T.1387
FMVZ
el

CLAUDIA CARVALHO DO NASCIMENTO

AVALIACAO DA FUNGAO REPRODUTIVA DE FEMEAS DE
PEIXE-BOI DA AMAZONIA (Trichechus inunguis, NATTERER,
1883), MANTIDAS EM CATIVEIRO, POR MEIO DA EXTRACAO E
DOSAGEM DE ESTEROIDES FECAIS

$51620 - ZANS
A0 0

Sao Paulo
2004



CLAUDIA CARVALHO DO NASCIMENTO

DEDALUS - Acervo - FM

T,

11300026444

Avaliagdo da fungio reprodutiva de fémeas de peixe-boi da
Amazénia (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), mantidas em
cativeiro, por meio da extragdo e dosagem de esteréides fecais

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
graduagdo, em Reprodugdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Sao Paulo para obtengdo do
titulo de Mestre Medicina Veterinaria

Departamento: PANI
E N.o CLASSIFICAGAO

Reprodugéo Animal

TR T

i

1.0 TOMBO
i O 2231 Ly

13305y

Area de Concentracio:

Reprodugao Animall
Orientador:

Prof. Dr. Ctaudio Alvarenga de Oliveira

Séao Paulo
2004



Autorizo a reprodugéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO-NA-PUBLICAGAO

(Biblioteca da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo)

T.1387 Nascimento, Claudia Carvalho do
FMVZ Avaliagdo da fungdo reprodutiva de fémeas de peixe-boi da
Amazénia (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), mantidas em
cativeiro, por meio da extrag3o e dosagem de esterdides fecais /
Claudia Carvalho do Nascimento : C. C. Nascimento, 2004.
1131l

Dissertagdo (mestrado) - Universidade de Sao Paulo. Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Reprodugéo
Animal, 2004.

Programa de Pés-graduag3o: Reprodugdo Animal.
Area de concentragdo: Reprodugdo Animal.

Orientador: Prof. Dr. Claudio Alvarenga de Oliveira.

1. Sirenia. 2. Horménios sexuais. 3. Radicimunoensaio.
I. Titulo.




FOLHA DE AVALIAGAO

Nome do autor: NASCIMENTO, Claudia Carvalho

Titulo: Avaliacdo da fungdo reprodutiva de fémeas de peixe-boi da Amazénia
(Trichechus inunguis, Natterer, 1883), mantidas em cativeiro, por meio da
extracdo e dosagem de esterdides fecais

Dissertacéo apresentada ao Programa de Péds-
graduacdo em Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo para obtencéo
do titulo de mestre em Medicina Veterinaria

pata. A /o6 ;oM

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. \!a’A,HMM Feppagen a S/z va__Instituicao, INFA - AM

Assinatura: lw.( oo y (L L}/»_ Juigamento: ﬂ%w/t/ao/c__

Prof. or. MM Ceo A e ) VAT Guiwtrl instituigao: fA1V2= US 2
Assinatura:__, o — A A/ /,4 92— Juigamento: W\

Prof. Dr._Cluwnis  Awiiaes K ouutitd instituicao:  PHUL - UYY

Assinatura: @Q@& bA‘cL @\"*‘ Julgamento;___ PTRvAyp




“ Se ndo houver frutos, valeu a beleza das flores.
Se ndo houver flores, valeu a sombra das folkas.
Se ndo houver folhas, valeu a intengdo das sementes”

Henfil




Dedicatoéria

Aos meus pais Cldudio e Lélia pelo amor e apoio incondicional e por sempre

estarem ao meu lado.

A minha querida avé Neuza e avé Zeca (in memoriam) pelos esforgos, suporte e
amor que me fizeram chegar até aqui....Sem ela seria imposstvel trilhar este
caminho.

Aos meus amados avés Syllas e Tica pelo carinho e dedicacdo.

Ao meu querido irmdo Cliudio Roberto e minfia cunhada Jucélia por terem me

dado o melhor presente da minha vida, a Izabella.

A minha querida afilhada Ana Luiza por sempre me fazer sorrir e alegrar a

minha existéncia.
A toda a minka Familia por serem um porto seguro para minka vida.

E aos peixes-bois da Amazdnia por terem transformado os meus sonkos em

realidade .



Agradego,

Ao Prof Dr. Claudio Alvarenga de Oliveira, pela oportunidade, orientagédo, suporte
e incentivo na minha vida profissional. Pela sua compreensao e paciéncia nos meus
momentos dificeis e principalmente por sempre acreditar na minha capacidade.

A Dra Vera Maria Ferreira da Silva, pela amizade e dedicagdo na minha formagao
pessoal. Por ter me mostrado a seriedade e um exemplo a seguir na pesquisa dos
mamiferos aquaticos. Pelo suporte técnico-cientifico e financeiro, que sem estes seria
impossivel a realizacdo do meu projeto.

A Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP 01/11356-
2) pela bolsa de estudos, que sem este apoio ndo seria possivel a realizacdo deste
projeto.

Ao Programa Piloto de Protecdo as Florestas Tropicais — Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (PPG-7 64.99.0438.00- Conservagao e manejo do peixe-boi da Amazdnia),
pelo suporte financeiro necessario a realizagéo deste estudo.

Ao Laboratério de Mamiferos Aquaéticos do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazbnia_e ao Centro de Pesquisas e Preservagdo dos Mamiferos Aquaticos - Manaus
Energia/S.A., pela parceria na realizacédo deste projeto.

Ao IBAMA /Manaus, e ao Ministério da Agricultura — Manaus, pelas licengas e
atengao dispensada para gue este projeto fosse realizado.

Ao Prof. Dr. Marcelo Alcindo de Barros Vaz Guimaraes pela oportunidade e por
participar, incentivar e acreditar nos meus projetos....

Ao Médicos veterinarios José Anselmo d’Affonseca Neto, Stella Maris Lazzarini e
Marcia Picango pela amizade e supervisdo das coletas durante o meu projeto.

Ao Dr. Fernando C. W. Rosas pela amizade e apoio ao meu projeto. A minha
admiragao, respeito.

Aos tratadores do Laboratério de Mamiferos Aquaticos: Chemerson, Raimundo,
Marcelo, Daniel e Nazaré, e os estagidrios e tratadores do Centro de Preservagcao e
Pesquisas de Mamiferos Aquaticos Manaus Energia/S.A: Bruno, Jackeline, José
Domingos, José Hugo, Ednaldo e Denildo.



Aos meus queridos amigos do coragdo: Maridngela Zanini (Caipora), Jodo Carlos
Gomes Borges, Flaviana Gui&o Leite, Jo&o Rossi, Carolina H. Ricc6, Lilian Rangel de
Castilhos, Débora C. Rodini, Alexandre Bastos (Medonho), Mauricio Talebi, Silvia Nery
Godoy (Sofia), Dalton M. Novaes, André T. Damasceno, Flévia N. P. Margalho
(Minhoca), Fernanda Camargo, Beatriz Couto , obrigado pela paciéncia, carinho,
incentivo e apoio incondicional nos meus momentos dificeis.

As minhas queridas amigas do Projeto BioPesca:Carolina Pacheco Bertozzi,
Valéria Ruoppolo, Juliana Marigo, Fldvia Miranda, Janaina Andréia Ribeiro e Juliana
Viotto S. Lima, pelo carinho, amizade e por permitirem que eu faca parte de uma idéia
tao linda tornando nossos sonhos em realidade.

A técnica laboratorial Erika Cristiane Gutierrez Felippe do Laboratério de
Dosagens Hormonais (FMVZ USP), por todo suporte e dedicagdo para a execucio
deste trabalho. Agradego também pelo carinho e amizade.

A minha querida prima Fabiana de Carvalho Pedreira e a todos os outros
estagiarios no Laboratério de Dosagens Hormonais FMVZ USP que contribuiram na
realizacéo de toda a fase laboratorial deste estudo.

Aos amigos do Laboratério de Mamiferos Aquaticos: Gélia Ely de Mattos, Andréia
Catanhede, Fernanda Rosa Rodrigues, Renata Santoro Lima, Yara Rocha Camargo,
Nildon, Zé Pena, muito obrigado pelo convivio, carinho, amizade e todas as formas de
ajuda que vocés me proporcionaram.

Aos queridos amigos da Republica Casa dos Artistas: Guilherme
(Massaranduba), Heitor, Leandro (Gabiru), Adamo, Paulo, Levi e Alexandre (Mapinguari)
muito obrigado pela estadia, pelos momentos divertidos, festas e passeios da paulicéia
desvairada em Manaus.

Aos amigos pods-graduandos do Departamento de Reproducido Animal: Tatiana,
Priscila, Marie, Patricia, Rogério, Vinicius; Eduardo, Regina, Karina, Paola, Luciana,
Thiesa, Marcilio, Nélcio, e Adriana, muito obrigado pelo convivio e amizade;
especialmente ao André Monteiro da Rocha pelas idéias e incentivo no inicio da minha
pos-graduagéo.

Aos queridos amigos do mar. Msc. José Martins da Silva Jr., Prof. Dr. Otto
Bismarck F. Gadig, Dr. Ricardo Garla e M.V. Rodolfo Silva (Neneco) e Dr. Anthony R.
Martin, que contribuiram no meu caminho e formac&o, obrigado pelo carinho e amizade.



Aos amigos que contribuiram na minha formacdo em animais selvagens e que
acreditaram no meu potencial: Prof. Dra.Maria Denise Lopes, Profa. Dra. Maridngela
Lozano Cruz, Prof. Dr. Stélio Pacca Loureiro Luna, Msc Adauto Luis Velloso Nunes, Msc
Rodrigo H. Teixeira, Prof. Dr. José Mauricio Barbanti Duarte, Dr. Ubiratan Piovezan, Msc
José H. Fontenelle, Prof. Dr. José Luis Catdo Dias, Prof. Dra. Eliana Reiko Matushima,
Prof. Dra. Silvia Cortopassi, Dr. Jean Ramos da Silva, Msc. Fernanda Marvullo meu
respeito € minha admiragao.

Ao suporte estatistico dado pelo meu amigo Alexandre T. Damasceno.

A todos os professores do Departamento de Reproducdo Animal da FMVZ USP,
especialmente aos professores Dr. Renato Campanarut Barnabé e Dr. José Antbnio
Visintin pelo carinho e amizade.

Aos funcionarios do Departamento de Reproducéo Animal da FMVZ USP, Thais,

Silvia, Harumi, Alice e a ex-funciondria Daura pela ajuda primordial em todos os
momentos.

Aos funcionarios da Biblioteca da FMVZ USP pela colaboracdo na pesquisa
bibliografica e pela formatacao final deste trabalho.

Agradeco a todos 0s que acreditaram em mim e também aos que duvidaram....

A

“Minha vida é andar por este pais para ver se um dia eu descanso feliz, guardando as recordacdes das terras onde
passei. Andando pelos sertdes e dos amigos que i deixei. Chuva e sol; poeira e carvdo, longe de casa sigo roteiro mais
uma estagdo. E alegria ro coragdo. Minfta vida é andar..Mar ¢ terra, inverno e verda, mostnz o SOrriso, mostre a
alegria, mas eu mesmo ndo. E a saudade no coragdo. Minha vida é andar...”

(Luiz Gonzaga e Hervé Cordovil)



RESUMO

NASCIMENTO, C. C. Avaliagédo da funcédo reprodutiva de fémeas de peixe-boi
da Amazénia (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), mantidas em cativeiro, por
meio da extracdo e dosagem de esteréides fecais. [Reproductive assessment in
captive females of Amazonian manatees (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), by
fecal steroid extraction and quantification]. 2004. 112 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2004.

Neste estudo avaliou-se a fungdo reprodutiva de fémeas de peixe-boi da Amazénia
(Trichechus inunguis) mantidas em cativeiro no Laboratério de Mamiferos Aquaticos
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (n=4) e no Centro de Preservagio e
Pesquisas de Mamiferos Aquéticos — Manaus Energia S.A. (n=2), por meio da
extracdo e quantificagdo de progestinas e estrégenos fecais. As amostras fecais
foram colhidas duas vezes por semana durante doze meses, foram liofilizadas e
processadas de acordo com o protocolo adaptado de Schwarzenberger et al (1991).
Realizou-se a validagcdo dos radioimunoensaios em fase sélida, progesterona e 17p3-
estradiol para o uso em extratos fecais de peixe-boi da Amazénia. A duracéo média
do ciclo ovariano (+ EPM) definido por dois picos consecutivos de estrégenos fecais
foi ::ie 22,49 * 1,26. A fase de estro teve duragido média de 6,4 * 0,45. Para verificar
se as fémeas mantidas em cativeiro apresentavam o padrao reprodutivo sazonal dos
peixes-bois de vida livre sugerido por Best (1982), avaliou-se a influéncia das fases
do ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazdnica. Néo foi observada diferenca
estatistica nas concentragdes de progestinas fecais ao longo das fases do ciclo
hidrolégico, porém verificou-se que durante a fase de cheia apresentaram
concentragdes de estroégenos fecais superiores as outras fases, corroborando com
os dados sugeridos por Best (1982). Com os resultados obtidos nesse estudo,
pretende-se ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva do peixe-boi da
Amazénia, fornecendo mais uma ferramenta de estudo para auxiliar pesquisas e

manejo reprodutivo, tendo como objetivo final a conservagéo da espécie.

Unitermos: Peixe-boi da Amazénia. Esterbides sexuais. Fezes. Radioimunoensaio.



ABSTRACT

NASCIMENTO, C. C. Reproductive assessment in captive females of
Amazonian manatees (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), by fecal steroid
extraction and quantification. [Avaliagdo da fungéo reprodutiva de fémeas de
peixe-boi da Amazoénia (Trichechus inunguis, Natterer, 1883), mantidas em cativeiro,
por meio da extragdo e dosagem de esteroides fecais]. 2004. 112 f. Dissertagéo

(Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade S&o Paulo, Sdo Paulo, 2004.

This study has evaluated the reproductive function of six females of the Amazon
manatee (Trichechus inunguis) kept in captivity at the Aquatic Mammals Laboratory -
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (n=4) and Centro de Preservagéo e
Pesquisa de Mamiferos Aquéticos-Manaus Energia S/A (n=2) through extraction and
quantification of fecal estrogens and progestins. Fecal samples were obtained twice
a week for 12 months. Validation of the solid phase radioimmunoassay for
progesterone and 17p-estradiol was performed for using on Amazon manatees fecal
extracts. Ovarian cycle mean duration (+ SEM), defined by two consecutive peaks of
fecal estrogens, was 22,49 + 1,26 days. Mean estrous phase duration was 6,4 + 0,45
Jays. To verify if the captive females showed the same seasonal reproductive pattern
of wild manatees suggested by Best (1982), the influence of the hydrological cycle of
the Amazon River Basin was analyzed. There was no statistical difference on the
fecal progestins between phases, but during the flood phase it was verified that the
estrogen fecal concentrations were increased, corroborating with Best (1982).These
results show that the improvement of the non-invasive techniques for reproductive
assessments increase the knowledge of reproductive physiology and is an important

tool for scientific research, reproductive management, and species conservation.

