem caixa ninho (Figura 6), sendo
gue as gaiolas foram divididas pela metade havendo 1 individuo de cada sexo
ocupando cada metade.

Tanto os aviarios de reproducdo, como as gaiolas, tiveram o manejo diario de
limpeza/desinfeccdo e troca de alimentos/dgua duas vezes ao dia (manhd e
entardecer). Todas as aves possuiam agua ad libitum. A alimentacéo fornecida pela
manhé era composta de racdo comercial extrusada (Nutrépica®, Indaiatuba, SP),
semente de girassol pequena germinada, frutas, verduras e legumes variados e uma
fatia de espiga de milho verde (2 cm) para cada ave de trés a quatro vezes por
semana. Uma vez por semana eram adicionados mais alguns itens, descritos a
seguir: ovo cozido, gérmen de trigo e complexo proteico/vitaminico (Aminomix pet®,
Vetnil, Louveira, SP). A tarde as aves recebiam a mesma racdo comercial extrusada,
mistura de sementes para psitacideos (alpiste, paingo, niger, colza, arroz e aveia) e

frutas variadas.
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Figura 5 — Viveiros de reproducdo de ararajubas (Guaruba guarouba) pertencentes ao Criadouro
Fundacado Lymington — Juquitiba/SP - 2012

Fonte: arquivos Fundacédo Lymington.

Figuras 6 — Gaiolas de manutencdo de ararajubas (Guaruba guarouba) durante o periodo
experimental, pertencentes ao Criadouro Fundac¢do Lymington — Juquitiba/SP — 2013

Fonte: André Saidenberg.
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Durante o0 més de Fevereiro, 0os casais pareados foram acostumados ao
manejo necessario para a coleta das amostras. Os machos tiveram a ponta das
caudas cortadas para melhor identificacdo (Figura 7) e, os viveiros de reproducéo
foram preparados para os experimentos, através da colocac¢do de uma porta interna
de tela, que dividia o viveiro pela metade, para possibilitar a identificacdo da
procedéncia das amostras (machos ou fémeas). Esta ficava aberta, e era fechada
somente durante o periodo de coleta de amostras, deixando uma ave em cada
metade. Além disso, foi feita colocacédo de lona branca embaixo da grade do viveiro
para a coleta das fezes (Figura 8). Os animais ndo pareados, que foram mantidos
nas gaiolas individuais, fizeram o periodo de adaptacdo ao ambiente experimental
durante os meses de fevereiro e margo. As coletas das amostras nas gaiolas eram
feitas através da colocacao de jornal no fundo, este era trocado apds cada intervalo
de coleta.

Figura 7 — Fotografia mostrando macho (cauda cortada) e fémea de ararajuba (Guaruba guarouba),
separados para coleta de amostras — Juquitiba/SP — 2012

Fonte: Juliana A. Sinhorini.
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Figura 8 — Viveiros de reproducdo de ararajubas (Guaruba guarouba) preparado para coleta de
amostras, no criadouro Fundacdo Lymington — Juquitiba/SP — 2012

Fonte: Juliana A. Sinhorini.

O presente estudo foi dividido em 3 experimentos, a saber:

3.2 VALIDACAO FISIOLOGICA DOS ENSAIOS PARA MENSURAR
METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES EM EXCRETAS DE ARARAJUBA
(Guaruba guarouba) — DESAFIO DE ACTH

Este experimento foi realizado com 16 ararajubas, sendo oito machos e oito
fémeas, mantidos em gaiolas individuais, divididos em dois grupos (Gl — 3 casais e
Gll — 5casais), a saber: Gl recebeu tratamento com ACTH (Tetracosactideo,
Synacthen dep6t®, Novartis Pharma, Bruxelas) por via IM, na dose de 0,5 mg/kg
(HARVEY et al., 1980) e GIl foi grupo controle, sendo que nao passou por
tratamento algum e n&o teve contato visual ou auditivo com o GI, durante a
aplicacdo do ACTH. Com intervalo de 15 dias (descanso), os grupos foram
invertidos sendo que Gl foi controle e Gll recebeu tratamento com ACTH.
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Durante este experimento, foram coletados excretas das aves um dia antes
da aplicacdo do ACTH (-24h). No dia da aplicacao foi realizada uma colheita no
periodo entre 7 e 10 horas da manha (-2h), sendo entéo realizada a contencdo fisica
das aves e aplicacdo do ACTH e a partir deste momento, todas as amostras
produzidas no periodo de 24 horas foram coletadas, agrupadas em periodos de 2
horas (amostras +2h a +24h). Um dia ap0s o teste foi feita mais uma coleta no
periodo entre 7 e 10 da manha (+48h). (Figura 9).

Todos os excretas deste experimento foram colhidos em tubos plasticos,
identificados (Figura 10) e armazenados no freezer até o0 momento das extracdes.

Figura 9 — Delineamento do experimento da validagdo fisiolégica dos ensaios para mensurar

metabdlitos de glicocorticoides em excretas de ararajuba (Guaruba guarouba) — Desafio
de ACTH - S&o Paulo - 2013

+48 horas
* Coleta de excretas * Coleta de « Coleta de excretas
das 7-10h excretas 7-10h 7-10h

* Aplicagaodo

ACTH
¢ Coletas de

excretas 24 horas

J

Figura 10 — Tubos plasticos contendo amostras de excretas de ararajuba (Guaruba guarouba),
devidamente identificados — Juquitiba/SP - 2012

it [ 8

ol
Fonte: André Saidenberg
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3.3 DESCRICAO DA CONCENTRACAO DE METABOLITOS DE
GLICOCORTICOIDES, TESTOSTERONA, ESTROGENO E PROGESTERONA EM
EXCRETAS DE MACHOS E FEMEAS DE ARARAJUBAS (Guaruba guarouba), EM
DIFERENTES CATEGORIAS REPRODUTIVAS

Este experimento foi realizado com as aves pareadas com historico de
sucesso reprodutivo (4 casais — C1, C2, C3 e C4) e apresentou duas etapas, a
primeira durante os meses de fevereiro e marco e a segunda durante os meses de
julho e agosto, no ano de 2012.

Na primeira fase, o casal C4 estava realizando incubacéo de ovos.

Foram coletadas amostras de excretas diariamente, totalizando 30 dias, em
cada uma das etapas. Pela manha, os casais eram separados durante o periodo de
3 horas (7-10 horas) e todos os excretas deste periodo foram colhidos em tubos
plasticos, identificados (Figura 10) e armazenados no freezer até 0 momento das

extracoes.

Ao final do experimento do desafio de ACTH, um novo casal de ararajubas
(C5) foi formado e colocado em um viveiro de reproducdo. Durante a segunda fase
do periodo experimental, este casal comecou a apresentar comportamento

reprodutivo, com postura de cinco ovos.

