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RESuUMO

LucHEsI, L. C. Maturacdo sexual, ciclos reprodutivos e da temperatura no roedor
rabo-de-facho (Trinomys yonenagae, Echimyidae). 2010. 106p. Dissertacdo (Mestrado) —
Instituto de Psicologia — NeC — Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Os ratos-de-espinho sdo abundantes nas florestas Umidas Neotropicais. Trinomys
yonenagae (ROCHA, 1995) constitui uma exce¢do entre as espécies do género por habitar o
campo de dunas fixas da Caatinga, ser colonial e fossorial. Tanto o ambiente seco, como a
socialidade e o habito fossorial podem alterar o padrdo reprodutivo das espécies. Diante do
fato desses roedores serem coloniais, por exemplo, espera-se a influéncia de co-especificos
(fémeas ou machos) no ciclo estral. Estudos-piloto na natureza e em cativeiro mostraram que
a fase de diestro pode ocorrer com a vagina aberta, um fato que merece ser mais investigado,
ja que se considera que a abertura vaginal ocorra somente durante a transigdo da fase proestro-
estro. O objetivo deste trabalho é, portanto, o de estudar aspectos dos ritmos reprodutivos
infradianos (ciclo estral e gestacdo) e circadiano (temperatura corporal) em rabos-de-facho,
mantidos em cativeiro, alojados individualmente, e pareados com fémeas e com machos.
Nesses grupos sdo caracterizados os esfregacos e 0 estado de abertura da vagina, buscando
conhecer aspectos da fisiologia reprodutiva, tais como, a idade de maturidade sexual (cap. 1),
a relacdo entre a fase do ciclo estral e o estado vaginal (cap. 2), e as caracteristicas da
citologia esfoliativa durante a gravidez (cap. 3). Os dados da citologia sdo correlacionados
com o padrdo comportamental durante o acasalamento, caracterizando a existéncia de estro
pos-parto (cap. 3). Analisa-se ainda a distribuicdo de todos os nascimentos ocorridos ao longo
de dez anos. O ritmo de temperatura corporal das fémeas é aferido a partir de
acompanhamento da temperatura retal com uso de termdmetro digital durante 72h (cap. 4).
Embora de maneira geral Trinomys yonenagae siga os padrdes reprodutivos de outros
membros da familia Echimyidae, tais como, gestacdo longa (90d), ninhadas pequenas (média
de 2 filhotes) e maturidade sexual tardia (ao redor dos 90d) é possivel identificar a influéncia
de co-especificos (dominancia entre fémeas) no ciclo estral. Este ciclo parece ser espontaneo,
do tipo poliéstrico, com fases muito curtas de proestro e estro (< 24h). A condi¢do vaginal ndo
é um bom indicativo de atividade reprodutiva (ocorre abertura no diestro e na gravidez); a
presenca do macho ndo garante fecundacdo; também se confirma a ocorréncia de estro pos-
parto, igualmente breve. O comportamento de acasalamento é elaborado, o que € esperado de
espécies com estro curto ou de vida social e subterranea. A distribuicdo dos nascimentos ndo é

sazonal, confirmando dados de campo. Quanto ao ritmo de temperatura corporal, ele é



circadiano com picos noturnos e com relagdo positiva de fase com o ritmo de

atividade/repouso, o que segue o padrao geral de roedores.

Palavras-chave: estro pos-parto; gestacdo; paleodeserto da Caatinga; ritmo circadiano de