Uniterms: Amazon manatee. Sexual steroids. Fecal. Radioimmunoassay.
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1. INTRODUGCAO

O peixe-boi da Amazonia (Trichechus inunguis) sofre uma grande pressao antrépica,
sendo ainda utilizado pelos ribeirinhos como recurso alimentar. Durante a caca de
subsisténcia, fémeas e fithotes sdo mais vulneraveis. A espécie possui uma baixa taxa
reprodutiva e pouco se conhece sobre a biologia reprodutiva, principalmente no que se
refere aos estudos de dosagens hormonais. Deste modo, o estudo da fisiologia
reprodutiva é fundamental para determinagdo correta do atual potencial reprodutivo
dos, peixes-bois mantidos em cativeiro, além de ampliar o conhecimento e permitir a
avaliacdo dos processos fisiolégicos que ocorrem com peixes-bois de vida livre. O
melhor entendimento do ciclo estral, aumentara as chances de reprodugao, pois &
possivel identificar as flutuagdes hormonais sazonais, indicando os periodos sensiveis
e propicios para copula. Além destes fatores, o claro entendimento da fisiologia
reprodutiva permite diagnosticar os individuos aptos ou nao a um programa de
reproducio em cativeiro, € em uma andlise ampla pode demonstrar a viabilidade de
uma populagdo cativa. A compreensado destes padrbes endécrinos e suas inter-relacbes
com a fungdo reprodutiva s&o essenciais para o sucesso da reproducdo desta espécie
em cativeiro.

O presente estudo teve como principal objetivo & realizacdo da extragdo e
quantificacdo de esterdides sexuais de amostras fecais por técnicas de
radioimunoensaio (R.I.E.), de um grupo de fémeas adultas de peixe-boi da Amazonia,
mantidas em cativeiro no Laboratério de Mamiferos Aquaticos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazédnia (INPA) e no Centro de Preservacéo e Pesquisa de Mamiferos

Aquaticos (CPPMA) — Manaus Energia/S.A, relacionando os valores obtidos ao estado
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reprodutivo. As concentragbes hormonais foram comparados ao ciclo hidrolgico dos
rios da bacia Amazoénica, para verificar se as fémeas em cativeiro mantinham um perfil
hormonal sazonal.

Com os resultados obtidos nesse estudo, pretende-se ampliar os conhecimentos
sobre a fisiologia reprodutiva do peixe-boi da Amazdnia, fornecendo mais uma
ferramenta de estudo para auxiliar futuras pesquisas que visem a incrementacdo de

informacdes e técnicas, tendo como objetivo final a conservacao da espécie .



B
e

Revisdo de literatura



20

g~ Rovyisdo de Literatura

2 REVISAO DE LITERATURA

21 OS SIRENIOS

Os sirénios representam uma ordem Unica de mamiferos aquaticos herbivoros
com inimeras adaptagdes ao ambiente aquatico. Domning e Hayek (1986), sugerem
que a ordem Sirenia tenha surgido entre 45 a 50 milhGes de anos atras, no médio
Eoceno, mas a diversificagio tenha ocorrido no Mioceno (DOMNING, 1932).

A ordem Sirenia é filogeneticamente relacionada com as ordens Proboscidea
(elefantes) e Hyracoidea (hyrax). Esta proximidade filogenética da superordem
Paengulata (proboscideos, sirénios e hyraxes) foi sugerida pela andlise das
sequéncias de aminoacidos do cristalino (DE JONG:; ZWEERS, 1980; MIYAMOTO;
GOODMAN, 1986), por estudos morfolégicos (NOVAREK; WYSS; MACKENNA,
1998), e pelo estudo de sequéncias nucleotidicas (DE JONG, 1998; SPRIGER,;
KIRSCH, 1993; LAVERGNE et al., 1996; SHOSHANI; MACKENNA, 1998).

Os sirénios recentes estdo incluidos em duas familias: a Dugongidae, com
uma unica espécie Dugong dugon (dugongo) e a Trichechidae constituida por trés
espécies: Trichechus manatus (peixe-boi marinho), Trichechus senegalensis (peixe-
boi africano) e Trichechus inunguis (peixe-boi da Amazonia) (NISHIWAKI; MARSH;
1985). A espécie Trichechus manatus é dividida em duas subespécies: Trichechus
manatus manatus (peixe-boi das Antilhas) e Trichechus manatus latirostris (peixe-boi

da Florida) (DOMNING; HAYEK, 1986; MARSH; O'SHEA; BEST, 1986).
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2.2 O PEIXE-BOI DA AMAZONIA (Trichechus inunguis)

Trichechus inunguis, o peixe-boi da Amazénia (Figura 1) é o Unico sirénio
exclusivamente de agua doce (BEST, 1984; CALDWELL: CALDWELL, 1985; DA

SILVA, 1996; MARSH, O"SHEA; BEST, 1986; ROSAS, 1994).

Figura 1 - Peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis).- Fonte: Perrin, D.

O peixe-boi da Amazénia € o menor dos sirénios, medindo cerca de trés
metros de comprimento total e pesando aproximadamente 450 kg quando adulto.
Possui uma coloracdo cinza escuro com manchas brancas ou réseas na regido
ventral caracteristicas da espécie (CALDWELL; CALDWELL, 1985; HUSSAR, 1977,
RONALD; SELLEY; AMOROSO, 1978; ROSAS, 1994), embora alguns individuos
podem n&do apresentar essa mancha. Ao contrario das outras espécies da ordem

Sirenia, n3o possui unhas (CALDWELL; CALDWELL, 1985: JEFFERSON,
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LEATHERWOOD; WEBBER, 1993), seus dentes molares sdo menores e mais
complexos, além do osso supraocciptal ser mais espesso (DOMNING; HAYEK,
1986). E totalmente herbivoro, ndo ruminante e alimenta-se de uma grande
variedade de plantas aquéticas e semi-aqudticas (BEST, 1981; COLARES;
COLARES, 2002). Preferencialmente permanece em aguas calmas, lagos e lagoas
com temperaturas variando entre 22°C e 30°C, com presenca de vegetagéo aquatica
abundante (BEST, 1982).

Essa espécie é endémica da Bacia amazobnica distribuindo-se desde os rios
na Colémbia, Equador e Peru, inclusive na desembocadura com o Atlantico e
imediacdes da ilha de Marajé (Brasil), sendo a costa do Amapa citada como area de
simpatria com o peixe-boi marinho (Trichechus manatus) (BEST, 1984; DOMNING,
1981; ROSAS, 1994; TIMM; ALBUJA; CLAUSON 1986;).

No Brasil, esta espécie tem sido encontrada nos principais tributarios do
Amazonas como por exemplo, no baixo Tocantins, rios Tapajoés, Nhamunda,
Madeira, Negro, Xeruni, Branco e Purus. No existem relatos nos altos rios Orinoco
e Negro (BEST, DA SILVA, 1983), entretanto, raramente aparece nos altos rios
Tocantins, Xingu e Tapajés (BERTRAM; BERTRAM, 1973, DOMNING, 1981).
Também tem sido encontrado no rio Tacutu (Roraima) e nos rios Essequibo e
Rupununni na Guiana (CATANHEDE, 2002) (Figura 2). Na Coldmbia ocorre nos rios
Amazonas, Putamayo, Caqueta (Japura no Brasil) e baixo Apaporis. No Peru, ja foi
observado nos rios Napo, Tigre, Maranon, ndo tendo sido registrado a ocorréncia no
rio Madre de Dios na Bolivia. No Equador, os peixes-bois ocorrem nos rios Aguarico,
Cuayabeno, Afangu, na confluéncia dos rios Grande e Cuyabeno e nos lagos

Zancudococha, Inuya e Lorococha (TIMM; ALBUJA; CLAUSON, 1986).
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Estudos filogeograficos do peixe-boi da Amazénia, empregando o D-loop
como marcador molecular, e comparando-se seis areas da Bacia amazdnica revelou
uma alta variabilidade genética, mostrando que, em geral, existe um alto fluxo génico
entre individuos nas diferentes areas, ndo existindo populacdes reprodutivamente
isoladas. Ainda foi encontrado um individuo da espécie Trichechus inunguis na
regido estuarina no Para, proximamente relacionado com os haplétipos de
Trichechus manatus, sugerindo a manutengdo de um polimorfismo ancestral

(CATANHEDE, 2002).

E.LLA.

{ Solfna

@ T monatus

@ T inunguis chte veragact

Figura 2 - Mapa da distribuicdo do Peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis) no Brasil e

do peixe-boi marinho (Trichechus manatus). Fonte: Sousa-Lima (1999).
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O peixe-boi da Amazdnia consta na Lista Oficial de Espécies da Fauna
Brasileira Ameacada de Extingdo como vulneravel (IBAMA, 1989: MMA, 2003) e do
Apéndice | da CITES (2000). Encontra-se classificado na categoria "vulneravel
dependente de conservacéo” na classificagdo da IUCN — The World Conservation
Union (HILTON, 2000).

No Brasil, as seguintes medidas legais estdo relacionadas & protecdo do
peixe-boi da Amazénia: Decreto n° 78.802 de 23/11/1976 - Acordo para a
Conservacdo da Flora e da Fauna dos Territérios Amazdnicos (Brasil e Peru);
Decreto Legislativo n° 69 de 18/10/1978 -Tratado de Cooperagao Amazodnica
(Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela);, Decreto
n° 3.179 de 21/10/1999 — Regulamentagao da Lei de Crimes Ambientais e a Portaria
SUDEPE n° N-11 de 21/02/1986 — Proibigéo da aga, pesca ou captura de pequenos
cetaceos, pinipedes e sirénios.

A espécie é protegida desde 1973 no Peru, por meio de um decreto 934-73-
AG e pelo Regulamento do Ordenamento Pesqueiro da Regido Amazonica Peruana
(R.M. n° 147-2001-PE) de 30/04/2001. No Equador esta protegido de acordo com a
Resolugdo n° 105 do Ministério do Ambiente (Registro oficial n° 5 de 28/01/200),
proibindo todo e qualquer tipo de caga e atividade comercial por um periodo
indefinido. Na Colémbia pela Resolugao do INDERENA n° 574 de 1969 que
estabelece a proibicdo da caga de maneira permanente para as duas espécies de
peixe-boi.

Domning (1982) e Silveira (1 986), citam que relatos antigos da caga do peixe-
boi da AmazoOnia estdo relacionados ao abate para o0 consumo da carne pelas

populagdes humanas nativas, e o indicam como produto de exploragio comercial,
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estimando que cerca de 4.000 a 10.000 peixes-bois foram mortos no Brasil com
propésitos comercias entre 1935 e 1960.

Best (1984) e Reeves e Leatherwood (1996) ressaltam que a carme e a
gordura do peixe-boi da Amazdnia constitui um item alimentar comum das
populagdes indigenas e dos caboclos ribeirinhos da regido amazodnica. Apesar da
existéncia das medidas legais acima citadas, a caga comercial e de subsisténcia
ainda persiste (BEST, 1982; BEST 1984; LAZZARINI et al., 1998; ROSAS, 1994). Na
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (AM), estimativas indicam o
abate de pelo menos 142 peixes-bois da Amazonia entre o fim de 1993 e inicio de

1996, numa area de 200.000 hectares (MARMONTEL; ROSAS, 1996).

2.3 COMPORTAMENTO

Diferentemente de alguns mamiferos aquaticos, os sirénios ndo formam
grupos sociais estaveis, sendo considerados semi-sociais. Interagdes entre os
individuos ndo se caracterizam por longos periodos ou permanente, sendo a relagdo
mae-filhote a Unica mais longa (HARTMAN, 1979; REYNOLDS, 1981), estimada
para o peixe-boi da Flérida entre um e dois anos (HERNANDEZ, 1995; RATHUN et
al, 1995; REID; BONDE; O"SHEA, 1995).

Observagdes do movimento, padries de dispersdo e a atividade dessa
espécie na natureza sdo extremamente dificeis, devido ao seu comportamento
arisco, mergutho discreto e pela turbidez das aguas dos rios e lagos que habitam
(BEST, 1981, 1982, 1983, DA SILVA, 1996; ROSAS, 1994).

Rosas (1994) considera os peixes-bois da Amazdnia animais relativamente

solitarios, apresentando pouca ou nenhuma interagdo com os outros animais na
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mesma area, sendo a Unica estrutura social duradoura a entre mae e filhote, e que
pode durar no minimo dois anos (DA SILVA et al, 2000). Segundo Best (1984)
ocorrem agregacdes durante o periodo reprodutivo e durante a estacio de seca,
quando os animais permanecem nas areas mais profundas dos corpos d'agua.

Os peixes-bois da Amazodnia se movimentam sazonalmente entre lagos e rios,
retornando para a mesma area de varzea durante a enchente e a cheia para se
alimentar, evidenciando um certo grau de fidelidade por uma determinada area.
Durante a vazante deslocam-se para os lagos mais profundos onde permanecem
protegidos durante toda a estagdo seca (BEST, 1983). Mostra uma nitida preferéncia
por areas com abundancia de vegetagdo flutuante mas também utilizam para
alimentagao areas de igap6 com profundidade de um a dois metros (BEST, 1981).

Outros estudos sobre comportamento foram conduzidos por Sousa-Lima et al.
(1999, 2000 a, 2000 b, 2001, 2002) avaliando os sinais acusticos como uma forma

de comunicagéo.

2.4 ASPECTOS REPRODUTIVOS DOS SIRENIOS

O entendimento dos processos reprodutivos é a base para o desenvolvimento
de programas de reproducdo em cativeiro em longo prazo, contribuindo de forma
efetiva para conservagdo das espécies (ASA, 1996). O estudo reprodutivo do peixe-
boi da Amazdnia vem sendo realizado de trés maneiras: analise de material
biologico coletado de carcagas; monitoramento do histérico reprodutivo de individuos
de vida livre marcados durante o seu periodo de vida (estudos longitudinais) e
estudo de individuos no cativeiro (BEST, 1981,1982; BEST, CATANHEDE, 2002; DA

SILVA, 1983; DA SILVA; D'’AFFONSECA NETO; RODRIGUES, 1998; DA SILVA et
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al, 2000; RODRIGUES-CHACON, 2001; RODRIGUES, 2002; ROSAS, 1994,
ROSAS; MARMONTEL, 1996).