Foi realizada coleta de amostras de excretas deste casal em dias aleatorios,
durante os quais ocorreram trés posturas. Devido ao fato de o viveiro onde estava
esse casal ndo estar preparado para as coletas, estas eram feitas sempre pela
manha.

No dia anterior, o ninho era fechado e, pela manha, ap6s a abertura do
mesmo, as coletas eram feitas no momento da defecacdo das primeiras fezes da
manhd, através da observacdo do casal (o reconhecimento do macho e da fémea

era feito através da visualizacdo de caracteristicas individuais).
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3.4 VALIDACAO FISIOLOGICA DOS ENSAIOS PARA MENSURAR
METABOLITOS DE TESTOSTERONA, ESTROGENO E PROGESTERONA EM
EXCRETAS DE ARARAJUBA (Guaruba guarouba) — DESAFIO DE GNRH

Neste experimento, realizado fora da época reprodutiva, 4 casais (C1, C2, C3
e C4) de ararajuba foram divididos em dois grupos (Gl — 2 casais e Gll — 2 casais), a
saber. Gl recebeu tratamento com andlogo de GnRH (Acetato de Buserelina,
Sincroforte®, Ourofino, Brasil) na dose de 10pg/kg (CONSTANTINI et al., 2009), por
via subcutanea, e o grupo GlI foi considerado controle, recebendo solugéo salina, no

mesmo volume ao Gl por via subcutanea.

Durante este experimento, foram coletados amostras 2 horas antes da
aplicacdo do GnRH / Sol. Salina, no periodo entre 7 e 10 da manha, sendo entéo
feita a aplicacéo e a partir deste momento, todas as amostras produzidas no periodo
de 24 horas foram coletadas. Pelo fato de as aves terem costume de dormir dentro
do ninho, a partir das 17 horas ndo houve coletas noturnas sendo que o ninho foi
mantido fechado durante a noite e reaberto as 5:00 da manha, quando entdo eram

retomadas as coletas até completar as 24 horas (Figura 11).

Todos os excretas deste experimento foram colhidos em tubos plasticos,
identificados (Figura 10) e armazenados no freezer até o0 momento das extracoes.

Figura 11 — Delineamento do experimento da validacéo fisiolégica dos ensaios para mensurar
metabdlitos de testosterona, estr6geno e progesterona em excretas de ararajuba
(Guaruba guarouba) — Desafio de GnRH — S&o Paulo - 2013

 Coleta de * Aplicagaodo * Coleta de o Aves e Coleta de
excretas (-2h) GnRH ou Sol. excretas (+2h dentro do excretas
Salina a +6h) ninho (+19ha
+24h)
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3.5 EXTRACAO FECAL E DOSAGEM DOS METABOLITOS

Os excretas homogeneizados foram liofilizados, pesados na quantidade de

0,2 gramas e transferidos para tubos de ensaio devidamente identificados.

A extracdo dos metabdlitos hormonais presentes nos excretas foi realizada
segundo técnica descrita em Palme (2005), através da homogeneizacdo de 0,2
gramas da amostra em 5 ml de solucédo de metanol 80%, seguida de centrifugacao e
colheita de 1 ml do sobrenadante em tubos plasticos para evaporacgéo. Estes, depois
de realizada a evaporacdo em camara com fluxo de ar comprimido, continham o

extrato dos esteroides presentes na amostra.

A opcao por esta técnica se deu em decorréncia da necessidade de que o
processo de extracdo fosse o mais simples possivel, j& que como afirmado no
mesmo trabalho, etapas adicionais no processo aumentam a variagcdo das

concentracfes determinadas; além de este método ter alta taxa de recuperacao.

ApoOs a extracdo, os tubos secos contendo os metabdlitos foram enviados
para o0 Laboratério de Bioquimica do Departamento de Ciéncias
Biomédicas/Bioquimica da Universidade de Medicina Veterinaria de Viena, Austria,

onde foram mensurados sob a supervisao do Prof. Dr. Rupert Palme.

As concentracdes dos metabdlitos hormonais foram quantificadas pela
metodologia de enzimaimunoensaio baseando-se nos procedimentos descritos por
Palme; Mostl (1994); Palme; Mostl (1997); Mostl; Palme (2002); e Mostl et al. (2005).

O ensaio imunoenzimatico € um ensaio competitivo que tem como principio,
de forma resumida, a deteccdo dos metabdlitos dos esterdides através da sua
ligacdo com anticorpos grupo-especificos previamente aderidos a microplacas de
polietireno. Foram utilizadas microplacas com 96 pocos (MaxiSorp, Nunc, Rochester,
NY, EUA).

Utilizamos os anticorpos 4-pregnene-17a,21-diol-3,11,20-trione-21- hs:BSA
para mensurar metabolitos de corticosterona (RETTENBACHER et al., 2004); 583-

pregnane-3a-ol-20-one 3HS: BSA para mensurar metabolitos de progesterona
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(SCHWARZENBERGER et al.,, 1996); 17B-oestradiol-17-HS: BSA para mensurar
metabdlitos de estrogeno e 5a-androstane-3a-ol-17-one-HS:BSA para mensurar
metabalitos de testosterona (PALME; MOSTL, 1993).

As microplacas foram preparadas com uma solu¢do de 50 pg de proteina A
(Sigma P-7837) dissolvidas em 25 ml de solucdo tampéo (Na2CO3:1,59¢/L;
NaHCO3: 2,93g/l;pH 9,6) marcadas com o anticorpo diluido em solucdo de
marcacado (Na2C03:1,59¢/L; NaHCO3: 2,93¢g/l;pH 9,6) e incubadas a 4°C por 16
horas. Apds este periodo, as placas foram submetidas a um ciclo de trés lavagens
com solucéo de lavagem (NacCl: 87,66g/L; Tween — 20:0,5 %).

Os extratos secos, apos resuspensao, foram conjugados com enzima (HRP:
horseradishperoxidase) e diluidos em solucdo tampdo (NaH2PO4.H20: 5,421
g/L;Na2HPO4: 8,662 g/L;NaCl: 8,7 g/L; Albumina sérica bovina: 1,0 g/L; pH 7,0).
Posteriormente foram pipetadas, sendo as placas seladas e incubadas por 2 horas
em temperatura ambiente. Apos a incubacdo, as placas foram lavadas, secas e
receberam o substrato cromogeno. A reacdo cromogena sera parada com solucao
Stop (H2S0O4 96%: 10%). A densidade otica foi medida em espectofotbmetro
MultiPROBE® (Packard), sendo que todas as amostras foram dosadas em

duplicatas.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas as analises estatisticas descritivas com o célculo de média
e desvio-padrdo, para as concentracbes encontradas de todos os metabolitos

hormonais de cada animal.

Foram considerados validados os ensaios onde foi possivel caracterizar a
existéncia de um pico apos aplicacdo do horménio GnRH (picos de estrogeno,

testosterona e progesterona) ou ACTH (picos de corticosterona).
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Foram considerados picos, os valores que ultrapassaram a média das
concentracfes de cada hormonio obtidas de todas as amostras, acrescidas de um e

meio desvios padréo.