temperatura; Trinomys yonenagae



ABSTRACT

LUCHESI, L. C. Sexual maturity, reproductive cycles and the temperature in the
torch-tail rodent (Trinomys yonenagae, Echimyidae). 2010. 106p. Dissertagdo (Master) —
Instituto de Psicologia — NeC — Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Spiny rats are among the most numerous group of mammals in Neotropical
rainforests. Trinomys yonenagae (ROCHA, 1995) is an exception because it is colonial,
fossorial and inhabits the semiarid Caatinga. The dry environment and the underground and
colonial life styles are known to affect reproductive patterns. So it is expected, for example,
that social life may influence the estrous cycle especially through the presence of conspecific
(females and males). It is considered that vaginal opening occurs only during the estrus.
Previous field studies or in captivity have shown the unexpected occurrence of vaginal
opening and diestrus, a fact that deserves further investigation. The aim of this work is verify
the reproductive infradian rhythms (estrous cycle and pregnancy) and the circadian body
temperature rhythm, in T. yonenagae kept individually or in pairs (male-female and female-
female) in captivity. In these groups vaginal smears and the presence of the vaginal membrane
is studied aiming to characterize aspects of its reproductive life, such as, the age of sexual
maturity (chapter 1), the relationship between the vaginal opening and the phase of the estrous
cycle (chapter 2), and the smear cytology during pregnancy (chapter 3). The cytological data
are correlated with the mating behavioral, characterizing the post-partum estrus (chapter 3).
All birth that occurrence during 10 years are analyzed. The body temperature rhythm is
measured during 72h by rectal temperature with a digital thermometer (chapter 4). Although
Trinomys yonenagae follows the reproductive patterns of other members of Echimyidae, such
as prolonged gestation( 90d), small sized litter (mean of 2) and delayed sexual maturity
(around 90d), it is possible to identify the influence of conspecifics (female dominance) upon
the estrous cycle. This cycle seems to be spontaneous, poliestric, having very short proestrus
and estrus phases (< 24h). The vaginal condition is not a good indicative of the reproductive
status (vaginal opening may occur during the diestrus phase and the pregnancy); the presence
of males does not guarantee pregnancy. We also confirm the occurrence of post-partum
estrus, which is also short-lived. The mating behavior is complex, which is expected in
species were the duration of estrus is short, or in species of social and subterranean life. The
birth distribution is non seasonal, which is in agreement with field data. The body temperature
rhythmicity is circadian with peaks at night; and shows a positive phase relationship with the
rest/activity rhythm, both cycles follow the pattern known for other nocturnal rodents.

KEY-WORDS: Trinomys yonenagae; post-partum estrus; circadian body temperature rhythm;
gestation, sand dune fields in the Caatinga
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INTRODUCAO

Esta dissertacdo trata do estudo da caracterizacdo temporal de fendmenos fisioldgicos
que sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia das espécies. Aqui, a espécie em
questdo é um roedor que é peca-chave em um ambiente especial da Caatinga, o das dunas da
margem esquerda do Rio S&o Francisco, na Bahia. Serdo abordadas duas questdes pertinentes
para a compreensdo da biologia deste mamifero, que é de pequeno porte e com possiveis

ancestrais de florestas tmidas: a da reprodugdo e a da temperatura corporal.

Trinomys yonenagae: Rodentia (Hystricognathi, Echimyidae)

1.1.1A ordem Rodentia

A ordem Rodentia apresenta mais de 2.000 espécies distribuidas em uma grande
diversidade de familias e géneros, representando uma entre cada quatro espécies de
mamiferos. A ordem esta dividida em subordens segundo critérios anatdmicos. Considerando
as diferencas no arco do zigomatico e no musculo masseter (ver Woob, 1948; WILSON e
REEDER, 2005) ela é dividida em trés subordens: Sciuromorpha (como os esquilos),
Myomorpha (ratos e camundongos) e Hystricomorpha (capivaras e pacas). Seguindo o critério
da mandibula a ordem divide-se em Sciurognathi (esquilos, ratos e camundongos) e
Hystricognathi (paca, cutia). Alguns roedores sdo ainda tanto histricomorfos como
histricognatas (ver MARTIN, 1992). Mais recentemente outras denominacdes tém sido
propostas (ver CARLETON e MUSSER, 2005), mas nesta dissertacdo sera utilizada a
nomenclatura classica, como citada pelos autores da bibliografia.

Os histricognatas encontrados na América do Sul sdo denominados de Caviomorpha
(ver Woob, 1984 e figura 1). Este € um grupo muito diversificado com representantes de
tamanhos variados, desde 7 até 150 cm de comprimento cabega-corpo (ver MACDONALD,

1984). Esse é também considerado o grupo de roedores mais antigo a colonizar a América do



14

Sul, quando esse continente ainda estava isolado das Américas Central e do Norte, 0 que
poderia explicar a presenca de espécies de caviomorfos nos mais diversos ambientes sul
americanos. A colonizacdo é um evento considerado controverso hd mais de 100 anos,
portanto, existem varias teorias a respeito da origem dos caviomorfos neste continente (ver
MARTIN, 1992; LUCKETT & HARTEMBERGUER, 1985, NOwAK, 1999). Alguns de seus
representantes sdo a paca (Agouti paca), a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), a cotia

(Dasyprocta aguti), a cobaia (Cavia porcellus) e o rabo-de-facho (Trinomys yonenagae).