Dados obtidos de carcacas, embora ainda sejam amplamente utilizados e
fornecam importantes informagdes, podem ser interpretados erroneamente, pois
uma série de fatores interferem na amostragem total. Por exemplo, a caca pode ser
seletiva ou direcionada como ocorre com fémeas prenhes de dugongos, ja que estas
s&o preferidas como presas pois apresentam uma camada de gordura mais
espessa. Outro fato é que informagdes relativas a reprodugio obtidas de carcacas
dependem da estagdo do ano e da idade do animal (BOYD; LOCYER; MARSH,
1999).

Estudos longitudinais de sirénios selvagens sdo baseados na identificacdo
dos individuos com marcas naturais ou marcados, que podem ser faciimente
visualizadas e fotografadas, sendo favorecido nos sitios de agregacio e em aguas
claras (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999). Porém este tipo de estudo é muito dificil de
ser realizado com o peixe-boi da Amazobnia, ndo s6 devido o comportamento
conspicuo da espécie, mas principalmente pelas mas condigbes de visibilidade e
turbidez da agua dos rios que compdem a bacia amazodnica.

Animais em cativeiro sdo0 uma pequena amostra da populacdo selvagem.
Nesta condicdo oferecem muitas vantagens, pois os animais sdo manejados
diariamente possibilitando uma série de estudos (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999),
contribuindo para o maior conhecimento da espécie e aplicacdo dos resultados em
popula¢des selvagens e vida livre.

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das quatro espécies de sirénios
é variado. As subespécies de peixe- boi marinho sdo muito distintas (DOMNING;

HAYEK, 1986) e os esforgos foram concentrados no estudo do peixe-boi da Flérida,
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sendo: (1) estudos longitudinais de observagdo da histéria de vida de mais de 700
animais selvagens identificados (O'SHEA; HARTLEY, 1995; O'SHEA;, LANGTIMM,
1995; RATHBUN et al, 1995; REID et al., 1995); (2) na necropsia de mais de 2000
individuos obtidos entre 1976 e 1991 pelo United States Stranding Network
(O'SHEA; ACKERMAN,1995); a avaliagdo de 67 machos (HERNANDEZ et al,
1995) e 275 femeas (MARMONTEL, 1995) com idades estimadas; e (3) observagdes
de peixes-bois em cativeiro incluindo o nascimento de 28 filhotes (ODELL et al,,
1995). Em contraste, existem poucos dados publicados da subespécie de peixe-boi
das Antilhas, que ocorre no litoral do Brasil (Trichechus manatus manatus) (BOYD;
LOCYER; MARSH, 1999).

Informagdes sobre a biologia reprodutiva dos dugongos provém da analise de
material coletado de mais de 1400 carcagas (BERTRAM; BERTRAM, 1973; MARSH;
1980, 1995), e de observagbes de comportamento (PREEN, 1989). Dugongos
mantidos em cativeiro nunca se reproduziram (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999).

O estudo de peixes-bois da Amazonia em cativeiro ja existe ha muitos anos
(BEST et al, 1982) e ja foram registrados quatro nascimentos em cativeiro (DA
SILVA et al.,, 2004). Rodrigues (2002) descreveu as caracteristicas anatomicas e
histologicas do aparelho reprodutor feminino de trés animais de diferentes idades.
Dados da biologia reprodutiva desta espécie na natureza s&o escassos, assim como
sdo raros dados sobre o peixe-boi africano (T. senegalensis) sendo o trabalho de
Nishiwaki (1984) uma referéncia importante sobre a espécie.

Os sirénios exibem um pequeno dimorfismo sexual e a distancia entre a fenda
genital e o &nus é a chave para se determinar 0 sexo. Nas fémeas a fenda genital
esta proxima do anus e nos machos a fenda esta préxima a cicatriz umbilical. Ambos

os sexos possuem duas mamas localizadas na insercdo ventral das nadadeiras
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peitorais. O tamanho das mamas varia de acordo com o estado fisiologico do animal
(RODRIGUES, 2002).

Estudos detalhados sobre a anatomia e histologia do aparelho reprodutor
feminino de fémeas da ordem Sirenia foram realizados por Marsh, Heinsohn e
Channels (1984) em dugongos, Marmontel (1988) em peixe-boi da Flérida e
Rodrigues (2002) com peixe-boi da Amazdnia.

Segundo Rodrigues (2002), a genitdlia externa de fémeas de peixe-boi da
Amazdnia é constituida pelos grandes labios vulvares, clitoris e vestibulo. Estando a
porgdo mais externa do aparelho reprodutor feminino, localizado na porcdo caudal
da cavidade abdominal. O himen consiste numa dobra espessa de mucosa, de
formato arredondado, com coloragdo esbranquigada, localizada na extremidade
superior do vestibulo atravessando-o obliquamente e obliterando a entrada da
vagina. Esta estrutura é revestida por uma mucosa de superficie irregular devido a
presenca de numerosos lobos e pequenos sulcos. O (tero é bicornual e esta
localizado entre a bexiga e o reto, como todas as espécies desta Ordem
(RODRIGUES, 2002; ROMMEL; LOWENSTINE, 2001). O corpo uterino € pequeno,
sendo caracteristico dos sirénios e pode explicar o fato do desenvolvimento fetal
ocorrer no interior dos cornos uterinos e ndo no corpo do Utero (RODRIGUES,
2002), como proposto por Wislocki (1935). Em sirénios foram observadas alteracbes
ciclicas do endométrio (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999; MARMONTEL, 1988;
MARSH; HEINSOHN; CHANNELS, 1984), no qual a espessura desta camada e o
tamanho, nimero e grau de enovelamento das glandulas endometriais variaram de
acordo com a fase do ciclo reprodutivo. Rodrigues (2002) observou em uma fémea
de peixe-boi da Amazoénia de seis anos de idade, a presenca de muco no interior de

algumas glandulas endometriais. Estas glandulas apresentavam-se relativamente
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retas e o endométrio era mais espesso quando comparado com uma fémea recém
nascida.

A placenta & zonaria, e as cicatrizes placentarias s6 foram observadas nos
cornos uterinos de dugongos (MARSH: HEINSOHN; CHANNELS, 1984), e do peixe-
boi da Flérida (MARMONTEL, 1988). Nos dugongos as cicatrizes placentarias
pérmanecem ao longo da vida do animal, podendo ser utilizadas para estimar
numero minimo de gestagbes que o animal j& teve (MARSH; HEINSOHN:
CHANNELS, 1984). O mesmo nio foi encontrado para o peixe-boi da Florida, pois
nesta espécie, estas estruturas parecem ser efémeras (MARMONTEL, 1988). pois
esta estrutura néo foi observado em uma fémea com gestacdo conhecida. Portanto é
preciso ter cuidado ao delinear o histérico reprodutivo pela cicatrizes placentarias,
pois estas representam apenas os sitios de implantagdo fetal, ndo forecendo
garantias de que a gestacédo tenha sido levada a termo. Gestagbes ectdpicas nunca
foram registradas nesta ordem, pois a bolsa ovariana ¢ completamente fechada,
sendo improvavel a ocorréncia (RODRIGUES, 2002), bem como a migracéo trans-
uterina (MARMONTEL, 1988; MARSH; HEINSOHN: CHANNELS, 1984), onde o
ovario ativo corresponde ao corno distendido, cicatriz placentaria ou feto.

Os ovarios estdo localizados na regido lombar, na extremidade posterior da
cavidade abdominal, posterolateral aos rins (RODRIGUES, 2002).

Corpos liteos ou corpos albicans tem sido observados em ovario de fémeas
nuliparas de peixe-boi da Flérida e em d'ugongos (MARMONTEL, 1995; MARSH:
HEINSOHN; CHANNELS, 1984;), sugerindo que estas fémeas tenham varios ciclos
estrais antes de conceberem. Este fato é sustentado no estudo realizado por
Rodrigues (2002) com peixe-boi da Amazodnia, no qual uma fémea de seis anos

apresentou os ovarios ovalados com superficie irregular, principalmente no polo
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cranial, devido & presenca de numerosos foliculos ovarianos com didmetros maiores
do que os encontrados no restante da superficie do 6rgéo. Nesta fémea o ovario
direito apresentou maior atividade que o esquerdo, sendo que os maiores foliculos
de Graaf (n= 13) foram encontrados no pdlo cranial do ovario direito. Os diametros
destes foliculos de Graaf variaram de 2,7 a 8,6mm, ainda nesta localizagdo foi
encontrado um corpo hemorragico indicando ovulagdo recente, porém ndo havia
iniciado o processo de luteinizagéo; e varios foliculos atrésicos, corpos cicatriciais
oriundos de foliculos nio rompidos e foliculos rompidos (corpos albicans). Esta
fémea estava em cativeiro no Laboratorio de Mamiferos Aquaticos do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazodnia, desde de filhote, e ndo houve registro de

gestacao.

2.41 Maturidade Sexual

A determinagdo da idade de maturidade sexual € um parametro importante na
avaliagdo da biologia populacional, porém é importante salientar a diferenca desta
com a idade da primeira concepgao. Perrin e Reilly (1984) trabalhando com cetaceos
desenvolveram um indice baseado no comprimento corporal e na idade, para se
determinar a maturidade sexual por tratamentos matematicos. Este método vem
sendo utilizado para o peixe-boi da Fiérida e dugongos (MARMONTEL, 1988,
MARSH, 1995) porém n3o existem dados publicados com o peixe-boi da Amazénia,
peixe-boi das Antilhas e o peixe-boi Africano.

Segundo Perrin e Reilly (1984) o critério mais usual para se determinar a
maturidade sexual nas fémeas de cetaceos é a primeira ovulagdo, evidenciada pela

presenca de corpo ltiteo ou corpo albicans em um dos ovarios. A maturidade sexual
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para fémeas de peixe-boi da Fiérida foi estimada em cinco anos ou mais, embora
algumas fémeas estavam maduras aos dois anos e meio, mas geralmente nio
concebem antes dos sete anos de idade. Nesse estudo, a idade foi estimada pela
contagem das camadas de crescimento do complexo do osso timpanoperiotico.
(MARMONTEL, 1995). Odell et al. (1995), relataram a concepgio de uma fémea de
5,5 anos, mantida em cativeiro desde filhote. Ja White e Francis-Floyd (1990) e
Francis-Floyd et al. (1991), sugerem pela dosagem de progesterona e estrogeno
sérico aliado a observacdo do comportamento, que a fémea de peixe-boi da Fidrida
alcanca a maturidade sexual entre cinco e seis anos de idade.

Os trabalhos de estimativa de maturidade sexual em dugongos sdo menos
robustos do que os realizados com peixe-boi da Florida. Ja que a idade de
maturidade sexual nessa espécie é variada. Em Townsville, Australia, foi observado
na natureza, uma fémea nulipara de 9,5 anos de idade; porém em outras fémeas, da
mesma localidade, com 10 anos ou mais, todas possuiam ao menos uma cicatriz
placentaria no corno uterino, indicando gestacdo (MARSH; HEINSOHN:
CHANNELS, 1984). Trés fémeas da llha de Mornington, Austrélia, eram nuliparas
com idades variando entre 15 a 17 anos e os dois ovarios destes animais continham
corpo liteo ou corpo albicans. Mais recentemente uma fémea da localidade de Daru,
Papua Nova Guiné, concebeu o seu primeiro filhote aos 18 anos (BOYD; LOCYER;
MARSH, 1999).

Os machos de peixe-boi da Fiérida atiﬁgem a maturidade sexual entre dois a
trés anos de idade. A espermatogénese nestes animais é sazonal. Um estudo
histolégico, mostrou que no inverno ocorre a regressao dos tubulos seminiferos,
caracterizado por uma diminuigdo do didmetro dos tubulos e a presenga de células

em estagio imaturo, sugerindo uma reducdo, mas ndo necessariamente uma
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cessacgao, na habilidade de fecundar as fémeas. O oposto foi observado nas outras
estacbes do ano (HERNANDEZ et al., 1995). Estes autores sugerem que sejam
realizadas pesquisas sobre o0s niveis hormonais sanguineos e fecais para
correlacionar com a maturidade sexual ou até com o estagio da espermatogénese,

pois a testosterona € o centro controlador deste processo.

2.4.2 Gestagao

Os Sirénios sdo geralmente uniparos (BANKS, 1997; MARMONTEL, 1988;
MUHLING, 1998; DA SILVA, DAFFONSECA NETO; RODRIGUES, 1998, DA SILVA
et al, 1998, DA SILVA, 1999, DA SILVA, 2002), e poliovulares (MARMONTEL, 1988;
MARSH; HEINSOHN; CHANNELS, 1984), sendo que, excepcionalmente pode
ocorrer o nascimento de gémeos, registrado para o peixe-boi da Florida
(MARMONTEL, 1995; ODELL, et al., 1995; O'SHEA; HARTLEY, 1995; RATHBUN et
al., 1995); dugongos (BERTRAM; BERTRAM, 1968) e para o peixe-boi das Antilhas
(BANKS, 1997). Marmontel (1995), estimou uma incidéncia de 4% de nascimentos
de gémeos para o peixe-boi da Florida. Isto leva a crer que a poliovulacdo neste
grupo seja importante para fornecer um aporte de progesterona, pelos corpos liteos,
influenciando no crescimento maximo do endométrio uterino, preparando-se para a
concepcdo (MARMONTEL, 1988, MARSH; HEINSOHN; CHANNELS, 1984).
Marmonte! (1995) relatou que no peixe-boi da Fldrida pode-se observar 36,3 corpos
liteos por ovario em uma gestacao.

Diversos métodos tem sido utilizados para estimativa do periodo de gestacao
dos sirénios. Odell et al. (1995) estimaram o periodo de gestagao para o peixe-boi

da Florida entre 12 a 14 meses, com base no nascimento de 28 filhotes em cativeiro.
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Rathbun et al. (1995) E Reid, Bonde; O’Shea (1995), obtiveram uma estimativa
parecida a esta com observagdes de animais selvagens.