Também foram comparadas as médias obtidas para cada variavel hormonal
em todas as categorias reprodutivas. Os dados obtidos foram testados quanto a
normalidade de distribuicdo e homogeneidade de variancias através do teste de

Kolmogorov-Smirnov e o teste de Barlett.

Caso os dados fossem considerados normais e homogéneos, era utilizado o
teste One Way ANOVA, seguido do pés-teste Tukey (p < 0,05).

Caso nao houvesse normalidade e homogeneidade de variancias, os dados
eram transformados (logaritmo na base 10 ou raiz quadrada de X) e, se a
transformacao néo fosse suficiente, eram utilizadas analises ndo paramétricas, como
o Kruskal-Wallis (ANOVA néo paramétrica) seguido de teste de Dunn (p < 0,05) ou
Mann Whitney (p < 0,05).

Para avaliar a existéncia de correlacédo entre as concentracdes de estrogeno,
progesterona e corticosterona; e testosterona e corticosterona, no desafio de GnRH,

foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (p < 0,05).

As analises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad InStat
versdo 3.01, 32bit para Windows® 95.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de coleta de amostras dentro da época reprodutiva,
nenhum dos casais realizou postura, ou seja, ndo houve atividade reprodutiva

esperada no delineamento experimental.

Quinze dias antes do inicio das coletas dentro da época reprodutiva, houve
postura de trés ovos pelo casal C4, que os incubou até o 12° dia do periodo
experimental. Os filhotes foram retirados do ninho no dia do nascimento, pois este
casal apresentava histérico de perda de filhotes.

Fora da época reprodutiva, um casal de ararajubas (C5) que nao fazia parte
do grupo experimental, por ser formado por individuos jovens sem histérico de
sucesso reprodutivo, apresentou postura de cinco ovos. Amostras de excretas deste
casal foram coletadas em dias aleatérios fora da época reprodutiva, durante os
quais, ocorreram posturas. As variacbes das concentracbes de metabdlitos de
glicocorticoides, testosterona, estrégeno e progesterona deste casal durante postura
nao puderam ser determinados, pois as coletas foram realizadas sem sequéncia de
dias, como mostra a tabela 1. Além disso, ndo houve coletas antes das posturas e
nado ha dados exatos das duas ultimas posturas. Devido a isso, foi feita analise

apenas das médias das concentracgdes.

Em funcdo dos eventos acima mencionados optou-se por discutir 0s
resultados de cada metabdlito nas diferentes abordagens, a saber: metabdlitos de
glicocorticoides, metabdlitos de testosterona, metabdlitos de estrogeno e metabolitos
de progesterona. agrupados por categorias de atividade reprodutiva (Sem atividade

reprodutiva - SR, Atividade de Incubacéo - | e Atividade de Postura - P).

Os resultados das variagbes das concentracdes de metabdlitos de
glicocorticoides, testosterona, estrégeno e progesterona no casal C4, antes e apoés a

retirada dos ovos do ninho também sdo apresentados, separadamente.
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Tabela 1 — Sequéncia de coleta de amostras em casal de ararajuba (Guaruba guarouba),

durante postura fora da época reprodutiva — Sao Paulo — 2013

Data Evento casal C5

30/jul Ovo 1
09/ago Ovo 2
11/ago Ovo 3 + amostras
12/ago Amostras
13/ago Amostras
17/ago Ovo 4*
18/ago Amostras
19/ago Amostras
20/ago Amostras
24/ago Ovo 5*
25/ago Amostras
26/ago Amostras

*Data da visualizacdo de ovos no ninho.

4.1 VALIDAQAO FISIOLOGICA DOS ENSAIOS PARA MENSURAR
METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES (GC) EM EXCRETAS DE ARARAJUBA
(Guaruba guarouba) — DESAFIO DE ACTH

Neste experimento foram coletadas 387 (trezentas e oitenta e sete) amostras

de excretas de 16 ararajubas (8 machos e 8 fémeas).

Foi observado polidria e arrancamento de penas em todas as aves no grupo
tratado, apos a aplicacdo do ACTH. A normalizacdo da politria e o fim do
arrancamento de penas foram observados respectivamente entre 15 a 20 horas e
dois dias apdés a aplicacdo. Trés aves (LYM 043, LYM 059, e LYM 037)

apresentaram fezes enegrecidas entre 6 a 20 horas apos aplicagdo do ACTH.

O estimulador mais eficaz da secrecdo de GC em aves € 0 ACTH (CARSIA;
HARVEY, 2000). Em vertebrados, a administracdo de ACTH simula a resposta
natural da adrenal a estimulos estressores, causando um rapido aumento na
concentracdo de GC (cortisol ou corticosterona) circulantes em poucas horas

(WASSER et al.,, 2000). O mesmo padrao ocorre nas fezes, com o inicio dos
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aumentos ocorrendo um pouco atrasados, de acordo com o padréo de excrecédo dos

metabdlitos em cada espécie (PALME et al., 1998).

O meétodo ndo invasivo de mensuracdo de metabdlitos de GC pbde ser
considerado validado fisiologicamente na espécie ararajuba (Guaruba guarouba),
pois a aplicacdo de ACTH foi capaz de induzir a ocorréncia de picos de
concentracdo de metabdlitos de GC, com valores até vinte vezes maiores do que as

concentracdes basais (Grafico 1).

Gréfico 1 — Variagcdo das médias e desvios-padrao das concentracdes de metabdlitos de
glicocorticoides em excretas de ararajubas (Guaruba guarouba), durante desafio de
ACTH - Séo Paulo/SP - 2013
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Ao avaliar o perfil das concentracdes de metabdlitos de GC nos excretas dos
animais do grupo controle, observa-se que nao houve picos e sugere-se variagoes
circadianas, com diferencas estatisticas (p < 0,05) entre os periodos manha (7-13
hs), tarde (13-17 hs) e noite (17-6 hs) (Grafico 2). O periodo da tarde foi o que
apresentou excretas com maiores concentracoes de metabolitos de GC, sendo que

0 pico de excrecédo ocorreu entre 15 e 17 horas (Grafico 3).
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Grafico 2 —

Concentragdo de metabdlitos de
glicocorticoides em excretas secas (x102 ng/g)
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Médias e desvios-padrao das concentracBes de metabdlitos de glicocorticoides em
excretas de ararajubas (Guaruba guarouba), coletados durante 24 horas, agrupados
nos periodos manha, tarde e noite — S&o Paulo/SP - 2013
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Grafico 3 — Variagdo das médias e desvios-padrdo das concentracbes de metabdlitos de
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Ao analisar estes resultados, deve-se atentar para o fato de que ha um atraso
no aparecimento do aumento das concentragcdes nos excretas, em relacdo aos
valores plasmaticos, lembrando que houve uma diferenca de 6 horas entre a

aplicacao e o pico de ACTH.