Figura 1 Distribuicdo das principais familias de roedores da América do Sul pertencentes ao
clado Caviomorpha

| o~

@ { - -

Erethizontoldea }’
A

@ Chinchilioidea
\@ Octodontoidea

Cavioidea

N CAVIOMORPHA

Considera-se que os caviomorfos sejam os primeiros roedores a colonizar a América do Sul. A rota em azul representa a
hipétese mais aceita da origem africana dos Caviomorfa. Figura retirada e modificada de Huchon e Douzery, 2001*

1.1.2 Trinomys yonenagae (Rocha, 1995): roedor da Caatinga

Os ratos-de-espinho (Echimyidae) formam o mais abundante grupo de mamiferos ndo-
voadores nas florestas Umidas e a distribuicdo da familia na América do Sul encontra-se na
figura 2 (retirada de MARES & OJEDA, 1982). O grupo é de interesse ja que permite estudos
comparativos de espeécies filogeneticamente proximas, mas que vivem em ambientes distintos

entre si como as florestas neotropicais e a caatinga.

! HucHon, D; Douzery, E. J. P. From the Old World to the New World: A Molecular Chronicle of the
Phylogeny and Biogeography of Hystricognath Rodents. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 20, n. 2,
pp. 238-251, 2001.
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica dos roedores da familia Echimyidae na América do Sul
segundo Mares & Ojeda (1982)

Echimyidae

Inicialmente o rato-de-espinho Trinomys yonenagae (figura 3) foi descrito como
pertencente ao género Proechimys, e subgénero Trinomys por ROCHA, 1995 a partir de
espécimes coletados em 1991, no paleodeserto de dunas fixas localizado na margem oeste do
rio Sdo Francisco, no dominio morfoclimatico da Caatinga (BA) (RODRIGUES, 1991; ROCHA,
1992, 1995). A regido de 7.000 km? abriga uma fauna com altos indices de endemismos
(RODRIGUES, 1996) e presentemente ¢ conhecida como “Area de Preservagio Ambiental das
Dunas e Veredas do Médio Rio Sdo Francisco”, de acordo com o Centro de Recursos
Ambientais da Bahia. Estudos ecolégicos mostraram que a espécie é endémica desses campos
de dunas e a Unica representante de mamiferos de pequeno porte da area (ROCHA, 1992).

Posteriormente a espécie passou a ser denominada Trinomys yonenagae (ROCHA,
1995) quando a monofilia do tAxon Proechimys foi revista e Trinomys foi elevado ao status de

género (LARA et al, 1996; LARA & PATTON, 2000; GALEWISK et al, 2005).
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Figura 3. a) Exemplar de T. yonenagae macho (m=130g); b) Pais com filhotes de T.
yonenagae

“i.-';_, Lih -~
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O género Proechimys predomina na Amazonia e os Trinomys sdo restritos ao leste do

Foto: PCARP/USP

Brasil (GALEWSKI et al, 2005). Considera-se que Trinomys possui trés clados distintos (LARA
& PATTON 2000) que estdo em concordancia com a distribuicdo vegetal, sendo um deles
distribuido ao longo das matas da costa sudeste, um encontrado nas florestas semi-deciduas

internas e o terceiro relacionado a vegetagdo xeérica, ao qual pertence T. yonenagae (figura 4).

Figura 4 Filogenia proposta por Lara & Patton (2000) com os trés clados para 0 género
Trinomys. Trinomys yonenagae estd destacado no clado 2 que tem espécies ligadas a
ambientes com vegetacao xérica
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Hipoteses sobre a histdria evolutiva da Caatinga (V1vo, 1997) indicam que a espécie
T. yonenagae, apesar de viver no semi-arido, provavelmente tem um ancestral de ambiente
florestado Umido, o que é refletido em aspectos de sua fisiologia, como o balanco hidrico, que
em muitos aspectos é semelhante as espécies de mata, diferente do que seria esperado para

espécies de ambientes secos (OLIVEIRA et al 1995; MENDES, 1998; SCHMIDT-NIELSEN, 1964).

1.1.2.1 O ambiente da Caatinga: o paleodeserto a margem oeste do Sdo Francisco

A Caatinga, um bioma brasileiro, localizada na regido nordeste do Brasil, em uma area
de aproximadamente 700 mil Km? sendo uma das trés regides semi-aridas da América do Sul.
E caracterizada por um regime escasso e irregular de chuvas, um alto grau de radiac3o solar, a
mais alta variacdo de temperatura e a mais baixa umidade relativa do ar no Brasil (AB’SABER,
1970; REIs, 1976). As marcacOes ambientais podem ser observadas por dois periodos
distintos: um de chuvas que acontece no verdo entre dezembro e julho, podendo variar de um
a seis meses dependendo da regido e chamado localmente de inverno — e o de seca, que se
inicia em julho e pode durar de sete a onze meses por ano, chamado localmente de verdo
(ROCHA, 1992, ver site IBGE?). A temperatura média anual na regido esta entre os 25°C e
27°C (NEVES, 1999). O dia apresenta-se com aproximadamente 12h de claro e 12h de escuro,
com variacdo ao redor de uma hora de 11h29min a 12h46min de fase de claro, entre o dia
mais curto e mais longo do ano (comunicacdo pessoal Freitas, J. N.S. a partir de dados sobre a
duracdo do primeiro dia de cada més durante um ano).