Da Silva et al (2004), Da Silva (2002) e Nascimento et al (2003), relataram
trés nascimentos de peixe-boi da Amazénia em cativeiro, sendo dois da fémea Boo
(27 anos de cativeiro) e um da Tukano (18 anos de cativeiro). Nascimento et al.
(2003), colheram amostras de sangue destas fémeas entre junho de 1998 a margo
de 2002. A quantificagdo hormonal foi realizada por radioimunoensaio em fase
solida, no Laboratério de Dosagens Hormonais — VRA-FMVZ-USP. No periodo
anterior a gestacdo, as concentragcdes de progesterona plasmaticas encontravam-se
basais (<0,02 ng/ml). No primeiro més de gestacdo, foi observado aumento de
6,7ng/ml e 9,99ng/ml (Boo e Tukano respectivamente), seguido de um pico no
segundo més (Boo: 10,37ng/m! e Tukano: 13,58ng/ml). Apés este pico, quantidades
de horménio foram decrescendo até o momento do parto, ndo sendo detectados no
pos-parto imediato. As concentragdes de progesterona plasmaticas, nas duas
fémeas, mantiveram-se elevadas durante aproximadamente 11 meses (média de
334 dias), indicando o tempo de gestacéo nestas fémeas. As mesmas quantificacdes
foram realizadas na terceira gestacdo da fémea Boo (entre 2003-2004), sendo
estimado 360 dias de gestagdo (NASCIMENTO: DA SILVA; OLIVEIRA, 2004). Este
trabatho corrobora o que foi sugerido por Best (1982), que com base no niimero de
filhotes recém nascidos estimou o periodo de gestacdo como cerca de um ano.

Marsh (1995), estimou o periodo de Qestag:éo dos dugongos em 13,9 meses,
utilizando modelos matematicos utilizando o periodo estimado para o peixe-boi da

Flérida, porém a autora relata que esta estimativa é um tanto quanto imprecisa.
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A proporgéo sexual dos neonatos de peixe-boi da Florida é de 1:1 (O'SHEA e
HARTLEY, 1995; RATHBUN et al., 1995), porém Marmontel (1995) avaliando
carcagas com menos de um ano, verificou uma tendéncia ao nascimento de machos.
Marsh (1995), sugere para os dugongos a relacdo de 1:1. Ndo existem dados
publicados sobre esta relagdo para o peixe-boi da Amazénia e para o peixe-boi

africano.

2.4.3 Sazonalidade

Os sirénios modernos estdo restritos as regides subtropicais e tropicais, e
existem evidéncias de que sua atividade reprodutiva, seja sazonal difusa, pois estes
tem a capacidade de diminuir a atividade reprodutiva quando o suporte de alimentos
é baixo (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999).

Best (1982), sugeriu um ciclo reprodutivo sazonal para o peixe-boi da
Amazoénia, correlacionando a influéncia do ciclo hidrolégico dos rios da bacia
Amazénica com a taxa de nascimentos e a disponibilidade de alimentos. Best (1983)
relata no seu estudo com os peixes-boi do Lago do Aman3, que os animais
passaram por um jejum aparente, do final de agosto até a primeira semana de
margo, com excecdo das duas Ultimas semanas de dezembro e inicio de janeiro,
quando os niveis dos lagos subiram, porém continuando a vazante em seguida.
Sugere ainda que a seca pode Ievarv a emaciacdo e a parada na atividade
reprodutiva, salientando que a destruicdo da Floresta Amazdnica em larga escala,
pode alterar e prolongar este periodo de seca.

O marcante ciclo sazonal das cheias (amplitude 10-15 metros) no sistema de

drenagem do Rio Amazonas tem um profundo efeito na producio de macréfitas
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aquaticas, conseqiientemente na alimentagdo dos peixes-bois. Com o aumento do
nivel das aguas dos rios (dezembro & margo), ha um aumento na producdo de
macrofitas aquaticas, e os peixes-bois, dispersam-se para a véarzea e igapos, areas
de alimentagdo. Durante a estagdo seca (julho a novembro), com a diminuicdo do
nivel dos rios, essas areas sao drenadas e ficam inacessiveis, entdo durante a
vazante os peixes-bois iniciam uma migragéo para os locais mais profundos (BEST,
1982, 1983, 1984; COLARES; COLARES, 2002).

Na estacdo da cheia existe uma maior abundancia de macréfitas aquaticas
(PIEDADE; JUNK; LONG, 1991) com diferengas marcantes entre os teores de
matéria seca, matéria mineral, extrato etéreo, proteina e energia entre época de
seca e na época de cheia (RODRIGUES-CHACON, 2001). Deste modo, na época
de enchente dos rios, os peixes-bois migram para as regides de varzea e igapé em
busca de alimento, quando acumulam gordura, em fung&o da grande disponibilidade
de recursos alimentares (Best, 1982).

Segundo Best (1982) a atividade reprodutiva ocorre durante todo o ano, e os
nascimentos ocorrem entre dezembro a julho, sendo o pico de nascimentos entre
fevereiro e maio, quando o nivel da agua dos rios esta alto.

A temperatura ambiente e a precipitagdo pluviométrica podem influenciar a
atividade reprodutiva, Pimentel (1998) quantificou metabdlitos de testosterona nas
fezes de peixe-boi da Amazdnia em cativeiro, e sugeriu que estes fatores estédo
intimamente relacionados.

Para o peixe-boi da Florida (MARMONTEL, 1995) e dugongos (MARSH,
1995: MARSH; HEINSOHN; CHANNELS, 1984), existem evidéncias de
sazonalidade embora a atividade reprodutiva néo seja totalmente sincronica entre as

fémeas. Ciclos estéreis sdo comumente vistos em dugongos (MARSH; HEINSOHN;
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CHANNELS, 1984) e talvez possa ocorrer em peixe-boi da Flérida (MARMONTEL
1995, RATHBUN et al,, 1995). Odell et al, (1995) observando comportamento
reprodutivo de peixes-bois da Florida relataram que as fémeas em cativeiro
apresentam comportamento de cOpula sem resultar em gestacdo. Os nascimentos
para esta espécie ocorrem em maior concentragdo na primavera e inicio do verao,
sendo raro o registro de nascimentos no inverno. Esta concentragdo de nascimentos
na primavera e inicio do verdo coincide com a oferta de alimento e diminui os
potenciais perigos do inverno para os filhotes (HARTLEY, 1995; MARMONTEL,
1995; ODELL et al., 1995; O’'SHEA; REID, BONDE; O'SHEA, 1995; RATHBUN et. al,
1995).

A sazonalidade dos nascimentos em sirénios coincide com a produtividade
das plantas aquaticas, provendo energia para as fémeas no periodo final da
gestacio e durante a primeira fase de lactacdo. Além disto, filhotes recém nascidos,
com poucas semanas de vida de dugongos selvagens e peixe-boi da Flérida em
cativeiro, consomem plantas suplementando a dieta lactea, que possui baixos teores
em fibras e carboidratos e altos teores de gordura (BOYD; LOCYER; MARSH, 1999).

Hernandez et al. (1995), com base em estudos histologicos dos testiculos de
peixe-boi da Flérida, sugerem um padréo reprodutivo sazonal, sendo notado uma
forte relagdo entre a estagdo do ano e o grau de espermatogénese. Neste estudo
notou-se que durante o inverno a espermatogénese foi sensivelmente diminuida e

que o oposto ocorreu nas outras estagoes.
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2.5 AVALIAGAO DA FUNGAO REPRODUTIVA POR METODOS NAO-INVASIVOS

A fisiologia reprodutiva dos mamiferos aquaticos &€ geralmente delineada pelo
exame direto (macro e microscopicos) das gbnadas de animais mortos. Dados como
maturidade sexual, periodo do estro, taxas de ovulagdo, duragédo da gestacdo, sdo
extrapolados de estudos histolégicos e dependem de um tamanho amostral grande
(KIRBY, 1990). Atualmente com o advento das diversas técnicas de extracdo e
dosagem hormonais, como o0 radioimunoensaio, os estudos sobre a fisiologia
reprodutiva avaliando animais vivos em cativeiro e de facil acesso, poderao ser mais
especificos principalmente sobre 0s processos hormonais envolvidos (KIRBY, 1990).

A utilizagao de dosagens de metabdlitos de hormdnios esterdides excretados
na urina e nas fezes, por sua vez permite 0 monitoramento longitudinal da funcao
ovariana e a realizagéo de diagndsticos de gestagdo de forma n3do invasiva em
diversas espécies animais terrestres de vida livre ou mantidas em cativeiro,
privando-0s do estresse produzido pela contengdo quimica e/ou fisica (LASLEY;
KIRKPATRICK, 1991). Porém a obtencdo de amostras fecais e urinarias de
sirénios e cetaceos de vida livre, pode ser impraticavel, sendo as informagoes
provenientes de carcagas de extrema importancia.

O diagnéstico de prenhez e/fou o monitoramento da fungdo ovariana pela
andlise das concentracdes de metabdlitos de horménios esterdides extraidos das
fezes de animais herbivoros ja foi utilizada em bovinos domésticos
(DESAULNIERS et al., 1989), cavalos selvagens (KIRKPATRICK; SHILDELER,
TURNER, 1990), éguas domésticas (SCHWARZENBERGER, et al, 1991),
rinocerontes negros (SCHWARZENBERGER et al., 1996; SCHWARZENBERGER,;

FRANCKE; GOLTENBOTH, 1993), rinocerontes brancos (PATTON et al, 1999;
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SCHWARZENBERGER et al, 1998), oryx (SHAW et al., 1995) fémeas de elefante
africano (FIEB; HEISTERMANN; HODGES, 1999). Estudos semelhantes também
foram realizados em animais de dieta mista, como por exemplo babuinos
(WASSER; MONFORT; WILDT, 1991) e carnivoros (BROWN et al., 1993, 1996:
CZEKALA et al., 1994).

Estudos utilizando a dosagem de esteréides sexuais nas fezes de sirénios,
por radioimunoensaio, foram realizados por Pimentel (1998), avaliando niveis de
testosterona nos machos de peixe-boi amazénico; por Yamamoto (2001) avaliando
os esterdides sexuais em peixe-boi das Antilhas e por Larkin (2000), avaliando
niveis de metabdlitos de estradiol, progesterona e testosterona nas fezes de peixe-
boi da Florida. Estes trabalhos foram realizados com éxito, demonstrando que a
técnica de dosagem de esterdides sexuais nas fezes de sirénios, € uma técnica
eficiente e confiavel. Porém no estudo conduzido por Larkin (2000), nio foi
possivel detectar a gestacdo no peixe-boi da Flérida baseando-se nas progestinas
fecais, sugerindo a necessidade da determinagdo dos metabolitos de progesterona

envolvidos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo da fungdo reprodutiva de seis fémeas adultas de peixe-boi da
Amazédnia (Trichechus inunguis), mantidas em cativeiro, relacionada a atividade
ovariana, por meio da extragdo e quantificacdo de progestinas e estrégenos fecais,
proporcionando uma avaliagdo longitudinal e n&o-invasiva, contribuindo com o]

programa de manejo reprodutivo e conservacao da espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar os niveis de esteréides sexuais fecais de seis fémeas adultas de
peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis) mantidas em cativeiro.

¢ Relacionar as concentragGes obtidas dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona ao estado reprodutivo.

* Comparar as concentragdes hormonais ao ciclo hidroldgico dos rios da bacia

Amazonica.
¢ Ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva da espécie.

+ Fornecer ferramentas para a pesquisa em reprodugio de peixe-boi.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram amostradas seis fémeas adultas de peixe boi da Amazénia, com
idades variando entre 7,5 a 28 anos, mantidas no Laboratério de Mamiferos
Aquaticos - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (n=4) e no Centro de
Preservagdo e Pesquisa de Mamiferos Aquaticos - Usina Hidrelétrica de Balbina/

Manaus Energia S. A (n=2) (Figura 5).

42 DESCRICAO DOS TANQUES

Durante o periodo de estudo, os peixes-bois do Laboratério de Mamiferos
Aquaticos - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (Figura 3) foram mantidos
em trés tanques com 10 metros de didmetro e com 2,5 metros de profundidade
(Tangues 1, 2 e 3) e em um tanque intermediario com 4,5 metros de comprimento
por 2,7 metros de largura e com 1,1 metros de profundidade, de acordo com os
manejos realizados pela equipe técnica responsavel.

Os peixes-bois do Centro de Preservacio e Pesquisa de Mamiferos
Aquaticos - Usina Hidrelétrica de Balbina/ Manaus Energia S. A (Figura 4) foram
mantidos durante todo o periodo de estudo em um tanque de 10 metros de diametro

e com 3,2 metros de profundidade.



Figura 4 - Vista lateral dos tanques

do Laboratério de Mamiferos Aquaticos —
Pesquisas da Amazénia

Instituto Nacional de

Figura 5 - Vista Superior de um tang

ue do Centro de Preservacdo e Pesquisas de Mamiferos
Aquéticos - Manaus Energia S. A.
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4.3 HISTORICO DOS ANIMAIS

e

Fémea mantida em cativeiro no Centro de Preservagéo e Pesquisas de
Mamiferos Aquaticos (Balbina - AM) com idade estimada de sete anos e meio.
Durante todo o periodo de estudo, foi mantida com a fémea Miri (sete anos e meio),
e os machos Carimbé (9 anos) e Broocke (10 anos). Ate o momento da pesquisa

esta fémea n&o havia reproduzido.

=
2

|

Fémea com idade estimada de sete anos e meio, mantida em cativeiro nas
mesmas condigdes de Aira. Até o momento da pesquisa esta fémea n&o havia

reproduzido.

CUNHATAI

Fémea mantida em cativeiro no Laboratério de Mamiferos Aquaticos do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia com idade estimada de sete anos e
meio. Até o momento esta fémea nunca reproduziu.

Durante o periodo de colheita, a instituicdo mantenedora realizou 0s
seguintes manejos:

- 12/3/02 - 17/7/02: permanéncia no tanque 3 com a femea Camba (18 anos)

e com o macho Yanomami (25 anos)
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- 17/7/02 - 6/11/02: permanéncia no tanque 3 com as fémeas Camba, Boo (28
anos), o macho Yanomami e com os filhotes Manads (fémea) e Tapajos (macho).

- 6/11/02 - 25/2/03: permanéncia na tanque 2 com a fémea Camba, e os
machos Tupy (24 anos), Eré (4 anos), Mapixari (2 anos), Anama (4 anos), Guarany

(8 anos), Yanomami. No dia 29/01 o macho Tupy foi transferido de tanque.

CAMBA

Fémea mantida ha 18 anos em cativeiro no Laboratério de Mamiferos
Aquaticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, chegou adulta na
instituicdo. Até o momento da pesquisa esta fémea nédo havia reproduzido.

Durante o periodo de colheita, a instituigho mantenedora realizou os
seguintes manejos:

- 12/3/02 - 17/7/02: permanéncia no tanque 3 com a fémea Cunhatai e com o
macho Yanomami.

- 17/7/102 - 6/11/02: permanéncia no tanque 3 com as fémeas Cunhatai, Boo,
0 macho Yanomami e com os filhotes Manads e Tapajos.