Estes resultados diferem daqueles encontrados por Fujihara (2012), que
observou maiores concentracbes de GC em excretas de papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva), pela manha. Porém, em outros estudos realizados em diferentes
espécies de passaros, pombos e aves domésticas (galinha e codorna) (DUSSEAU,;
MEIER, 1971; JOSEPH; MEIER, 1973; CARERE et al, 2003; MORMEDE et al.,
2007) os autores encontraram maiores concentracdes durante as horas do dia com

menor intensidade de luz (entardecer, noite e amanhecer).

Essas diferencas podem ter relagdo com fatores externos, como por exemplo,
fotoperiodo (MORMEDE et al., 2007). J&, Assenmacher e Boissin (1972) relataram
que apesar de o fotoperiodo ser o fator predominante na regulacao enddcrina, o
padrao circadiano de circulacdo de corticosterona em aves permaneceu inalterado

em diferentes fotoperiodos.

Quando se estuda excrecdo de GC, deve-se levar em conta a forma de
obtencdo das amostras. Em quase totalidade dos estudos, as amostras foram
coletadas através de puncao venosa, causando estresse nos animais (HARVEY et
al., 1980) e dando informagdes pontuais do perfil enddcrino (PALME et al., 2005). E
importante ressaltar que neste experimento, os animais ndo foram contidos ou
sofreram qualquer tipo de alteracdo de manejo durante as coletas das amostras, e
ele foi realizado durante os meses de abril e maio. Sugere-se realizacdo de mais
estudos com a espécie durante as diferentes épocas do ano, mantendo o0 mesmo
padrdo de coletas de amostras a fim de verificar se ha influécias sazonais na
liberacdo de metabdlitos de GC na ararajuba, como o encontrado por Astheimer et

al. (1994), em pardal-branco-coroado (Zonotrichia lecophrys).

Apesar deste estudo ndo incluir observacbes comportamentais, 0
arrancamento de penas foi um comportamento evidente em todas as aves do grupo
tratado. Owen e Lane (2011) verificaram em seu estudo comparando papagaios-

cinza-africanos (Psittacus erithacus), que os niveis de corticosterona em animais que
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apresentavam automutilagdo eram quatro vezes maiores, comparados com aves

gue ndo apresentavam o comportamento de automutilacéo.

A ararajuba € uma das espécies que mais comumente apresenta alteracdes
comportamentais ligadas a automutilacdo (LENNOX; HARRISSON, 2006), sugerindo
que a aplicacdo do ACTH, e o consequente estimulo adrenal causado por esta deve
ter sido suficiente para desencadear uma reacdo do tipo estresse nas aves,
responsavel pelo comportamento de automutilacdo, cessado apdés o estimulo e
retorno dos valores de metabdlitos de GC aos niveis basais, “apesar de este
comportamento estar relacionado com estresse cronico” (P1IZZUTO?, 2013).

No grupo ACTH, foram detectados aumentos nas concentracbes de
metabdlitos de GC entre uma a trés horas, com picos individuais de excrecao entre 4
a 8 horas e 11 a 15 horas ap0s aplicacdo do ACTH. Baseados no critério de média
mais um e meio desvios-padrdo, quando se analisa os graficos individuais, fica
evidente, apesar de encontrarmos na maioria deles apenas um pico, a existéncia de
dois aumentos de concentracdo de metabdlitos de GC significativos, em alguns
casos de até 12 vezes as concentra¢des basais. Tanto é que quando observamos o
grafico 1, com as médias das concentragbes do grupo, ficou claramente evidenciada

a existéncia de dois picos.

A presenca de dois picos apos desafio com ACTH também foi verificado por
Wasser et al. (2000), em corujas. Em mamiferos, que excretam urina e fezes
separadamente, o aumento nas concentracfes de metabdlitos de GC aparece
primeiro na urina (RETTENBACHER et al., 2004). Nas aves, devido a excrecao de
fezes e urina acontecer simultaneamente, € esperado encontrar dois picos de
metabdlitos de GC, o primeiro refletindo predominantemente os valores urinarios e o
segundo refletindo em maior proporgéo os valores fecais (MOSTL et al., 2005) mais
tardios em relacdo ao primeiro devido ao tempo de passagem intestinal
(RETTENBACHER et al., 2004;).

® Informacao fornecida por Cristiane Schilbach Pizzuto, em 2013.
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Foi observado declinio das concentra¢cbées, com normalizacdo dos valores

apos 23 horas, demonstrados nos gréaficos 4 a 19.

Gréfico 4 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea Al,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — S&o Paulo/SP - 2013
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Gréfico 5 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea A2,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — Sao Paulo/SP - 2013
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Gréfico

Concentragdo de metabdlitos de

Gréfico

Concentragdo de metabdlitos de

6 — Variagdo das concentracdes de metabolitos de glicocorticoides em excretas da fémea A3,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — S&o Paulo/SP — 2013
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7 — Variacao das concentragfes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho A4,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — Sao Paulo/SP - 2013
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Gréfico

Concentragdo de metabdlitos de
glicocorticoides em excretas secas (x102 ng/g)

Gréfico
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8 — Variacao das concentragc6es de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho A5,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — S&o Paulo/SP - 2013
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9 — Variacao das concentrag6es de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho A6,
durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — S&o Paulo/SP - 2013
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Gréfico

Concentragdo de metabdlitos de
glicocorticoides em excretas secas (x102 ng/g)
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11 — Variacdo das concentragfes de metabolitos de glicocorticoides em excretas da fémea
B3, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
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Gréfico 12 — Variagdo das concentracdes de metabolitos de glicocorticoides em excretas do macho
B4, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
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13 — Variagdo das concentracdes de metabolitos de glicocorticoides em excretas do macho
B6, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao

grupo controle — Sao Paulo/SP - 2013
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Gréfico 14 — Variagao das concentracGes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C1, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — Sdo Paulo/SP - 2013
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15 — Variacao das concentracfes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C2, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — Sao Paulo/SP - 2013
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Gréfico 16 — Variagao das concentracfes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C3, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — Sdo Paulo/SP - 2013
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17 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho
C4, durante desafio de ACTH, quando pertenceu ao grupo ACTH e quando pertenceu ao
grupo controle — S&o Paulo/SP - 2013
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Graéfico 18 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho
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Grafico 19 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas do macho
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Quando analisados, os valores mostram que nao houve diferenca estatistica
(p>0,05) nas médias das concentracbes de metabolitos de GC entre machos e
fémeas, quando comparadas, tanto no grupo ACTH como no grupo controle (Gréfico
20). Este resultado, difere do relatado por Astheimer et al. (1994) que encontraram
diferencas na resposta a estimulacdo adrenal entre machos e fémeas durante a
época reprodutiva, ndo observando o mesmo resultado quando o teste foi feito fora
da época reprodutiva, confirmando novamente que ha desigualdade de excrecao de

metabdlitos entre as épocas do ano.