Na estacdo de chuvas ocorre 0 processo de alimentacdo das sub-bacias hidrogréaficas
da regido, o periodo conhecido como “a chegada do rio” se inicia em dezembro. A partir de

junho ou julho os rios chegam ao término do periodo de correnteza, indicando que apés a

2 Fonte: IBGE. Disponivel em: <ftp://geoftp.ibge.gov.br/mapas/tematicos/mapas_murais/clima.pdf>. Acesso em:
04 mar. 2010. Dados apresentados sdo referentes a cidade de Barra localizado a cerca de 50km, o ponto
metereoldgico mais préximo do campo de dunas onde sdo encontrados 0s espécimes de T. yonenagae.


ftp://geoftp.ibge.gov.br/mapas/tematicos/mapas_murais/clima.pdf
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cessacdo das chuvas ainda hd uma alimentacdo residual das aguas da superficie. Apds este
periodo os rios ndo correm mais pela Caatinga alimentando os lengdis freaticos (AB’SABER,
1974

As dunas de areia onde sdo encontrados os Trinomys yonenagae podem chegar a 100m
em relacdo ao nivel do rio (RODRIGUES, 1991), sendo que as diferengas entre 0s cumes e vales
atingem valores entre 10 e 30m de altura (ROCHA, 1992). O padrao climatico € o da Caatinga,
sendo 0s meses mais secos do ano de abril a outubro (RocHA, 1992). Segundo relatos de
moradores de Xique-xique, cidade localizada a margem direita do rio, 0 més de agosto é o
mais seco (comunicagao pessoal).

A vegetacdo é esparsa e rasteira, formada na sua maior parte por arbustos e arvores de
pequeno porte (1,5m a 2,0m), podendo-se observar frequentemente a presenca de
bromeliaceas e cactaceas proximas as tocas de Trinomys yonenagae (figura 5) (ver ROCHA,

1992).

Figura 5 Em destaque a entrada da toca de T. yonenagae, feita em solo arenoso e com
vegetacdo proxima em que hd predominio de cacticeas e bromeliaceas
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1.1.4. Trinomys yonenagae em estudos de contexto evolutivo

Estudos do balanco de ingestdo, alimentar e hidrico (SPINELLI OLIVEIRA et al, 1995;
MENDES, 1998), e de parametros respiratorios e metabdlicos (BARROS et al, 1998), indicam
que T. yonenagae nao se diferencia marcadamente de outras espécies de Trinomys que
habitam florestas Umidas. Com relagdo a capacidade de concentrar urina T. yonenagae nao
apresenta convergéncia com outros roedores de deserto (SPINELLI OLIVEIRA et al, 1995;
MENDES, 1998, SCHMIDT-NIELSEN, 1964). Tanto T. iheringi (da Mata Atlantica) como o T.
yonenagae apresenta, por exemplo, taxa de metabolismo basal mais baixa do que ratos de
linhagem Wistar (BARROS et al, 1998), o que pode ser considerado uma exaptagdo importante
para a sobrevivéncia de T. yonenagae na Caatinga.

Com relacdo a morfologia, no entanto, ha convergéncia de T. yonenagae com roedores
de deserto: o tamanho do corpo e a massa corporal séo reduzidos, a bula timpéanica é inflada, a
pelagem é criptica (relativamente mais clara), as patas posteriores sdo compridas, e a cauda
alongada apresenta um pincel de pélos na extremidade. Essa ultima caracteristica &
responsavel pelo seu nome popular, rabo-de-facho, e é importante na estabilizacdo da
locomocéo bipede no substrato arenoso (ROCHA, 1992; 1995 Rocha et al, 2007).

Dados de campo descrevem o rabo-de-facho como fossorial (senso HILDEBRAND,
1985): esse roedor € o Unico do género que constroi e mantém galerias relativamente
profundas e extensas onde passa o dia, € durante a noite forrageia no ambiente aberto das
dunas (ROCHA, 1992). Estudos no cativeiro mostram significativas diferencas na fregiiéncia
de cavar, independentemente do sexo, idade e massa corporal dos individuos, assim como
capacidade de enterrar sementes (food hoarding) e depois recupera-las (MARCONATO, 2003).