- 6/11/02 - 25/2/03: permanéncia no tanque 2 com a fémea Cunhatai, e os
machos Tupy, Eré, Mapixari, Anama, Guarany, Yanomami. No dia 29/01 o macho

Tupy foi transferido de tanque.
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BOO

Fémea com idade estimada de 28 anos, mantida em cativeiro no Laboratério
de Mamiferos Aquaticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, desde
1984 quando chegou com idade estimada de menos de um ano de idade. Em seu
histérico reprodutivo temos o nascimento de um macho em 8/04/1998 (Eré), e de
uma fémea em 12/9/2001 que nasceu morta. Apds este acontecimento foram
colocados 2 filhotes orfaos com esta fémea, que os adotou e amamentou até
dezembro de 2002.

Durante o periodo de colheita, a instituicho mantenedora realizou os
seguintes manejos:

- 7/3/02 - 17/7/02: permanéncia no tanque intermediario com os filhotes
adotivos Manads e Tapajoés.

- 17/7/02 - 6/11/02;: permanéncia no tanque 3 com as fémeas Cunhatai,
Camba, o macho Yanomami e com os filhotes adotivos Manaés e Tapajos.

- 6/11/02 - dia 29/01/03: permanéncia no tanque 1 com os filhotes adotivos
Manaos e Tapajés e com a fémea Tukano (18 anos) e seu filhote Tué.

- 29/01/03 - 27/2/03: permanéncia no tanque 1 com os filhotes adotivos

Manaos e Tapajés e com a fémea Tukano e seu filhote Tud e com o macho Tupy.
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TUKANO

Fémea mantida ha 18 anos em cativeiro no Laboratério de Mamiferos
Aquaticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, chegou adulta na
instituicdo. Em seu histérico reprodutivo temos o nascimento de um filhote macho
em 21/02/2002 (Tua).

Durante o periodo de colheita, a instituicdo mantenedora realizou os
seguintes manejos:

- 4/2/02 - dia 5/11/02: permanéncia no tanque 1 com o seu filhote Tua.

- 6/11/02 - dia 29/01/03: permanéncia no tanque 1 com seu filhote Tua e com
a fémea Boo e seus filhotes adotivos Manaés e Tapajos.

- 29/01/02 - 27/2/03: permanéncia no tanque 1 com seu filhote Tud e com a

fémea Boo e seus filhotes adotivos Manads e Tapajés e com o macho Tupy.
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44  COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS

As amostras fecais foram colhidas duas vezes na semana, imediatamente
apos a defecacdo (Figura 5), quando o tanque era esvaziado para limpeza. As
amostras foram devidamente identificadas quanto ao animal e a data,
acondicionadas em sacos plasticos (Figura 6) e armazenadas em freezer a -20°C
até serem processadas. As exiracdes e dosagens de metabdlitos hormonais de
esteréides sexuais (estradiol e progesterona) foram realizadas no Laboratério de
Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdo Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

Figura 5 - Procedimento para coleta de fezes de peixe-boi da Amazdnia.

Figura 6 - Fezes de peixe-boi da Amazonia.
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4.5. LICENGCAS DE TRANSPORTE DAS AMOSTRAS FECAIS

- Nimero do Processo/DOC IBAMA — Manaus-AM: 02005.001443/02-10

- Numeros das Licengas de transporte das amostras fecais de peixe-boi da
Amazdnia, de Manaus com destino a Sdo Paulo: 53NUFAS-RAN/2002; 105/2002;
24/2003.

- Guia de Transito Animal (GTA)- Ministério da Agricultura: n° 426654, 42667.

-Termo de ciéncia do IBAMA Sao Paulo: Processo n° 02027.003317/02-42

46 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA - EXTRACAO HORMONAL

Preparacéo das amostras

As amostras foram pesadas, liofilizadas em aparelho giratorio tipo speed vac
(Speed Vac SC 110, Savant Instruments, Inc. NY, 11741-4306-USA), por 12 horas e
pesadas novamente para obtencdo da porcentagem de umidade. A etapa de

liofilizagdo garantiu a padronizag&o do peso do material fecal que foi utilizado.

Determinacao do protocolo de extracéo

A fim de se determinar o melhor protocolo de extracdo a ser adotado no
presente trabalho, efetuou-se um periodo pré-experimental onde foram testados os

seguintes protocolos descritos abaixo.
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Protocolo 1 - Brown et al. (1994) — fezes Umidas.

As fezes congeladas foram processadas de acordo com a técnica descrita por
Brown et al. (1994), onde a uma aliquota de 0,2g da amostra Umida foram
adicionados 5ml de etanol 90% (90% etanol: agua destilada). Apés homogeneizagao
em aparelho vortex (PHOENIX, MOD AT 56) por 15 minutos, as amostras foram
aquecidas a 90°C em banho-maria (QUIMIS), dentro da capela do laboratério por até
25 minutos depois de iniciada a fervura. Durante esse tempo o etanol evaporado foi
gradativamente reposto para que nenhuma amostra secasse, de forma que ao final
desta etapa o volume inicial fosse mantido. Foram centrifugadas (QUIMIS) por 15
minutos a 500G e o sobrenadante foi recuperado. O “pellet” foi ressuspendido em 5
mi de etanol 90%, homogeneizado em aparelho vorfex (PHOENIX, MOD AT 56) por
15 minutos e centrifugado novamente. Os dois sobrenadantes foram combinados,
secos completamente no fluxo (LACTEA) sob ar comprimido. O extrato obtido foi
ressuspendido em 1ml de metanol, homogeneizado por 1 minuto e levado ao banho-
ultrassonico (Ultra Sonic Cleaner, USC-1450-Unique) por 15 minutos. Em seguida, o
extrato foi armazenado em freezer (-20°C) onde permaneceu até a etapa de
dosagem hormonal. Nesta etapa, as amostras foram diluidas (1/10) em tampao
gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl(9,0 g), azida sédica (1,09) e agua destilada (1000mi),

pH7, 0.

Protocolo 2 - Brown et al. (1994) - fezes liofilizadas.

Neste protocolo utilizaram-se fezes liofilizadas, procedendo ao protocolo

acima descrito.
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Protocolo 3 - Schwarzenberger et al. (1991) - fezes (imidas.

As fezes congeladas foram processadas de acordo com a adaptacdo da
técnica descrita por Schwarzenberger et al. (1991).

Em um tubo de ensaio, foram colocadas 0,2g de fezes Gmidas, 0,5mi de
agua destilada e 4ml de metanol, e a mistura foi colocada em um misturador
mecanico (PHOENIX, MOD AT 56) por 30 minutos. Para remover lipides apolares,
adicionou-se 3ml de éter de petroleo, e a mistura obtida foi agitada por 15 segundos
(VWR SCIENTIFIC PRODUCTS). Ap6s centrifugagdo a 1500G por 15 minutos, 0s
tubos foram mantidos a —20°C durante 30 minutos. Entdo, 1ml da fracdo de metanol
foi transferida para um criotubo e mantida a —~20°C para analises subsequentes de
progesterona, utilizando-se a técnica de radioimunoensaio. Nesta etapa, as
amostras foram diluidas (1/10) em tampéo gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl(9,0 Q).
azida sodica (1,0g) e agua destilda (1000ml), pH7, 0].

Para a dosagem de estradiol, 500ul da fragdo de metanol foi separado em um
tubo de ensaio e evaporado em banho Maria (QUIMIS) a 37° C com fluxo (LACTEA)
sob ar comprimido (MSI 5,2mli/100), e depois foi ressuspendido em 500l de tampao
gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl(9,0 g), azida sédica (1,0g) e agua destilda (1000ml),
pH7, 0]. Essa mistura foi armazenada —20°C para andlises subseqiientes com

radioimunoensaio.

Protocolo 4 - Schwarzenberger et al. (1991) - fezes liofilizadas.

Neste protocolo utilizaram-se fezes liofilizadas, procedendo ao protocolo

acima descrito.
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47 DOSAGEM HORMONAL

Para dosagem dos estrégenos e das progestinas fecais utilizou-se a técnica
de radioimunoensaio (RIE) em fase sélida, por meio de conjunto diagndstico
comercial (COAT-A-COAT, Diagnostic Products Corporation, Los Angeies, CA, USA)
desenvolvido para avaliagio quantitativa de progesterona (P4) e estradiol (E2) no
soro humano. Este conjunto diagnéstico utiliza como elemento tragcador o horménio
125|-

marcado

Para todos os parametros de controle de qualidade dos ensaios hormonais

foram analisados conforme a rotina empregada no LDH.

48  VALIDAGAO

Foi realizada a validagdo dos conjuntos diagnosticos comerciais DPC
MEDLAB® para quantificagdo de metabdlitos de estradiol e progesterona nas fezes
de peixe-boi da Amazénia, empregando o método de Paralelismo utilizando matriz
integra. Este método indica se o material esta interferindo na ligagdo antigeno —
anticorpo. Para tal, utiliza-se uma amostra de baixa concentragdo hormonal (valores
proximos aos limites inferiores da curva padrdo). A esta amostra adicionam-se
valores conhecidos de P4 e E,, a fim de aproxima-los dos pontos da curva padréo.
Os resultados foram analisados por Reg'resséo Simples, plotados e o coeficiente de
explicagdo da variabilidade (R 2) foi superior a 0, 95, significando que o modelo

explicou mais de 95% dos dados apresentados.
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49 AVALIACAO DA FUNCAO REPRODUTIVA

Para se determinar os valores basais, elevados e picos dos estrégenos fecais
encontrados para cada fémea, utilizou-se um processo matematico sucessivo, onde
os valores encontrados que excedessem 1,5 desvio padrdes, eram excluidos
(Brown, 1996), todos os valores acima deste foram considerados como pico. Seguiu-
se entéo, uma nova etapa onde os valores foram recalculados e o processo repetido
até que os valores de cada etapa n&o excederam 1,5 desvios padrdes. Ao término
deste procedimento, para comparacéao das colunas criadas utilizou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparagio multipla Turkey-Kramer. No
momento em que surgiu diferenca estatistica significativa, os valores iguais ou
inferiores a este, foram considerados como os valores basais. Os valores
compreendidos entre o pico e o basal foram considerados valores de elevagéo
hormonal.

O periodo de estro foi considerado quando os valores de estrégenos fecais
mantiveram-se elevados por, pelo menos, trés dias consecutivos com a presenca de
um pico. E o ciclo estral foi verificado no periodo entre dois picos (;onsecutivos de
estrégenos fecais.

As progestinas fecais foram consideradas elevadas somando-se a média 1,5
desvio padrdo. Como ndo foi possivel afirmar a ocorréncia de ovulagdo, os dados

serao tratados como elevados ou n3o elevados.
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4.10 SAZONALIDADE

Para avaliar se as fémeas de peixe-boi da Amazdnia mantidas em cativeiro
apresentavam o padrdo sazonal sugerido por Best (1982), comparamos as
observagbes hormonais com o ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazénica.

As observagdes hormonais foram agrupadas por semanas do ano, e segundo
as sua medias. As observagdes de cada horménio, para cada fémea, foram
agrupadas nas quatro fases do ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazdnica. Estas
fases foram determinadas a partir de valores médios semanais dos dados de nivel
da agua coletados na estagdo hidrologica das Missdes na regido de Tefé (AM), de
1991 a 2004 (Dados Projeto Boto e Instituto Mamiraua), evidenciando o regime das

aguas que ocorre na bacia amazénica

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram primeiramente analisadas quanto a sua distribuigdo
pelo teste de Kolmogorov-Sminov (teste KS) para verificacao de normalidade dos
residuos e pelo teste de Bartlett, para verificagio de homogeneidade das variancias.
Apés este procedimento foi realizado o teste de andlise de varidncia (ANOVA) e o
teste de comparagéo multipla Turkey-Kramer, para comparagéo entre médias.

Os dados referentes as concentragbes hormonais, duragdo do estro e ciclo
estral foram expressos em funcdo das suas médias (+erro padrio da média) para as

fémeas da espécie estudada.
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Os dados foram analisados utilizando-se os programas GraphPad InStat

version 3.00 for Windows 95 (GraphPad Software, San Diego California USA,

Licenca: GTA508222-252, www.graphpad.com, 1998), e StatView (SAS Institute Inc.

ISBN: 1-58025-162-5, 1998.)
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5 RESULTADOS
5.1 DETERMINAGCAO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO

Amostras aleatdrias de 10 gramas de fezes de peixe-boi da Amazénia foram
liofilizadas para obtencdo de uma amostra mais concentrada. A média de

porcentagem de agua foi de 46,39% com desvio padrao de 3,24% (Tabela 1.

Tabela 1 - Porcentagem de 4gua em amostras aleatorias de fezes de fémeas de
peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis), mantidas em cativeiro

Animal Data da coleta %agua
Boo 3/4/02 48,97
Boo 21/4/02 43,94
Boo 24/4/02 42,02

Tukano 23/2/02 40,36

Tukano 22{3/02 48,21

Tukano 16/4/02 47,48

Camba 23/3/02 48,78

Camba 29/4/02 45,90
Aira 26/3/02 49,96
Miri 19/3/02 48,26

Média= 46,39 + 3,24% DP

Os resultados expressos na tabela 2 representam a quantificagcdo por
radioimunoensaio de progestinas de amostras fecais aleatérias de peixe-boi da
Amazénia, submetidas as extragdes pelo protocolo 1 (Brown et al.,1994- utilizando
fezes Umidas), e pelo protocolo 2 (Brown et al., 1994 - utilizando fezes liofilizadas),
respectivamente. As concentragbes de metabdlitos fecais de estradiol submetidas as

extragbes pelo protocolo 1 (Brown et al.,1994- utilizando fezes Uumidas), e pelo



o " o8
b Resultados

protocolo 2 (Brown et al.,1994 - utilizando fezes liofilizadas), encontram-se

expressas na tabela 3

Tabela 2 - Concentragéo de progestinas (P4 ng/g fezes umidas) de amostras fecais
aleatérias de fémeas de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis)
submetidas a extragao pelo protocolo Brown et al. (1994) utilizando
fezes umidas (Protocolo 1) e liofilizadas (Protocolo 2)

Animal Data da coleta P4 (ng/g fezes P4 (ng/g de fezes
umidas) secas)
Aira 26/03 0,491 0,70
Camba 23/3 0,06 0,31
Tukano 22/03 0,14 0,48
Boo 24/04 0,06 0,44
Tukano 23/02 0,56 1,17
Tukano 16/04 0,19 0,24
Miri 19/03 0,08 1,57
Camba 29/04 0,13 0,54
Boo 21/04 0,06 0,61
Boo 03/04 0,11 0,72

Tabela 3 - Concentragdo de metabdlitos de estrogenos (E2 pg/g fezes umidas) de
amostras fecais aleatérias de fémeas de peixe-boi da Amazénia
(Trichechus inunguis) submetidas a extragéo pelo protocolo Brown et al.
(1994) utilizando fezes umidas (Protocolo 1) e liofilizadas (Protocolo 2)