Grafico 20 — Médias e desvios-padrdo das concentragGes de metabdlitos de glicocorticoides em 8
machos e 8 fémeas de ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de ACTH — Séo
Paulo/SP - 2013

Concentragdo de metabdlitos de
glicocorticoides em excretas secas (x102 ng/g)

Controle Controle

Letras diferentes sobrescritas indicam diferencas estatisticas entre as médias
(p <0,0001). Total de machos - 8 aves; Total de fémeas - 8 aves.
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4.2 DESCRICAO DAS CONCENTRACOES DE METABOLITOS DE
GLICOCORTICOIDES (GC) EM EXCRETAS DE MACHOS E FEMEAS DE
ARARAJUBAS (Guaruba guarouba), ENTRE AS DIFERENTES CATEGORIAS DE
ATIVIDADES REPRODUTIVAS

Foram coletadas 480 (quatrocentas e oitenta) amostras de excretas de cinco
casais de ararajubas (C1, C2, C3, C4 e C5). Os casais C1, C2 e C3 tiveram
amostras coletadas durante periodo sem atividade reprodutiva, o casal C4 teve
excretas coletados durante dois periodos, sendo um sem atividade reprodutiva e
outro com atividade de incubacdo de ovos, o casal C5 teve amostras coletadas

durante periodo de postura.

Os graficos 21 e 22 mostram que nao houve diferencas estatisticas (p > 0,05)
nas concentracdes de metabdlitos de GC entre as diferentes categorias reprodutivas
(SR, I e P) nas fémeas e nos machos.

Gréafico 21 - Médias e desvios-padrédo das concentracBes de metabdlitos de glicocorticoides em
excretas de fémeas de Ararajuba (Guaruba guarouba), em diferentes categorias
reprodutivas — Sao Paulo — 2013
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Letras sobrescritas iguais indicam que nao houve diferencas estatisticas entre as
médias (p = 0,07).
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Gréafico 22 - Médias e desvios-padrédo das concentracBes de metabdlitos de glicocorticoides em
excretas de machos de Ararajuba (Guaruba guarouba), em diferentes categorias
reprodutivas — Sao Paulo — 2013
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Letras sobrescritas iguais indicam que nao houve diferencgas estatisticas entre as
médias (p > 0,05).

Romero (2002) relatou concentracdes maiores de metabolitos de GC dentro
da época reprodutiva, associados ao comportamento de corte e defesa de territério
nos machos; outros autores associaram esse aumento com a demanda de criacao
de filhotes, havendo diferencas entre machos e fémeas em diferentes sistemas de
acasalamento (LOVE et al., 2004).

De maneira geral, as populagdes com concentracdes de GC elevadas tendem
a ter sucesso reprodutivo menor e menor sobrevida (BREUNER, 2011).

Breuner (2011) observou, apos desafio de ACTH, maiores valores de
metabdlitos de glicocorticoides em machos, dentro da época reprodutiva, o que
poderia estar relacionado ao comportamento de defesa territorial. O mesmo autor
relacionou que durante incubacdo e cuidados com filhotes, niveis maiores de
glicocorticoides estdo associados a insucesso reprodutivo. Em gansos, as
concentracfes de GC em excretas diferiu nas diferentes etapas reprodutivas, tendo
a fase de pré-postura e postura com aumentos nos metabdlitos de GC dos machos,
gue declinam quando a fémea inicia a incubacéo (HIRSCHENHAUSER et al., 2000)

Inimeras varidveis (temperatura, luminosidade, oferta de alimento,
pareamento) podem causar estresse e, consequentemente alteracdes na secrecao

de GC. Em cativeiro algumas destas variaveis podem ser controladas e mantidas
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constantes ao longo do ano, o que poderia representar uma reducéo das condi¢coes
de estresse e ganho no bem-estar animal e, como consequéncia, maior
possibilidade de sucesso reprodutivo.

Durante o0 ano em que 0 experimento ocorreu, ndo observamos atividade
reprodutiva, com excecado dos casais C4 e C5 (este ultimo, inesperado) e todas as
aves estdo no local hd pelo menos 8 anos, ou sdo nascidas 14, em condi¢cdes
homogéneas, ndo havendo variagéo da oferta de alimentos e nem competicao entre
machos para formacgéo de casais, 0 que potencialmente pode estar relacionado aos
resultados encontrados.

Destaca-se também que a grande diferenga do numero de amostras em cada
categoria reprodutiva dificulta uma comparacao direta entre elas.

Quando comparadas as médias entre os sexos, ha diferencas estatisticas
significativas (p < 0,05), com machos apresentando sempre valores maiores em

relacdo as fémeas (Gréfico 23), com excecao da época de postura.

Grafico 23 - Médias e desvios-padrdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em
excretas de fémeas e machos de Ararajuba (Guaruba guarouba), em diferentes
categorias reprodutivas — Sao Paulo - 2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas entre as médias
(p <0,05), dentro da mesma categoria reprodutiva.
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Alguma diferenca entre sexos era esperada, uma vez que Touma et al. (2003)
encontraram diferencas entre 0s sexos nha excrecdo de metabdlitos de
corticosteroides em ratos; Rettenbacher et al. (2004) e Béltic et al. (2005) relataram
diferencas sexuais no metabolismo dos corticosteroides em galinhas e galos

domésticos, respectivamente, sempre apontando valores maiores nos machos.

De acordo com Wasser et al. (2000), as diferencas entre sexos s&o previstas
e documentadas, porém ha interferéncia da época em que os estudos foram

realizados.

421 DESCRICAO DAS VARIACOES DE METABOLITOS DE
GLICOCORTICOIDES (GC) EM EXCRETAS DE MACHO E FEMEA DE
ARARAJUBA (Guaruba guarouba), COM E SEM OVOS NO NINHO

Como dito anteriormente, o casal C4 realizou postura e incubacdo de 3 ovos.
Durante o periodo experimental, houve a incubacdo dos ovos até o 12° dia, quando

estes foram retirados do ninho (final do periodo de incubacao).

Quando houve a retirada dos ovos do ninho, houve picos de concentracédo de
metabdlitos de GC na fémea (dias 18 e 30) e no macho (dias 17 e 20), evidenciados

no grafico 24.

Os picos surgiram apés cinco dias da retirada dos ovos 0 que sugere nao

haver correlacao entre os dois eventos.