Do ponto de vista comportamental T. yonenagae também difere de outras espécies

silvicolas do mesmo género e dos Proechimys (FREITAS, 2003, 2008; MANAF, 2000, 2005;



20

MANAF & SPINELLI OLIVEIRA, 2000; MANAF et al, 2003a, 2003b), cujas espécies sdo
consideradas terrestres, solitarias e territoriais (KLEIMAN, 1974; BERGALLO, 1995).

Ainda com relacdo a socialidade os rabos-de-facho apresentam um padrdo agregado de
distribuicdo de adultos nas dunas (ROCHA, 1992; SANTOS, 2004). Estudos em cativeiro
confirmam a existéncia de uma organizacdo comunal caracterizada por um grande repertorio
de comportamentos afiliativos, que inclui cuidado parental e aloparental, e alta tolerancia
intra-especifica com baixa agressividade (MANAF, 2000, 2005; MANAF et al, 2003; MANAF &
SPINELLI OLIVEIRA, 2000; FREITAS et al, 2003). Os dados também indicam um papel social
diferenciado das fémeas, tanto em estudos de campo (SANTOS, 2004; FREITAS et al, 2008)
como em cativeiro (MANAF, 2000; MANAF & SPINELLI OLIVEIRA, 2009).

Em Trinomys ha a presenca de uma complexa glandula anal de cheiro (GC) (MANAF &
SPINELLI OLIVEIRA, 2006; MANAF et al, 2003b). Esta glandula parece ser uma plesiomorfia de
ratos-de-espinho eumisopinos j& que varias espécies do clado (Trinomys albispinus, T.
iheringi, Proechimys cayennensis, Thrichomys apereoides e Clyomys bishop) apresentam uma
GC com caracteristicas morfoldgicas semelhantes as do rabo-de-facho.

T. yonenagae utiliza a comunicacao olfativa pela GC durante interacGes diadicas com
um co-especifico desconhecido, independentemente do sexo, mas ndo durante a exploracdo de
ambiente desconhecido. Esse sinal € parte de uma seqiiéncia de comportamentos afiliativos
envolvidos com o reconhecimento de individuos ou classes de individuos, e com a reducéo da
agressividade (MANAF & SPINELLI OLIVEIRA, 2006; MANAF et al, 2003b).

Diante disso, atualmente T. yonenagae ¢ uma das espécies mais conhecidas entre o0s
equimideos principalmente por ser adequada a estudos da interacdo entre ambiente e
filogenia, possibilitando comparacfes evolutivas com outras espécies proximas de habitat
distinto (BARROS et al, 1998; FREITAS et al, 2003, 2008, 2010; FONSECA, 1998; MANAF, 2000,

2005; MANAF & SPINELLI OLIVEIRA, 2000, 2006, 2009; MANAF et al, 2003a, 2003b;
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MARCOMINI, 2004; MARCOMINI & SPINELLI OLIVEIRA, 2003; MARCONATO, 2003, MENDES,
1998; MONEIA, 2004; RIBEIRO, 2004; ROCHA, 1992, 1995; SPINELLI OLIVEIRA, 2003; SANTOS,
1997, 2004).

Este conjunto de dados a respeito de T. yonenagae permite a elaboracdo de hipdteses
relacionadas a aspectos de importancia para a sobrevivéncia da espécie e que ainda ndo foram
objetos de estudos. A irregularidade climatica é considerada por autores como Mares e
colaboradores (1981) como um fator excludente de selecdo direcional para certas
caracteristicas, como a habilidade de concentrar urina, principalmente para animais de vida
curta. No entanto, dados recolhidos em cativeiro (SPINELLI DE OLIVEIRA € MANAF, em
preparacdo) indicam que T. yonenagae vive mais do que outros roedores de mesmo tamanho,
em um ambiente com estabilidade do ciclo claro-escuro ao longo do ano. A hipotese do
presente trabalho é que a espécie ndo mostraria sazonalidade em seus padrdes ritmicos de
reproducdo, ou seja, que ndo haveria variacdes significativas nas taxas de nascimento ao

longo do ano.