Animal Data da coleta E2 (pg/g de fezes E2 (pg/g de fezes
secas) umidas)
Miri 19/03 0,00 101,60
Camba 29/04 16,53 98,45
Boo 24/04 19,23 71,09

Os resultados expressos nas tabelas 4 e 5, respectivamente representam as
concentragdes de progestinas e estrogenos fecais das amostras submetidas aos
protocolos de extragdo 3 (Schwarzenberger et al.,1991- adaptado utilizando fezes

umidas) e 4 (Schwarzenberger et al.,1991- adaptado utilizando fezes liofilizadas).
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Tabela 4 - Concentragdo de progestinas (P4 ng/lg fezes) de amostras fecais

aleatérias de fémeas de peixe-

boi da Amazénia (Trichechus inunguis)

submetidas & extragdo pelos protocolo s Schwarzenberger et al. (1991)

adaptado utilizando fezes Gmidas

(Protocolo 3) e liofilizadas (Protocolo

4)
Animal Data da coleta P4 ng/g de fezes P4 ng/g de fezes
umidas secas
Aira 26/03 0,12 0,566
Camba 23/3 0,06 0,187
Tukano 22/03 0,00 0,161
Boo 24/04 0,00 0,136
Tukano 23/02 0,32 0,762
Tukano 16/04 0,00 0,152
Miri 19/03 0,00 1,293
Camba 29/04 0,00 0,319
Boo 21/04 0,08 0,305
Boo 03/04 0,05 0,44

Tabela 5 - Concentracéio de progestinas (P4 ng/g fezes secas) e metabélitos de
estrogenos (E2 pgl/g fezes secas) de amostras fecais aleatdrias de
fémeas de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis) submetidas &
extracdo pelo protocolo Schwarzenberger et al. (1991) adaptado
utilizando fezes secas (Protocolo 4)

Animal Data da E2 pg/g de fezes E2 pg/g de fezes
coleta umidas secas
Aira 26/03 40,33 219,2
Camba 23/3 53,04 97,35
Tukano 22/03 39,64 116,18
Boo 24/04 71,09 123,49
Tukano 23/02 509,28 368,78
Tukano 16/04 34,95 69,385
Miri 19/03 101,60 111,95
Camba 29/04 98,45 111,68
Boo 21/04 11,39 57,645
Boo 03/04 12,20 1116,27
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Ao aplicar-se o Teste —t verificou-se com alta significancia estatistica (p<0,05)
que o protocolo desenvolvido por Schwarzenberger et al. (1991) adaptado, utilizando
fezes liofilizadas foi mais eficiente que o protocolo desenvolvido por Brown et al.

(1993) para a extracdo de progestinas e estrégenos fecais do peixe-boi da

Amazobnia.

Tabela 6 - Comparag&o entre os protocolos de extragéo de progestinas e estrogenos
fecais de amostras aleatérias de peixe-boi da Amazénia.

Comparagédo entre protocolos Teste -t Teste -t
Progestinas fecais Estrégenos fecais
Protocolo 1 X Protocolo 2 p=0,0001759 p= 0,09291
Protocolo 2 X Protocolo 4 p = 0,0000145 p=0,00109
Protocolo 3 X Protocolo 4 p= 0,0043350 p=0,11389

Dentro do protocolo de extragdo 4 (Schwarzenberger et al., 1991- adaptado
utilizando fezes liofilizadas), as progestinas fecais foram quantificadas nas diversas
fases da extragéo (fase éter; fase metanol pura e fase metanol ressuspendido em
éter) (Tabela 7). Ao aplicar o Teste-t (Tabela 8) verificamos que‘a fase metanol pura
foi estatisticamente superior a fase éter ressuspendida em metanol, e n&o
apresentou diferenga estatistica quando comparada com a fase metanol
ressuspendida em tamp&o gelatina. Apds este procedimento optou-se utilizar a fase

metanol pura para quantificagdo das progestinas fecais.



‘, 61
N

" Resultados

Tabela 7 - Concentragdo de progestinas fecais nas diversas fases de extragdo no
protocolo desenvolvido por Schwarzenberger et al. (1991) adaptado,
com diluicdo 1:10 em fezes de fémeas de peixe-boi da Amazénia
(Trichechus inunguis)

Animal Data da coleta Metanol puro Eter-metanol Metanol-Tampéo gelatina
(ng/g fezes secas) (ng/g fezes secas) (ng/g fezes secas)
Cunhatai 19/08/02 0,18 0,00 0,15
Camba 25/07/02 0,49 0,00 0,62
Boo 30/04/02 0,33 0,00 0,20
Boo 08/05/02 0,35 0,00 0,37
Boo 27/05/02 1,67 0,09 1,35

Tabela 8 - Comparagéo entre as diversas fases de extragio de progestinas fecais no
protocolo desenvolvido por Schwarzenberger et al. (1991) adaptado, com
diluicdo 1:10 em fezes de fémeas de peixe-boi da Amazoénia (Trichechus

inunguis)
Comparagio entre fases Teste-t
Fase éter-metanol x fase metanol puro p= 0,039983
Fase metanol puro x fase metanol-tampao gelatina p=0,217656
Fase éter-metanol x fase metanol-tampéo gelatina p= 0,029853

023 159 _
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5.2. VALIDAGAO

Regression Plot
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Figura 7 - Representagdo grafica da curva de paralelismo obtida para progestinas
fecais de fémeas de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)
utilizando matriz integra.
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Figura 8 - Representacdo grafica da curva de paralelismo obtida para metabdlitos de
estrégenos fecais de fémeas de peixe-boi da Amazénia (Trichechus
inunguis) utilizando matriz integra.
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5.3. PARAMETROS DE QUALIDADE DOS RADIOIMUNOENSAIOS

O controle de qualidade dos ensaios foi realizado utilizando-se da analise dos
coeficientes de variagio intra—ensaio, que foi inferior a 15% e interensaio inferior a
4%. Eles estéo representados nas tabelas 9 e 10. A sensibilidade minima no ensaio

para P, foi de 0,01ng/ml e para E; foi de 1,9pg/mi.

Tabela 9 - Controle de Qualidade obtido nos ensaios de progestinas fecais em fezes
de fémeas de peixe-boi da Amazodnia (Trichechus inunguis).

1 35662,8 54% 0,33% 94,30,01) 169% | 01%
2 396488 53% 0,48% 93,8(0,01) 74% | 200%
3 42621,3 55% 0,46% 95,2(0,05) 450% | 203%
4 42266,3 55% 0,43% 948003 | 1071% | 152%
$ 37478,3 54% 0,45% 95,8(0,02) 5214% | 321%
6 36618,3 56% 0.87% 94,9(0,005) 374% | 333%
CV Inter ensaio 159% | 325%

Tabela 10 - Controle de Qualidade obtido nos ensaios nos ensaios de metabélitos de
estrogenos fecais em fezes de fémeas de peixe-boi da Amazdnia
(Trichechus inunguis)

s i

1 32480.8 50% 0,59% 91,8(1,9) 1,65% 511%

2 310778 50% 0,59% 91,7(2,6) 14,29% 0,32%
3 251733 52% 0,52% 94,6(3,2) 1,23% 6,53%
CV Inter ensaio 3,48% 0,79%
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5.4 AVALIAGAO DA FUNGAO REPRODUTIVA

Tabela 11 - Valores basais, valores elevados e pico dos metabdlitos de estrégenos
fecais para cada fémea de peixe-boi da Amazonia (Trichechus inunguis)

Animal Basal (ng/g fezes secas)* Elevagao (ng/g fezes secas) Pico (ng/g fezes secas)**
Aira <296,77 298,78 < x> 756,80 >756,81
Miri < 450,01 450,02 < x > 687,78 >687,79
Cunhatai < 386,55 386,56 < x > 598,02 > 598,03
Camba < 286,52 286,53 < x > 422,83 > 422 84
Tukano < 66,90 266,91 <x > 349,92 > 349,93
Boo < 43567 435,68 < x = 555,33 > 555,34

Tabela 12 - Valores basais e elevados de progestinas fecais para cada fémea de
peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)

Animal Basal (ng/g fezes secas)* Elevagédo (ng/g fezes secas)**
Valores inferiores Valores superiores
Aira <21,18 > 3547
Miri < 23,64 > 39,05
Cunhatai <23,80 . >51,88
Camba <31,97 > 64,91
Tukano < 34,42 >51,10

Boo <40,12 >77,50




“ Resultados

Tabela 13 - Durag3o do estro e do ciclo estral (em dias + EPM) para fémea de peixe-

boi da Amazénia (Trichechus inunguis)

Animal Idade (anos) Estro (dias) Ciclo estral (dias)
Aira Fl 6,40 - 0,40 20,00 + 1,47
Miri 7.5 5,00 £ 0,00 23,33 +6,64
Cunhatai 7.5 8,25+3,03 20,00 +2,88
Camba >18 5,75+137 27,66 + 8,21
Tukano =18 6,00 +£200 24,00 £0,00
Boo 28 7,00 + 1,08 20,00 - 0,00
Média + EPM 6,4+0,45 22,49+126

30

Dias

Aira Miri Cunhatai Camba

Animal

B Estro @ Ciclo estral

Figura 9 - Representacdo grafica da duracdo do estro e ciclo estral em dias, em
fémea de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)

Tukano
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Figura 10 - Representacdo grafica da flutuagdo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis)
Aira, com 7.5 anos de idade, entre margo de 2002 a fevereiro de 2003

A variag&o dos valores de metabdlitos fecais de progesterona foi entre 2,66 a
76,11 ng/g de fezes secas e dos metabdlitos fecais de estradiol foi enfre 8,98 3
1164,2 pg/g de fezes secas.

A figura acima revela intensa atividade estrogénica entre os meses de abril a
julho de 2002, apresentando nove picos neste intervalo. Entre os meses de maio a

julho de 2002 observou-se a concentragéo das elevagdes de progestinas fecais.
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Figura 11 - Representagio grafica da flutuacéo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis),
Miri com 7.5 anos de idade, entre margo de 2002 & fevereiro de 2003

As concentracdes de metabdlitos fecais de progesterona variaram entre 2,31
a 83,24ng/g de fezes secas. e os valores de metabodlitos fecais de estradiol entre
104,32 a 1205,8pg/g de fezes secas.

Observou-se atividade estrogénica entre os meses de margo e agosto 2002,
caracterizada pela presenca de seis picos. A atividade luteinica, concentrou-se entre
0s meses de maio e julho de 2002 apresentando nove elevagdes nas

concentragcOes de progestinas fecais.
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Figura 12 - Representacdo grafica da flutuacdo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)
Cunhatai, com 7,5 anos de idade, entre margo de 2002 e fevereiro de
2003

As concentracdes de metabdlitos fecais de progesterona variaram entre 4,78
e 112,23ng/g de fezes seca e as concentragbes de metabdlitos fecais de estradiol
entre 53,35 e 914,70pg/g de fezes secas. A figura 12 revela atividade estrogénica
entre os meses de maio e julho, apresentando neste intervalo, cinco picos. As

elevacdes de progestinas, concentraram-se entre os meses de julho e novembro.
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Figura 13 - Representacéo grafica da flutuagcdo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis)

Cambg, em cativeiro por 18 anos, entre marco de 2002 e fevereiro de
2003.

As concentragbes de metabdlitos fecais de progesterona variaram entre 4,05
€ 136,15ng/g de fezes secas e as concentragSes dos estrégenos fecais entre 13,25
e 596,40pg/g de fezes secas.

A figura 13 revela atividade estrogénica entre os meses de abril e jutho, com
cinco picos neste intervalo. As elevagdes de progestinas foram evidenciadas nos

dias: 24/06/02, 29/11/02 e 10/12/02.



70

e Rosultados

E2 pglg fezes secas
P4 nglg fezes secas

fev-02 mar-02 abr-02 mai-02 Jun02  jul-02 ago-02 set-02 out-02 nov-02 dez02 jan03 fev-03

=2 —e—p4 |

Figura 14 - Representagio grafica da flutuacdo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)
Boo com 28 anos de idade, entre marco de 2002 e fevereiro de 2003

As concentracdes de metabdlitos fecais de progesterona variaram entre 1,76
e 143,54ng/g de fezes secas e os estrégenos fecais entre 130,68 e 708,65 pg/g de
fezes secas. A figura 14 revela que as concentracdes dos horménios analisados,
encontraram-se basais de 7/3/02 a 17/7/02 coincidindo com o periodo que ficou
isolada no tanque intermediario. A retomada da atividade estrogénica ocorreu entre
29/7/02 até 18/9/02, quando ela foi manejada para o tanque 3. Esse periodo é
caracterizado por quatro picos. A concentragdo das elevagdes de progestinas fecais
foi observada entre os meses de agosto de 2002 a janeiro de 2003, com a

ocorréncia de oito elevacdes.
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Para comprovar as diferengas da atividade folicular entre os manejos
realizados com a Boo, aplicou-se o teste de comparagdo mdltipla de médias Turkey-
Kramer, o qual demonstrou que existiu uma diferenga estatistica significativa entre

os periodos (Tabela 14 e 15).

Tabela 14 - Comparagdo das concentragdes de progestinas fecais entre os manejos
realizados com a fémea de peixe-boi da Amazénia Boo, através do teste
de comparag&o multipla de médias Turkey-Kramer

Comparagéo Diferenga entre q Valor de p
médias
Tanque intermediario vs Tanque 3 -21,424 4,290 p<0,05
Tanque intermediario vs Tanque 1 -38,004 6,922 p<0,001
Tanque 3 vs Tanque 1 -16,580 3,117 p>0,05
Tanque vs Tanque 1 + Tupy 2,244 0,229 p>0,05
Diferenga Diferenga entre Intervalo de Confianga de 95%

médias !‘;De Para
Tanque intermediario - Tanque 3 -21,424 -40;027 -2,820
Tanque intermediario - Tanque 1 -38,004 -58,453 -17,554
Tanque 3 - Tanque 1 -16,580 34,114 38,601

*Se o valor de q for maior que 3.725 entio o valor de p sera menor que 0.05.

Tabela 15 - Comparagdo das concentragdes de estrogenos fecais entre os manejos
realizados com a fémea de peixe-boi da Amazdnia Boo através do teste
de comparacéo multipla de médias Turkey-Kramer

Comparagéo Diferenga entre q Valor de p
médias
Tanque intermediario vs Tanque 3 -100,70 5,163 p<0,05
Tanque intermediario vs Tanque 1 81,64 3,808 p<0,05
Tanque 3 vs Tanque 1 182,35 8,799 p<0,001
Tanque vs Tanque 1 + Tupy 219,17 5,750 p<0,001
Diferenga Diferenga entre Intervalo de Confianga de 95%

médias De Para
Tanque intermediario - Tanque 3 -100,70 -173,35 -28,051
Tanque intermediario - Tanque 1 81,64 1,788 161,51
Tanque 3 - Tanque 1 182,35 104,98 259,72
Tanque vs Tanque 1 + Tupy 219,17 77,185 361,15

*Se o valor de q for maior que 3.725 ent&o o valor de p sera menor que 0.05.