Como observado no desafio do ACTH, o estimulo estressor demorou 6 horas
para provocar o pico de concentracdo de metabdlitos de GC, no entanto a retirada
dos ovos deve ter causado estimulo suficiente para provocar alguma reacdo na

adrenal, de forma mais tardia.
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Grafico 24 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas de macho e
fémea de Ararajuba (Guaruba guarouba), com e sem ovos no ninho — Sao Paulo - 2013
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4.3 VALIDACAO FISIOLOGICA DOS ENSAIOS PARA MENSURAR
METABOLITOS DE TESTOSTERONA EM EXCRETAS DE MACHOS DE
ARARAJUBAS (Guaruba guarouba) — DESAFIO DE GNRH, E DESCRICAO DAS
CONCENTRACOES DE METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES (GC) DURANTE
ESTE EXPERIMENTO

Foram coletadas 35 (trinta e cinco) amostras de excretas de 4 machos
durante desafio com GnRH (C1, C2, C3 e C4).

Os gréficos individuais mostram que houve picos nos animais tratados 4
horas apés aplicacdo de GnRH (Graficos 25 a 28).

O método nao invasivo de mensuracdo de metabdlitos de testosterona pbde
ser considerado validado fisiologicamente na espécie ararajuba (Guaruba
guarouba), pois a aplicacdo de GnRH foi capaz de induzir a ocorréncia de picos de
concentragdo de metabolitos de testosterona, com valores até cinco vezes maiores

do que as concentragdes basais.
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Como forma de avaliar em que medida a aplicagcdo do medicamento induziu
resposta de aumento de metabdlitos de GC, foi realizada a mensuracao destes e 0s
resultados também estdo apresentados nos graficos individuais (Graficos 25 a 28).

Nos animais tratados, houve pico de excre¢cdo de metabdlitos de GC
possivelmente relacionado com a aplicacdo do GnRH, apdés 4 a 6 horas. Esses
resultados sugerem que exista alguma acado do GnRH sobre a adrenal estimulando
producdo de metabdlitos de GC, uma vez que no grupo controle apenas a injecao

salina ndo produziu qualquer pico.

Gréfico 25 — Variacdo das concentragbes de metabdlitos de glicocorticoides e testosterona em
excretas do macho C2 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH
(animal tratado) — S&o Paulo - 2013
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Gréafico 26 — Variacdo das concentragfes de metabdlitos de glicocorticoides e testosterona em
excretas do macho C4 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH
(animal tratado) — S&o0 Paulo - 2013.
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Grafico 27 — Variacdo das concentracbes de metabdlitos de glicocorticoides e testosterona em
excretas do macho C1 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH
(animal controle) — Sao Paulo - 2013
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Gréfico 28 — Variacdo das concentragbes de metabdlitos de glicocorticoides e testosterona em
excretas do macho C3 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH
(animal controle) — Sao Paulo - 2013
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4.4 DESCRICAO DAS CONCENTRACOES DE METABOLITOS DE
TESTOSTERONA EM EXCRETAS DE MACHOS DE ARARAJUBAS (Guaruba
guarouba), ENTRE AS DIFERENTES CATEGORIAS DE ATIVIDADES
REPRODUTIVAS

Foram coletadas 243 (duzentas e quarenta e trés) amostras de excretas de
cinco machos de ararajubas (C1, C2, C3, C4 e C5), sendo que os machos C1, C2 e
C3 encontravam-se em periodo sem atividade reprodutiva; o macho C4 teve
amostras coletadas durante dois periodos, sem atividade reprodutiva e em

incubacéo; e o macho C5 teve amostras coletadas durante periodo de postura.

Com relacdo aos metabolitos de testosterona, ndo houve diferengas
significantes quando comparadas as médias das concentracdes nas categorias sem

atividade reprodutiva e com atividade de incubacdo de ovos; as concentracoes
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foram estatisticamente maiores somente na categoria postura, conforme

demonstrado no grafico 29.

Gréfico 29 - Médias e desvios-padrédo das concentragfes de metabolitos de testosterona em excretas
de machos de Ararajubas (Guaruba guarouba), em diferentes categorias reprodutivas —
S&o Paulo — 2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas entre as médias
(p <0,05), dentro da mesma categoria reprodutiva.

A hipotese que poderia explicar esses resultados € que no periodo de
incubacdo e/ou com filhotes ocorre aumento das concentracfes de prolactina para
facilitar a expressdo do comportamento parental e as concentracbes de
testosterona, consequentemente séo reduzidas (DEVICHE et al., 2011). Bentley et
al. (2007) afirmaram que niveis elevados de testosterona afetam negativamente o
comportamento parental.

No final do periodo reprodutivo, os testiculos comeg¢am a diminuir, mantendo-
se assim até o inicio da proxima estacdo (MORAIS, 2012). Durante o periodo de
postura, a testosterona estimula a manifestacdo de comportamentos sexuais
(DEVICHE et al.,, 2011; UBUKA; BENTLEY, 2011), ocorrem as coOpulas, o que
explicaria a alta concentragdo de metabdlitos de testosterona encontrada no macho

na época de postura.
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4.4.1 DESCRICAO DAS VARIACOES NAS CONCENTRACOES DE
METABOLITOS DE TESTOSTERONA EM EXCRETAS DE MACHO DE
ARARAJUBA (Guaruba guarouba), COM E SEM OVOS NO NINHO

A variagdo nas concentragfes de metabdlitos de testosterona no macho C4,
enquanto ele estava em periodo de incubacao e apds a retirada dos ovos do ninho,
estad demonstrada no grafico 30.

Nele, pode-se observar que a retirada dos ovos do ninho ndo provocou
alteracbes significativas (p = 0,19) nas concentracdes dos metabdlitos de
testosterona. Esses dados confirmam as observacdes anteriores, de que no final do
periodo de incubacédo, e ndo havendo estimulo para nova postura, as gbnadas
comecam a diminuir, assim como a excrecdo de hormoénios sexuais (UBUKA,;
BENTLEY, 2011).

Grafico 30 — Variacao das concentracdes de metabdlitos de testosterona em excretas de macho de
Ararajuba (Guaruba guarouba), com e sem ovos no ninho — S&o Paulo - 2013
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4.5 VALIDACAO FISIOLOGICA DOS ENSAIOS PARA MENSURAR
METABOLITOS DE ESTROGENO E PROGESTERONA EM EXCRETAS DE
FEMEAS DE ARARAJUBAS (Guaruba guarouba) — DESAFIO DE GNRH, E
DESCRICAO DAS CONCENTRACOES DE METABOLITOS DE
GLICOCORTICOIDES DURANTE ESTE EXPERIMENTO

Foram coletadas 35 (trinta e cinco) amostras de excretas de 4 fémeas durante
desafio com GnRH (C1, C2, C3 e C4).

Quanto aos metabdlitos de estrégeno, os graficos individuais mostram que
em uma fémea (C2) do grupo tratado houve pico 19 horas apés aplicacdo de GnRH
(Grafico 31), enquanto na outra (C4) ocorreu um pico 4 horas apos aplicacao
(Grafico 33). O grupo controle manteve padrdo de excre¢cdo permanecendo nos
niveis basais (Graficos 35 e 37).