2.1. Os ritmos biologicos

2.1.1 Ritmicidade bioldgica: evolucéo, tipos, osciladores, definicdes e propriedades

A presenca de ciclos é reconhecida desde grupos basais como o das cianobactérias
(KonDo, 2000) e fungos (IwAsaAkl, 2000), até grupos de organismos estruturalmente mais
complexos, como de plantas e animais. A origem desta ritmicidade tem sido analisada a partir
do nivel molecular, e hoje se sabe que ndo ha uma similaridade entre 0s genes responsaveis
por ela nas cianobactérias, fungos e animais. 1sso € uma indicacdo de que os mecanismos de
ritmicidade apareceram de forma independente pelo menos duas vezes nas diferentes formas

de vida (YOUNG, 2000).
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Os eventos fisioldgicos, bioquimicos e comportamentais de origem enddgena, que séo
recorrentes em intervalos definidos de tempo, sdo chamados de ritmos bioldgicos. Esses

ritmos expressam-se como: a) ritmos circadianos, caracterizados por periodo de 24 + 4h

(circa= cerca de; dies= dia), por exemplo, o ritmo de atividade/repouso de duas espécies de

roedores silvestres equimideos (MARCOMINI, 2003); b) ritmos ultradianos, que apresentam

periodo menor de 20h, por exemplo, o padrdo de atividade eletro-encefalico em mamiferos; c)

ritmos infradianos, em que a duracdo é maior de 28h, como o ciclo estral de ratas Wistar

(Rattus norvegicus) que é de quatro a cinco dias (para defini¢cbes ver MOORE-EDE et al. 1982).

Dentre os osciladores de ritmos circadianos nos mamiferos encontram-se os Nucleos
Supra-Quiasmaticos do Hipotalamo (NSQ) (figura 6), e o putativo “Oscilador arrastavel pelo
alimento” ou “FEO” (Food Entrainable Oscillator) (ESCOBAR et al, 1998; Diaz-MURNOz et al,

2000; ver GOLOMBEK et al, 2003; DAVIDSON, 2006).

Figura 6 Localizacdo do nucleo Supraquiasmatico no SNC de Ratus novergicus em destaque

% RAT BRAIN ATLAS

a) Corte frontal; b) corte sagital. Encéfalo de rato destacando o NSQ em vermelho. Figuras retiradas e
destacadas de GROOT, J. De. The rat forebrain in Stereotaxic coordinates, 1959.

O funcionamento coordenado de células, tecidos ou 6rgdos — regido por sistemas de

organizacdo temporal, presentes em todos 0s seres vivos — apresenta ritmicidades que se
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originaram de pressdes seletivas relacionadas aos ciclos geofisicos, e refletem interacbes dos
ambientes externos e internos das diferentes formas de vida, que possibilitaram ajustes
antecipatérios as oscilagcbes ambientais periddicas (PERRY & SPINELLI OLIVEIRA, 2010).
Através dessas interaces com 0 meio externo ocorre o ajuste dos ritmos enddgenos aos
fendmenos ciclicos ambientais, um fenédmeno chamado de arrastamento. Quando oscilacBes
externas sd@o eliminadas, como por exemplo, em condi¢fes experimentais de iluminacéo
constante, ndo se observa o fendmeno de arrastamento e os ritmos biolégicos observados
dessa forma sdo denominados de ritmos em livre-curso (ver MACDONALD, 1995; MARQUES et
al. 2003) o que permite conhecer a periodicidade de um ritmo independente de suas relacdes
com 0 meio externo.

Entre os parametros estimados em cronobiologia, destaca-se ainda a acrofase, que se
refere ao horario de pico de um ciclo circadiano, ajustado por métodos estatisticos a uma
curva senoidal. Por exemplo, no ritmo de atividade/repouso, a acrofase € o horario do dia
onde ocorre 0 pico de atividade.

A periodicidade de um ritmo, ou seja, o intervalo de tempo em que ele leva para
reiniciar é dada pela frequéncia do chamado oscilador, ou de um conjunto de osciladores e, no
ritmo arrastado, a acdo sincronizadora de alteracdes ambientais ciclicas, denominadas
zeitgeber ou sincronizador(es) externo(s) (ASCHOFF, 1951, 1954 apud ROTENBERG et al,
2003). O ciclo claro/escuro é um zeitgeber fético e a rotina de uma sociedade, nas espécies
sociais, € um zeitgeber ndo-fotico ou social (ver MARQUES et al, 2003).

Membros da comunidade com os quais as espécies sociais dividem o tempo e 0 espacgo
influenciam o padrdo de atividade nas relacbes com parceiros sexuais, competidores,
predadores, presas e parasitas (revisao MISTLBERGER & SKENE, 2004). Além de o contato
social fornecer pistas temporais para o desenvolvimento do individuo, ele também contribui

na ontogenia do repertério comportamental de uma dada espécie (VARLINSKA et al, 1999).
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Dado o alto grau de socialidade nos rabos-de-facho espera-se encontrar influencia de

co-especificos nos padrdes ritmicos da reprodugdo nessa espécie em animais alojados juntos.