72

; Resultados

TUKANO

1400 B0

200 + 40

— 0
E 1000 o
a r L1008
i
9 800 - =
™ 'ﬁ / 80 N
B 600 <
3 i | =t
o 400 J‘ H - 2

ﬂ 4
200 - 20
0 .0

fev-02 mar-02 abr-02 ma-02 jun-02 ju-02 ago-02 set-02 out-02 nov-02 dez-02 jan-03 fev-03

‘—I—EZ ——Q—F"ﬁlI

Figura 15 - Representacéo grafica da flutuagdo dos metabdlitos fecais de estradiol e
progesterona da fémea de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus
inunguis) Tukano, com 18 anos de cativeiro, entre margo de 2002 e
fevereiro de 2003

As concentragbes de metabdlitos fecais de progesterona variaram entre 2,35
e 101,05ng/g de fezes secas e as concentragdes de estrégenos fecais variaram
entre 13,25 e 477,89pg/g de fezes secas. A figura 15 revela atividade estrogénica
entre os meses de junho e julho, com seis picos neste intervalo. A concentragdo das
elevagbes de progesterona apresentou-se dispersa, com uma elevagdo no final de
maio, trés elevagdes no final de julho, uma no final de setembro, e uma no inicio de

novembro de 2002, e duas em janeiro de 2003.
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5.5 SAZONALIDADE

Tabela 16 - Determinagdo das fases do ciclo hidrologico dos rios da bacia
Amazénica, tendo como base.os dados da estacéo hidroldgica das
Missdes na regido de Tefé (AM), de 1991 a 2004 (Dados Projeto Boto
e Instituto Mamiraua).

Fase Semanas do Ano
Cheia 11-33
Vazante 34-38
Seca 39-47
Enchente 47-10

Para avaliagdo do efeito da variagdo do nivel das aguas sobre a atividade
folicular das fémeas de peixe-boi mantidas em cativeirb, foi realizada uma média +
EPM para cada estagéo, para as fémeas Miri, Aira, Cunhatai, Camba. Excluiu-se as

fémeas Boo e Tukano pois estas apresentavam quadros fisioldgicos particulares.

(Tabela 17).

Tabela 17 - Concentragdes médias e erro padrdo da média de estrégenos fecais de
fémeas de peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis), nas diversas
fases do ciclo hidroldgico dos rios da bacia amazonica

Ciclo Hidrolégico

Animais Cheia Vazante Seca Enchente
Estrégenos Fecais (pg/g fezes secas)
Aira 447393 306,821 288,976 230,221

Camba 273,058 141,163 137,232 247,161
Cunhatai 447,511 279,710 204,649 151,059
Miri 458,128 283,54 255,321 281,23

Média 406,522 252,862 221,545 227,566
EPM 36,383 30,789 26,959 22,593
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Os resultados apresentados na tabela 17, mostram descritivamente que a
média dos estrégenos fecais na fase de cheia é superior as outras fases. Para
comprovar estatisticamente esta indicacao, foi feito um teste de comparagdo multipla
de médias Turkey-Kramer, para cada fase do ciclo hidrolégico. O resultado desse
teste esta apresentado na tabela 18. Isto pode ser observado graficamente na

Figura 16, onde as concentragdes de estrégenos fecais s&0 superiores na cheia.

Tabela 18 - Comparagéo das concentragdes estrégenos fecais de fémeas de peixe-
boi da Amazénia nas diversa fases do ciclo hidrolégico da bacia dos

rios amazonicos, através do teste de comparagao multipla de médias
Turkey-Kramer

Comparagéo Diferenga entre médias q Valor de p
Cheia vs Vazante 153,66 4236 P<0,05
Cheia vs Seca 184,98 - 5,099 P<0,05
Cheia vs Enchente 178,96 4,933 P<0,05
Vazante vs Seca 31,31 0,863 P>0,05
Vazante vs Enchente 25,29 0,697 P>0,05
Seca vs Enchente 6,02 0,166 P>0,05

Diferenga Diferenga entre médias Intervalo de Confianga de 95%

De Para

Cheia - Vazante 153,66 1,34 305,98
Cheia - Seca 184,98 32,66 337,29
Cheia - Enchente 178,96 26,64 331,27
Vazante - Seca 31,31 -121,00 183,63
Vazante - Enchente 25,29 -127,02 177 .61
Seca - Enchente 6,02 -158,34 146,29

Se o valor de q for maior que 4.199 entéo o valor de p sera menor que 0.05.
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Figura 16 - Influéncia do ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazénica (Missobes-
Tefé, altura em metros) sobre as concentracdes médias semanais de
estrogenos fecais (E2 pg/g fezes secas) de fémeas de peixe-boi da
Amazonia (Trichechus inunguis), mantidas em cativeiro

Para avaliag&o geral do efeito do regime de aguas sobre a atividade luteinica
das fémeas de peixe-boi mantidas em cativeiro, foi realizada uma média + EPM para
cada estacdo, para as fémeas Miri, Aira, Cunhatai, Camb4, excluimos as fémeas
Boo e Tukano, pois estas apresentavam quadros fisioldégicos particulares, como

demonstrado na tabela 19 e figura 17.
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Tabela 19 - Concentragdes médias de progestinas fecais de fémeas de peixe-boi da
Amazdnia (Trichechus inunguis), nas diversas fases do ciclo hidrolégico
dos rios da bacia Amazénica

Ciclo Hidrolégico
Progestinas (ng/g fezes secas)

Animais Cheia Vazante Seca Enchente
Aira 17,934 12615 12,468 15,055
Camba 23230 26,624 22335 39723
Cunhatai 10,893 32309 45185 24,961
Miri 21,565 12,138 12,071 13,115
Média 18,405 20,922 23,015 23,213
EP 2,235 4,139 6,338 4,967

Observando a tabela 19, ndo é possivel afirmar descritivamente se a

diferenca das médias de progestinas fecais entre as diferentes fases do ciclo

hidrolégico € significativa. No teste de comparago muiltipla de médias Turkey-

Kramer, o valor de p foi de 0,9249, ndo existindo diferenca entre estas fases,

comprovando que o regime de aguas nao influenciou nos niveis de progestinas

fecais das fémeas de peixe-boi em estudo.

As médias semanais das concentragcdes de progestinas fecais foram

distribuidas em um grafico com as médias semanais de profundidade do Lago das

Missdes (Tefé-AM), e observou-se que apesar das fases do ciclo hidrolégico ndo

diferirem, como demonstrado acima, pode-se visualizar a existéncia de elevagbes no

terco final da cheia e no tergo inicial da enchente (Figura 17).



" Resultados

-
»

—
>
L

ki

L\
}

]

-
o
t

Enchente

_f ‘_

o]
L

il R SR TR 1

Nivel da agua (metros)

-.; i

RSN e 1 i Ml

Il

i
_.
:-
f

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 485052 1 3 5
Semana

RS NAN
| s o

| == Nieis da Agua ——P4 |

9

Figura 17 - Influéncia do ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazénica (Lago das
MissGes - Tefé, profundidade em metros) sobre as concentragdes
médias semanais de progestinas fecais (P4 ng/g fezes secas) de fémeas
de peixe-boi da Amazdnia (Trichechus inunguis), mantidas em cativeiro

Para avaliar as diferencas da atividade folicular e luteinica da fémea Tukano,
em lactac@o, entre as diversas fases do ciclo hidrolégico, aplicou-se o teste de
comparagdo multipla de médias Turkey-Kramer, e demonstrou-se que a
concentracdes dos estrégenos fecais foram superiores na cheia quando comparado

com as demais fases (Tabela 20), porém n&o houve diferenca estatistica entre as

concentragOes de progestinas (p =0,2995).

P4 (ng/g fezes secas)
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Tabela 20 - Comparagéo das concentragdes estrégenos fecais da fémea de peixe-
boi da Amazbnia Tukano, nas diversa fases do ciclo hidrolégico da
bacia dos rios amazonicos, através do teste de comparag¢do multipla de
médias Turkey-Kramer

Comparacdo Diferenga entre médias q Valor de p
Cheia vs Vazante 89,467 3,766 P<0,05
Cheia vs Seca 131,21 6,300 P<0,001
Cheia vs Enchente 64,349 4,055 P<0,05
Vazante vs Seca 41,738 1,451 P>0,05
Vazante vs Enchente -25,119 0,988 P>0,05
Seca vs Enchente -66,856 2,495 P>0,05

Diferencga Diferenca entre médias Intervalo de Confianga de 95%

De Para

Cheia - Vazante 89,467 1,160 305,98
Cheia - Seca 131,21 53,794 337,29
Cheia - Enchente 64,349 5,356 331,27
Vazante - Seca 41,738 65,204 183,63
Vazante - Enchente 25,119 -119,59 177,61
Seca - Enchente -66,856 -151,23 146,29

*Se o valor de q for maior que 3.717 entéo o valor de p sera menor que 0.05.
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6 DISCUSSAO

O objetivo principal deste trabalho foi 0 de avaliar a fungdo reprodutiva de
fémeas de peixe-boi da Amazénia mantidas em cativeiro, relacionada a atividade
ovariana, por meio da extracdo e quantificagdo de progestinas e estrogenos
fecais,proporcionando uma avaliagdo longitudinal e n&o-invasiva. Este tipo de
abordagem foi realizada com o peixe-boi da Flérida (LARKIN, 2000) e em inlimeras
outras espécies de animais (BROWN, et al., 1996; LASLEY; KIRKPATRICK, 1991:
ROLLAND, et al., 2002; SAFAR-HERMANN, et al., 1987, SCHWARZENBERGER,
FRANCKE; GOLTENBOTH, 1993; SCHWARZENBERGER et al, 1996,
SCHWARZENBERGER et al., 1999; SHIDELER et al., 1993; VELLOSO et al., 1998).

O protocolo de extragéo foi determinado aliando eficiéncia, praticidade
e baixo custo., em relagéo ao protocolo de extragdo desenvolvido por Larkin (2000),
para os peixes-bois da Flérida. Com base nos resultados obtidos neste experimento,
o conjunto diagnéstico comercial (DPC Medlab®) foi validado de forma satisfatoria
(Figuras 7 e 8) para o uso em extratos de fezes em fémeas de peixe-boi da
Amazdnia assim como para outros animais (GRAHAM; BROWN, 1996, MORATO,
2001, VIAU, 2003).

A avaliagdo longitudinal da fungéo reprodutiva foi baseada nas flutuacdes das
progestinas e estrogenos fecais, indicando periodos de atividade luteinica e folicular:
no historico reprodutivo e nas possiveis alteragdes relacionadas com os manejos
realizados pela instituicdo mantenedora. '

Apesar de mantidas em cativeiro por varios anos, foi possivel observar, com a
excegdo das fémeas Boo e TuKano, que a atividade folicular de todas as outras

fémeas analisadas coincidiu com o final do periodo de cheia do ciclo hidroldgico dos
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rios da bacia amazdnica, como demonstrado na tabela 18 e figura 16. Por outro

lado, a atividade luteinica ndo apresentou diferenga estatistica, porém graficamente
nota-se uma elevagéo importante no terco final da cheia, niveis elevados aparentes
na estagdo da vazante e seca inicial da enchente (Tabela 14 e Figura 17). Estas
elevagdes das progestinas fecais durante a estacéo da vazante, seca e enchente
pode ser devido a presenga de corpos [lUteos persistentes. Rodrigues (2002)
encontrou em uma fémea de peixe-boi da Amazonia de seis anos treze foliculos de
Graaf no ovario direito e um corpo hemorréagico. Marmontel (1995) cita que na
gestac@o do peixe-boi da Flérida foi encontrado uma média de 36,3 corpos liteos.
Deste modo estudos sobre o recrutamento e dinadmica folicular se fazem necessarios
para melhor compreensao deste processo. /

Esta aparente sincronizagdo pode ser causada pelas condigdes 6timas de
alimentagdo existente na época da cheia, promovendo ovacﬁmulo de gordura, e
propiciando um estado fisiolégico em que a fémea consiga ciclar e manter uma
gestacdo em condicdes limitadas de alimentagdo (BEST, 1982, 1983). A
sazonalidade pode ser controlada pela disponibilidade de alimentos, uma vez que o
processo reprodutiva possui um custo energético alto. (BRONSON, 1988). Em
peixes-bois da Florida Larkin (2000) observou dois picos reprodutivos anuais,
relacionados disponibilidade de alimento e acesso ao estuario e agua doce. Marsh,
1995, relata que o pico de nascimentos de dugongos também esta relacionada com
a disponibilidade de alimentos. Katugaha, Silva e Santiapillai (1999) reportam que
nas duas espécies de elefantes, mesmo sendo animais poliéstricos, concentram o
periodo de nascimentos a condigdes ambientais favoraveis. Outras espécies, como
as baleias, golfinhos e pinipides apresentam estagbGes de atividade e inatividade

reprodutiva (BOYD; LOCKYER; MARSH, 1999), esta concentragdo da atividade
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reprodutiva se expressa quando existe vantagem energética ou fisiolégica, como a
disponibilidade de alimentos, fotoperiodo, chuvas, entre outros fatores. Porém &
necessario considerar que cada uma das fémeas de peixe-boi analisadas neste
estudo, possuiu um perfil enddcrino Unico, pois fatores individuais como a interagao
social, histérico reprodutivo, resposta ao manejo e ao estresse de cativeiro atuaram
de forma individual.

Valores de estrogenos fecais das fémeas de peixe-boi da Amaz6énia em
estudo, mantiveram-se elevados de 5 a 8 dias consecutivos (média = 6,4 + 0,45
dias), caracterizando o periodo de estro. E o ciclo estral foi de 20 a 27 dias ( média =
22,49 + 1,26 dias). O ciclo estral do peixe-boi da Amazdnia aproxima-se do peixe-
boi da Flérida que possui um ciclo estral de 28 a 42 dias (LARKIN, 2000), e de
outros herbivoros de grande porte como a vaca que possui um ciclo estral de 21 dias
(JAINUDEEN; HAFEZ, 1995) e da égua de 19 a 22 dias (HAFEZ, 1995). Porém é
quase um quarto da duragdo quando comparamos com o ciclo estral dos elefantes
que € aproximadamente de 100 dias (BROWN et al., 1991).