Os casais entravam no ninho para dormir todos os dias as 17 horas. Devido a
esse comportamento, os ninhos eram fechados nesse horario e reabertos somente
as 6 horas da manha do dia seguinte. Assim, coletavam-se 0s primeiros excretas do
dia. O pico apresentado pelo animal C2, reflete o intervalo de horas das 17:00 as
6:00, portanto se deu durante a noite.

Quanto aos metabdlitos de progesterona, apenas uma fémea do grupo
tratado (C2) apresentou pico de concentracdo de metabdlitos de progesterona apos
19 horas da aplicacdo do GnRH, seguindo o0 mesmo padrdo apresentado para 0s

metabalitos de estrogeno, conforme demonstrado no grafico 31.

Em funcdo do namero reduzido de aves e da heterogeneidade de resultados,
consideramos inconsistente a validagdo fisiologica para os ensaios de dosagem de
metabdlitos de estrogeno e progesterona.

Apbs o periodo reprodutivo, a producdo de esteroides ovarianos permanece
relativamente baixa e ndo responsiva a tratamento com gonadotrofinas até o inicio
da maturacao sexual (JOHNSON, 2000). As concentracdes de estrégeno circulantes
aumentam duas a trés semanas antes do inicio da postura, enquanto que 0s niveis

de progesterona comegam a aumentar cerca de uma semana antes da postura
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(JOHNSON, 2011). Esse talvez seja 0 motivo para termos obtido respostas tédo
heterogéneas, possivelmente nesse periodo as gbnadas estejam pouco sensiveis ou
insensiveis aos estimulos gonadotroficos, uma vez que o desafio foi realizado em

agosto/2012, época sem atividade reprodutiva no criadouro.

Como forma de avaliar em que medida a aplicagcédo do medicamento induziu
resposta de aumento de metabdlitos de glicocorticoides, foi realizada a mensuracao

destes e os resultados estdo apresentados nos graficos 32, 34, 36 e 38.

O grafico 32 demonstra que no animal C2 houve pico de concentracdo de
metabalitos de glicocorticoides apds aplicacdo do GnRH, coincidindo com o pico de
metabdlitos de estrégeno e progesterona 19 horas apds a aplicacdo (excreta que
refletia o periodo de 17:00 as 6:00hs).

O gréfico 34 evidencia que na fémea C4, houve pico de excrecdo de
metabdlitos de glicocorticoides 4 horas apos aplicacdo do GnRH, novamente
coincidindo com o pico de concentracdo de metabdlitos de estrégeno e

progesterona.

Os animais controles, onde foi feita a aplicacdo de solugdo salina,
apresentaram resultados diversos do grupo tratado com GnRH. No gréfico 36,
pode-se observar que o animal C1 nao teve pico de metabdlitos de GC, ja o animal
C3 teve pico de excrecdo de metabdlitos de GC 6 horas ap06s aplicacdo da solucéo

salina.

Frente aos resultados apresentados, existe a possibilidade de ter havido
estimulacdo direta da adrenal pela aplicacdo do GnRH, porém como um dos
controles também apresentou pico de concentracdo de metabdlitos de GC, ndo se
pode descartar a injecdo como fator indutor de uma resposta do tipo estresse.
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Gréfico 31 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de progesterona e estrogeno em excretas
da fémea C2 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal
tratado) — Sao Paulo - 2013
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Gréfico 32 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C2 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal tratado) — S&o
Paulo - 2013.
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Graéfico 33 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de progesterona e estrogeno em excretas
da fémea C4 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal
tratado) — Sao Paulo - 2013.
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Gréfico 34 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C4 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal tratado) — S&o
Paulo - 2013
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Gréfico 35 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de progesterona e estrogeno em excretas
da fémea C1 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal
controle) — S&o Paulo - 2013
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Gréfico 36 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C1 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal controle) — S&o
Paulo - 2013
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Gréfico 37 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de progesterona e estrogeno em excretas
da fémea C3 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal
controle) — S&o Paulo - 2013
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Grafico 38 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides em excretas da fémea
C3 de Ararajuba (Guaruba guarouba), durante desafio de GnRH (animal controle) — S&o
Paulo - 2013
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4.6 DESCRICAO DAS CONCENTRACOES DE METABOLITOS DE
ESTROGENO E PROGESTERONA EM EXCRETAS DE FEMEAS DE ARARAJUBA
(Guaruba guarouba) ENTRE AS DIFERENTES CATEGORIAS DE ATIVIDADES
REPRODUTIVAS

Foram coletadas 56 (cinquenta e seis) amostras de excretas de duas fémeas
de ararajubas (C4 e C5). As amostras da fémea C4 foram coletadas em dois
periodos diferentes, sendo um sem atividade reprodutiva e outro durante incubacao.

As amostras da fémea C5 foram coletadas enquanto ela estava realizando postura.

Por motivos operacionais, as amostras das fémeas C1, C2 e C3 ndo foram

ainda processadas e por isso ndo serao aqui apresentadas.

Com relacdo aos metabolitos de estrégeno, ndo houve diferengas
significativas quando comparadas as médias das categorias Sem atividade
reprodutiva e Incubacdo, porém houve diferenca significativa dessas duas
categorias, quando comparadas com a Postura (p < 0,05), conforme demonstrado

no grafico 39.

Com relacdo aos metabdlitos de progesterona, houve diferencas estatisticas
apenas entre as categorias Sem atividade reprodutiva e Postura (p < 0,05). Entre as
outras categorias ndo houve diferencas estatisticas, conforme demonstrado no

grafico 40.

A queda nos niveis de esteroides sexuais ap0s postura em varias espécies é
indicativo de que esses hormonios ndo estdo relacionados com manutencdo da
incubacdo. Em galinhas, quando se inicia o periodo de incubagdo, ha uma répida
inibicdo dos 6rgaos reprodutores (FRENCH, 2009).

Sockman e Schwabl (1999) relataram que o0 nivel de progesterona em
canarios (Serinus canarius) foi elevado até dois dias apds a postura do primeiro ovo,
retornando a niveis basais apos este periodo. Nos ultimos 20% da fase de postura,
0s niveis de prolactina ficam 5 vezes maiores e 0s de progesterona caem (0s niveis
de estrégeno continuam iguais) (VLECK; VLECK, 2011).
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Os niveis de estrogeno mantém-se altos durante postura, pois este horménio
€ essencial para promover aumento da ligacdo de receptores para progesterona
antes da oviposicdo, além de ser o estrogeno, importante na regulagdo do
metabolismo de célcio, mineral muito requisitado na época de formacao e postura de
ovos pela fémea e responsavel pelo comportamento de entrada no ninho e inicio de
incubacgao (EL HALAWANI et al., 1986; JOHNSON, 2000).