2.1.2 A cronobiologia de T. yonenagae

2.1.2.1 Padrdo circadiano

Estudos em T. yonenagae mantidos em cativeiro — em condicdes de ciclo C/E 12:12,
luzes acesas as 18h — mostram um claro padréo circadiano de atividade/repouso, apresentando
atividade predominante na fase de escuro e acrofase as 00:36h, sem diferencas significativas
entre 0s sexos (MARCOMINI, 2004, MARCOMINI & SPINELLI OLIVEIRA, 2003). Esses dados
confirmam o padrdo noturno de atividade que é encontrado na maioria dos roedores. No
entanto, a comparacdo com outros equimideos, um filogeneticamente mais proximo
(Trinomys albispinus minor) e outro mais distante (Thrichomys apereoides), indica diferencas
na distribuicdo da atividade, que é intermitente na primeira espécie e bimodal na segunda.

Nos rabos-de-facho foi também possivel observar um alto grau de sincronizacéo, tanto
da atividade como do repouso, 0 que pode indicar a presenca de um zeitgeber social nessa
espécie, ndo excluindo a possibilidade de haver um zeitgeber fético (MARCOMINI & SPINELLI
OLIVEIRA, 2003), uma vez que foi observado um comportamento antecipatdrio de atividade
precedendo a fase de escuro (MARCOMINI, 2004). Como T. yonenagae é também uma espécie
de habitos fossoriais seria esperado um relaxamento da pressdo seletiva de carater fético, o
gue ndo parece ter ocorrido.

Embora seja conhecida a relativa hipotermia de T. yonenagae em condi¢fes normais
(BARROS et al, 1998) considera-se importante caracterizar o padrdo ritmico de sua
temperatura corporal, j& que em mamiferos ele segue uma ritmicidade circadiana. Além disso,

pergunta-se qual é a relagdo temporal entre temperatura corporal e atividade nos rabos—de—
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facho, que vivem em um ambiente cuja temperatura diurna na superficie das dunas alcanca
valores proximos a 60°C, e oscila de 30 a 33°C nas galerias subterraneas (RoCHA, 1992).

2.1.2.2 Padrdo infradiano

O sucesso reprodutivo apresenta estreita ligagdo com a capacidade de sobrevivéncia
das espécies. Especialmente para as fémeas, varios aspectos da reproducdo podem ser
ciclicos: os niveis hormonais, as citologias vaginal, uterina e mamaria, a ovulacao e a abertura
e fechamento vaginal. Também o nascimento de filhotes pode ser sazonal em varias espécies
de mamiferos. Em geral essas ritmicidades séo infradianas, com periodos muito variados. Por
exemplo, a gestacdo em roedores histricomorfos pode ter duracdo média de 53 a 250 dias
(WEIR, 1974).

Existem poucas informacdes sobre a biologia reprodutiva em roedores de vida
subterranea, embora esse aspecto seja de importancia fundamental para todos os organismos.
A maior parte dos estudos trata da reproducdo em espécies da familia Bathyergidae, com
poucos dados referentes a outros clados. Essa lacuna € especialmente critica nos equimideos,
dai a importancia de estudos com espécies dessa familia, como os rabos-de-facho, o que esta
presentemente proposto nesta dissertacéo.

Para o levantamento de hipdteses é importante se salientar que o ambiente fossorial
dificulta o uso do zeitgeber fético, tendo importancia outras pistas temporais como
temperatura, regime de chuvas e dieta para o arrastamento dos ritmos das espécies de vida
subterranea (BENNETT et al 2000). Neste contexto o alto nivel de afiliacdo encontrado no
rabo-de-facho apdia a importancia do zeitgeber social nessa espécie. No ambiente fossorial ha
também o desafio da identificacdo de possiveis parceiros por pistas sensoriais que ndo sejam a
da comunicacdo visual. Nesse aspecto, o rabo-de-facho apresenta alta capacidade de
comunicacdo olfativa (MANAF et al, 2003b) e sonora, inclusive atraves do tamborilar (MANAF

& SPINELLI OLIVEIRA, 2000; NEVES, 2007).
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Também deve ser considerado que nas espécies sociais o tempo de acasalamento dos
roedores de vida subterranea € mais prolongado, provavelmente em decorréncia da seguranca
encontrada nas tocas. Em geral, nesses casos a iniciativa da corte é da fémea (JARVIS, 1991,
BENNETT & JARVIS, 1988b apud BENNETT et al 2000). Como este dois aspectos da biologia
dos rabos-de-facho nao estdo descritos eles também serdo objeto de estudo neste trabalho.