A fémea Tukano (Figura 15) apresentou concentragdes dos estrégenos fecais
superiores na fase cheia quando comparado com as demais fases (Tabela 20),
porém ndo houve diferenga estatistica entre as concentragdes de progestinas (p
=0,2995). Esta fémea mesmo em lactagdo apresentou as flutuagdes hormonais
semelhantes as quatro fémeas avaliadas para sazonalidade, porém com
concentragbes inferiores quando em relacdo as outras fémeas avaliadas para
sazonalidade. Lopez, Satter e Witbank' (2004), estudando vacas leiteiras relataram
que a secregdo de estradiol ndo é inibida durante a lactagdo, explicando a flutuagao

dos estrégenos fecais entre as fases do ciclo hidrolégico.
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A fémea Boo apresentou um quadro endécrino particular, pois no inicio do
experimento (7/03/02) até o dia 1/7/02, ficou isolada em um tanque intermediario,
com dimensdes reduzidas, amamentando dois filhotes adotivos, Manads e Tapajos.
Neste periodo as concentragbes de progestinas e estrégenos fecais foram
sensiveimente menores quando comparados apds a transferéncia para o Tanque 3.
Algumas hipéteses podem explicar este evento fisiolégico nesta fémea, como por
exemplo estresse e a lactacgo.

E bem conhecido o efeito negativo do estresse sobre o desempenho
reprodutivo, e que pode alterar os eventos hormonais e modificar a habilidade dos
animais em expressar o ciclo estral normal (VARLEY, 1991), mas os exatos
mecanismos que controlam esse efeito ndo estdo bem esclarecidos (RAZDAN et al.,
2001). Estressores ambientais (manejo, interagéo social, temperatura, condi¢cbes das
instalagdes) aumentam a secregdo enddgena de hormoénio adrenocorticotréfico
(ACTH), que estimula a adrenal a produzir cortisol e ésteréides sexuais, 0s quais
inibem ou alteram a secregéo de horménios gonadotréficos, causando problemas de
infertilidade ou baixa eficiéncia reprodutiva (FERIN, 1999; HENNSSY; WILLIAMSON,
1983; TSUMA et al., 1996; TSUMA et al., 1998).

Varios estudos tém evidenciado que as alteracdes hormonais, devido ao
estresse crénico, causam problemas fisioldgicos reprodutivos, tais como anestro,
ciclo estral irregular, cistos ovariano, puberdade tardia, mortalidade embrionaria,
baixa taxa de ovulagdo (BARD et al,- 1982, HENNSSY; WILLIAMSON, 1983,
HJOLLUND et al, 1999; LOPEZ-CALDERON et al., 1990; TSUMA et al., 1991:
VARLEY, 1991).

Os horménios liberados em resposta ao estresse alteram as fungdes

reprodutivas pelos trés niveis do eixo hipotalamo — hipéfise - génada: no hipotalamo,
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ocorre a inibigdo da secregéo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), na
hipéfise, ocorre alteragdo na liberagéo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do
horménio luteinizante (LH), apés a interferéncia com a liberagdo de GnRH, e
finalmente ocorre o reflexo final nas gonadas alteragdo na liberagéo dos ester6ides
sexuais (RIVIER; RIVEST 1991),. O estimulo da adrenal induzido pelo estresse pode
inibir a onda pré-ovulatéria de GnRH-LH (DOBSON, et al. 2003). Em estudos com
ratos machos Lopez-Calderon et al. (1990) verificaram uma supressao na liberagéo
do LH e do FSH, devido & uma condicdo de estresse cronico. Outras evidéncias
relacionadas ao efeito supressor dos glicocorticoides, vasopressina, ACTH, opioides
e CRH sobre a secrecdo das gonadotrofinas também foi verificado em outras
espécies (DOBSON; SMITH, 1995, FERIN, 1993; MOBERG, 1991, RIVEST; RIVIER,
1995). Talvez os glicocorticoides exergam um efeito inibitério sobre a secre¢do dos
esterdides pelas gbnadas e altere a sensibilidade dos tecidos alvo para os
esterdides sexuais (MAGIAKOU et al., 1997). Outros neurotransmissores podem
estar envolvidos na resposta ao estresse, interferindo de maneira crucial no controle
hipotalamico da secregéo de GnRH nas diferentes fases reprodutivas. Alguns podem
ser estimulantes como a noradrenalina e o neuropeptideo Y entretanto outros
possuem um efeito inibitorio, como os opioides e © acido gama-amino-butirico
(DOBSON et al., 2003)

Wolfle (2000), ressalta a importancia de recintos adequados, com dimensdes
apropriadas para diminuigdo do estresse de cativeiro. Os fatores psicobiolégicos
devem ser levados em conta na aval}agéo da fertilidade (HJOLLUND et al.,1999,
FERIN, 1999). Além disto praticas de enriquecimento dos recintos e tanques podem

diminuir o estresse crénico causado pela monotonia de um recinto ou tanque. Esta
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pratica pode reduzir o efeito inibitério dos horménios relacionados ao estresse sobre
0 eixo hipotalamo-hipéfise-génada (CARLSTEAD: SHEPHERDSON, 2000).

A partir do momento em que a fémea Boo foi manejada para um tanque com
dimensSes maiores, as concentragbes de progestinas e estrégenos fecais foram
superiores as encontradas no tanque intermediario (Tabelas 14 e 15). Além das
dimensdes fisicas, devem-se considerar as interagGes sociais, pois no tanque menor
ela estava isolada com dois filhotes e no tanque maior passou a ter contato com
duas fémeas e um macho adultos. Mesmo os peixes-bois possuindo periodos curtos
de interagdo social (LARKIN, 2000), estas s@o necessarias, mesmo sendo
transitorias. Larkin (2000) sugere que pode ocorrer supresséo da atividade hormonal
em peixes-bois da Flérida induzidos por fatores relacionados a interagdo social.
Talvez seja necessario um estimulo acustico, ou quimico por feroménios ou a
simples da presenca do macho para que as fémeas de peixe-boi ciclem
normaimente.

A outra hipétese a ser considerada é a questdo da lactagdo, ja que durante
todo o periodo de estudo esta fémea estava em lactagéo. Talvez a reducdo na
concentragéo dos esterdides sexuais fecais sejam o reflexo deste fato, ja que existe
uma correlagdo inversa na produgdo de leite e a secrecdo de estradiol e
consequentemente, na duragdo do estro (LOPEZ, SATTER: WITBANK, 2004). E
possivel due o estagio de lactagdo dos filhotes adotados por Boo explicaria as
concentragbes reduzidas dos estrégenos e progestinas fecais. Considerando que
tanto a mudanga de recinto quanto a 'Iactac;éo podem desencadear alteragdes
fisiologicas importantes e que o acontecimento simultaneo destas duas condigdes,
aliado as alterages hormonais, pode-se afirmar que a fémea Boo apresentou

alteragdes fisiolégicas compativeis a quadro de estresse.
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Nascimento, Da Silva e Oliveira (2004), realizaram quantificagdes de
progesterona plasmatica, e foi observado um pico durante a enchente (17/01/03),
voltando a valores basais em 18 dias, 4/2/03, retomando a valores altos depois de
10 dias (14/2/03), sustentando-se até o dia 3/2/04 quando deu a luz a um filhote
macho em 3/02/04. Este perfil caracterizou um periodo de gestagdo de 351+ 8 dias.

Ao observar as concentragdes de progestinas fecais do inicio do periodo de
gestac&o, verificamos que os valores permanecem basais, sugerindo que proporgéo
das progestinas excretadas nas fezes durante a gestacéo sé&o muito baixas; ou que
o conjunto comercial de radioimunoensaio utilizado nao foi eficiente para determinar
as progestinas mais representativas durante o inicio da gestacéo. Schwarzenberger
et al (2000), relatam que na gestagdo do rinoceronte indiano (Rhinocerus unicomis),
os niveis de pregnanes excretados nas fezes aumentam apds o terceiro més de
gestagdo. Talvez 0 mesmo ocorra nas fémeas de peixe-boi, pois para correta
avaliagdo seria necessdrio a andlise de todas as fases da gestacdo e a
determinagdo das progestinas encontradas em cada uma das fases.

Embora a resolugéo escala por minuto/hora seja perdida, a analise n3o invasiva
de horménios fecais ou presentes na urina é efetivo na definicdo e na monitoragéo
durante longos periodos de eventos reprodutivos (MOREIRA, 2001).

Estudos com elefantes indicaram que concentragdes baixas de progestinas
fecais, € devido a presenga de outras progestinas nido quantificadas que sao
biosintetizadas e secretadas pelo corpo liteo das fémeas.(HEISTERMANN et al,
1997; HODGES et al, 1997) Estes autores descobriram metabdlitos reduzidos do 5a.,
como Sa-pregnane-3,20 dione (5a-DHP) e o 5a-pregnane-3-0l-20-one (5a-P-3-OH),
sendo a maior concentragdo de progestinas circulantes. Estes metabdlitos possuem

baixa reagdo cruzada com os conjuntos diagndsticos comerciais disponiveis,
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explicando entdo a baixa concentragdo das progestinas. As mesmas progestinas de
fémeas de elefantes foram consideradas importantes por Greyling; Aarde; Potgieter
(1997, 1998); Niemuller; Shaw; Hodges (1993), Hodges et al (1994), Hodges et al
(1998), Dehnhard et al. (2001), em estudos de ciclo estral, de fungdo luteinica, de
receptores de progesterona endometriais. Talvez as fémeas de peixe-boi da
Amazdnia apresentem metabodlitos de progesterona excretados nas fezes
semelhantes as fémeas de elefantes. Desta forma o conjunto diagnéstico comercial
em fase solida (DPC MEDLAB ®) utilizado para quantificagédo de progesterona, n&o
se demonstra adequado, pois possui baixa reagdo cruzada com estes metabdlitos
(Anexo 1). Larkin (2000), obteve resultados semelhantes ao quantificar as
progestinas das fezes de peixe-boi da Flérida, poréem utilizando um conjunto
diagnéstico comercial duplo anticorpo para quantificagédo de progesterona (ICN ®).
Deste modo, seria ideal a realizagdo de um estudo para se determinar as vias
de metabolizacdo e excre¢do em peixes-bois, bem como a proporgéo destes
metabélitos excretados nas fezes versus urina, administrando estradiol e
progesterona radiomarcada, principalmente para o estudo da gestagao nas fémeas
de peixe-boi da Amazdnia. Porém ao se trabalhar com espécies selvagens
ameacadas encontramos limitagdes para conduzir este tipo de estudo. Apesar das
dificuldades, muitos trabalhos foram publicados utilizando a infuséo de esterdides
radiomarcados,como no elefante africano (Loxodonta africana) (WASSER, et al,
1996), rinocerontes de Sumatra (Dicerorhinus sumatrensis) (HEISTERMANN et al,
1998), rinocerontes brancos (Ceratotherium simum) (HINDLE; HODGES, 1990) e
com o cachorro selvagem africano (Lyncaon pictus) (MONFORT et al., 1997). Além
destas espécies ameacgadas, existem outros estudos semelhantes com gato

doméstico (Felis catus) (BROWN et al., 1994), babuinos (Papio cynocephalus)
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(WASSER et al., 1994), e alguns animais domésticos como ovelha, cavalo e porco
(PALME, et al., 1996), entre outros. Larkin (2000) ndo obteve sucesso ao tentar
determinar os metabdlitos de esteréides fecais de peixe-boi da Flérida, apés a
administragdo de progesterona estradiol radiomarcados.

A maioria dos metabdlitos de esterdides fecais excretados s30 nao
conjugados (SCHWARZENBERGER et al. 1996) sendo os estrégenos excretados
principalmente na forma de estrona efou 170 ou 173 estradiol. A maioria das
progestinas fecais excretadas ndo estdo sob a forma de progesterona, mas sim com
S5a - ou 5B - pregnanediona ou pregnanes hidroxillados. Para identificacdo dos
metabdlitos utiliza-se a técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
para posteriormente mensurar a imunorreatividade em ' um ensaio como o
radioimunoensaio (RIE) ou enzimoimunoensaio (EIE).

Este foi o primeiro estudo hormonal longitudinal n&o-invasivo realizado com
fémeas de peixe-boi da Amaz6nia, e servira como uma importante ferramenta nos
programas de reprodugdo desta espécie em cativeiro, e para melhor compreensio

dos eventos fisiolégicos nos animais selvagens.
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7 CONCLUSOES

Nas condigGes em que foi realizado o experimento, podemos concluir que:

Foi possivel realizar uma avaliagdo longitudinal e n&o-invasiva da fungo
reprodutiva de fémeas de peixe-boi da Amazdénia, mantidas em cativeiro,
relacionada a atividade ovariana, por meio da extragdo e quantificacdo de

progestinas e estréogenos fecais.

O protocolo de extragdo de esterdides adaptado deseh\)olvido por
Schwarzenberger et al (1991), utilizando fezes liofilizadas foi mais eficiente
quando comparado as extragbes realizadas com fezes Umidas e com o
protocolo desenvolvido por Brown et al (1994) além de ser prético e ter um

custo reduzido.

Foi validado o conjunto diagnéstico comercial em fase soélida utilizado nos
ensaios hormonais para o uso em extratos fecais de fémeas de peixe-boi da
Amazénia (Trichechus inunguis), pelo método do paralelismo utilizando matriz

integra.

O monitoramento n&o invasivo da fung&o reprodutiva foi eficiente na detecgéo
de eventos reprodutivo como: estro (6,4 + 0,45 dias), ciclo estral (22,49 +

1,26 dias), fase folicular e periodos de elevagbes de progestinas.
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% Mesmo apds varios anos em cativeiro, a atividade folicular coincidiu com o

periodo de cheia do ciclo hidrolégico dos rios da bacia Amazédnica, indicando

uma possivel sazonalidade da atividade reprodutiva.

% A atividade luteinica ndo apresentou diferenca estatistica quando comparadas

entre as fases do ciclo hidrolégico do Amazonas.

K/
L X4

Foi possivel avaliar o efeito de agentes estressores sobre a atividade ovariana

da fémea Boo.
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Anexo

TABELA 21. Metabdlitos dosados no conjunto diagnéstico comercial DPCMediab®.

Progesterona
Coat a Count DPC
% de reacio cruzada Esterbide
100 Progesterona
9,0 5aPregnanediona
34 17a hidroxiprogesterona
32 5B Pregnanediona
22 11-Deoxicorticosterona
0,9 Corticosterona
0,1 Pregnenolona
0,05 5B-pregnane-3a-0i-20-one
0,05 5-pregnane-3B-ol-20-one-sulfato
Estradiol
Coat a Count DPC
% de reacéo cruzada Esterdide
100 Estradiol 178
10,0 Estrona
0,80 Equilina:
0,58 Sulfato de estrona

023154 ~
... DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO

+¢_JLOADE DE MEDICINA VETERINARIA
£ 700TECNIA DA USP