Por essa coeréncia bioldgica entre os resultados encontrados e os esperados
das concentracbes de metabdlitos de estrégeno e progesterona, consideramos

ambos o0s ensaios biologicamente validados.

Gréfico 39 — Variacdo das concentracdes de metabdlitos de estrogeno em excretas de fémeas de
Ararajuba (Guaruba guarouba), em diferentes categorias reprodutivas — Sao Paulo -
2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas entre as médias
(p <0,05).



Resultados e Discussdao 87

Grafico 40 — Variacdo das concentracfes de metabdlitos de progesterona em excretas de fémeas de
Ararajuba (Guaruba guarouba), em diferentes categorias reprodutivas — S&o Paulo —
2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas entre as médias
(p <0,05).

4.6.1 DESCRICAO DAS VARIACOES NAS CONCENTRACOES DE
METABOLITOS DE ESTROGENO E PROGESTERONA EM EXCRETAS DE
FEMEA DE ARARAJUBA (Guaruba guarouba), COM E SEM OVOS NO NINHO

A variacao nas concentracfes de metabolitos de estrogeno e progesterona na
fémea C4, enquanto ela estava em periodo de incubacao e apos a retirada dos ovos
do ninho, esta demonstrada no grafico 41.

Nele, pode-se observar que houve diferenca estatisticamente significante
entre as concentracdes de metabdlitos de estrégeno e progesterona antes e apos a

retirada dos ovos do ninho (Graficos 42 e 43).
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Gréfico 41 — Variagdo das concentracdes de metabdlitos de estrégeno e progesterona em excretas
de fémea de Ararajuba (Guaruba guarouba), com e sem ovos — Sao Paulo - 2013
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Grafico 42 — Médias e desvios-padrao das concentracdes de metabdlitos de estrégeno em excretas
de fémea de Ararajuba (Guaruba guarouba), antes e apds a retirada de ovos do ninho
— S&o Paulo - 2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica entre as médias
(p =0,01).
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Grafico 43 — Médias e desvios-padrdo das concentracbes de metabdlitos de progesterona em
excretas de fémea de Ararajuba (Guaruba guarouba), antes e ap0s a retirada de ovos
do ninho — S&o Paulo - 2013
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Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca estatistica entre as médias
(p =0,006).

Analisando as concentracfes, antes e depois da retirada dos ovos, dos

metabdlitos de estrogeno e progesterona encontramos duas respostas diferentes.

As concentracbes de metabdlitos de estrégeno cairam para valores
significativamente menores. Segundo El Halawani et al. (1986) o estr6geno é
responsavel pelo inicio do comportamento de choco (incubacdo), que
posteriormente é mantido pela prolactina. Talvez esse seja um dos motivos para as
concentracfes de metabdlitos de estrogeno terem caido apos a retirada dos ovos.
Outra observacdo importante é de que apos este ciclo de postura, o casal néo
apresentou mais comportamento reprodutivo. Sem atividade reprodutiva a gonada

nao esta mais sensivel aos estimulos ndo havendo mais producao de estrégeno.

As concentracbes de metabdlitos de progesterona aumentaram
significativamente apoOs retirada do ovo formando dois picos. Este aumento das
concentracfes ainda atinge valores inferiores aqueles encontrados no animal em
postura no grafico 40, fazendo com que possa se supor ser este um momento de
transicdo do fim da incubacdo para a fase sem atividade reprodutiva onde

possivelmente a concentracdo de metabdlitos poderia ser reduzida.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que na
espécie ararajuba (Guaruba guarouba):

Foi possivel caracterizar e comparar as concentracdes de metabdlitos de
glicocorticoides, testosterona, estrdgeno e progesterona nas categorias reprodutivas,
sem atividade reprodutiva, incubacao e postura sendo, portanto viavel e eficiente a
metodologia ndo invasiva.

Foram validados fisiologicamente 0s ensaios para mensurar metabdlitos de
glicocorticoides e testosterona em excretas de machos.

N&do foi possivel validar fisiologicamente 0s ensaios para mensurar
metabdlitos de estrégeno e progesterona em excretas de fémeas, no entanto os

ensaios para esses hormonios foram validados biologicamente.
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ANEXO A

Localizacdo da Fundacao Lymington

Latitude 23°58'3.38"S
Longitude 47°0'51.40"0

Imagem de satélite mostrando a localizacdo da Fundacdo Lymington (marcador
amarelo), na cidade de Juquitiba/SP, Brasil - S&o Paulo - 2013.
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Fonte: Google Earth (acessado em 07/05/2013).
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Identificacéo
LYM 047
LYM 043
LYM 057
LYM 068
LYM 040
LYM 075
LYM 041
LYM 030
LYM 061
LYM 024
LYM 046
LYM 056
LYM 037
LYM 060
LYM 063
LYM 059

025
035
616
617
022
066
015
014

Sexo

ST ZnZ N nZZ2ZE nmmZ 2 mmZ 2 mm

APENDICE A

Ararajubas do grupo experimental

Origem
Nasceu no criadouro em 2008
Nasceu no criadouro em 2007
Nasceu no criadouro em 2008
Nasceu no criadouro em 2009
Nasceu no criadouro em 2005
Nasceu no criadouro em 2010
Nasceu no criadouro em 2006
Nasceu no criadouro em 2005
Nasceu no criadouro em 2009
Nasceu no criadouro em 2004
Nasceu no criadouro em 2008
Nasceu no criadouro em 2008
Nasceu no criadouro em 2005
Nasceu no criadouro em 2009
Nasceu no criadouro em 2009
Nasceu no criadouro em 2009
Apreenséo IBAMA 2003
Apreensao IBAMA 2002
Apreenséo IBAMA 2002
Apreenséo IBAMA 2002
Nasceu no criadouro em 2005
Nasceu no criadouro em 2009
Nasceu no criadouro em 2004
Nasceu no criadouro em 2004

Pareada

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao
Sim - 035 (C1)
Sim — 025 (C1)
Sim - 617 (C2)
Sim - 616 (C2)
Sim — 066 (C3)
Sim — 022 (C3)
Sim — 014 (C4)
Sim — 015 (C4)

OBS: O casal C5 foi formado apds o experimento do desafio de ACTH, composto
pelas aves LYM 024 e LYM 030.
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APENDICE B

Historico reprodutivo de ararajubas na Fundacdo Lymington

Ano N° casais reprodutores N° filhotes*
2004 2 7
2005 2 19
2006 2 9
2007 2 0
2008 3 2
2009 3 7
2010 4 12
2011 4 4
2012 3 1

* Os filhotes constantes na tabela sdo os que sobreviveram. Houve alguns o6bitos e
posturas de ovos brancos. Segundo a Sra. Linda Wittkoff, presidente da Fundacao
Lymington, houve uma média de 3 — 4 ovos por postura com um total de 150 a 200
ovos entre os anos de 2004 a 2012, sempre durante os meses de janeiro a abril de

cada ano.