Com relacdo a citologia vaginal estudos-piloto foram conduzidos no campo e em
cativeiro (OLIVEIRA SPINELLI, et al, 1997; MONEIA 2004) com o0 objetivo de iniciar a
caracterizacdo de parametros reprodutivos em fémeas de rabos-de-facho. Os resultados no
campo (OLIVEIRA SPINELLI, et al, 1997) mostraram que todas as fémeas examinadas com a
vagina aberta estavam em diestro e ndo em proestro ou estro, como seria esperado da
literatura da literatura de roedores (STOCKARD & PAPANICOLAU, 1919).

Para varios autores a vagina aberta é indicativa de atividade reprodutiva, ou seja, da
presenca de estro ou proestro (ver WEIR, 1974). Consequentemente, em estudos de ecologia
com acompanhamento de populacGes de roedores no campo, a avaliacdo das condicOes
reprodutivas dos individuos é normalmente feita a partir de evidéncias indiretas, tais como, a
presenca de sinais de lactacdo, de embriGes palpaveis, palpacdo dos testiculos e o critério
“grau de abertura da vagina”. Considera-se, portanto, que face aos resultados obtidos até o
momento € necessario aprofundar o estudo da condicdo vaginal nos rabos-de-facho em
situacOes experimentais controladas e suas relacdes com o ambiente e/ou individuos.

Os dados obtidos em cativeiro com amostragem aleatdria indicam que a atividade
ciclica é espontanea; o padréo € do tipo poliéstrico com as quatro fases; sendo o diestro a fase
de maior duracdo; a cdpula parece acontecer no proestro; a presenca do macho nao assegura a
gravidez. Finalmente, é necessario ter cautela na utilizacdo da abertura da membrana vaginal

como indicativo de atividade reprodutiva até que sejam realizados estudos complementares
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com amostras feitas em intervalos regulares e ao longo do ano (SPINELLI OLIVEIRA et al,

2007).

OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho sdo, portanto, de estudar em cativeiro aspectos da
cronobiologia da reproducdo de fémeas de T. yonenagae, de maneira a caracterizar a
periodicidade do ciclo estral e identificar possiveis influéncias de co-especificos; identificar a
idade de maturidade sexual; caracterizar o padrdo comportamental de fémeas e machos no
acasalamento; aprofundar os conhecimentos no padrdo de gestacdo nesta espécie e

caracterizar o ciclo de temperatura corporal, ainda desconhecido.

MATERIAL E METODOS
4.1 Animais
Sdo estudados 72 individuos adultos e filhotes de T. yonenagae sendo, 49 fémeas e
22 machos. Destes, 67 sdo nascidos no Biotério de Roedores Silvestres (LECO) da FFCLRP-
USP, de pais que foram coletados no paleodeserto de dunas fixas, Ibiraba, BA (10°48'S,

42°50'W) (licenca IBAMA n. 129/98) e cinco deles coletados nessa mesma localidade.

4.1.1 Manutencéo dos animais

Os animais sdo mantidos e estudados em salas isoladas da influéncia luminosa
ambiental, relativamente livres de ruidos externos, no Biotério de Roedores Silvestres, que
conta com sistema de renovacdo de ar (Springer, Carrier modelo Slit, on a cada 6h),
temperatura controlada (24,0 + 2,0 °C), ciclo claro — escuro invertido (12h E: 12h C), luzes
acesas as 02:00h, e luminosidade de 130 (Claro) e trés Lux (Escuro). A alimentacdo consiste

de racdo para roedores (Nuvilab CR-1 para ratos e camundongos, Nuvital Nutrientes Ltda.,
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Brasil) e 4gua ad libitum, complementada semanalmente com vitamina oral (Hemolitan Pet,
Vetnil Ind. Com. de Produtos Veterinarios LTDA, Brasil; também vitamina C — Vitavet C
Vetnil Ind. Com. de Produtos Veterinarios LTDA, Brasil) e/ou racdo para papagaios
(Nutripassaros, Eburneo & Monteiro Com. LTDA, Brasil), sementes de girassol e frutas
frescas da estacéo.

O acondicionamento dos animais é feito em caixas de propileno tamanho-padréo
(30x40x16cm) ou em gaiolas do tipo duna (38x64x29cm Ferplast Pet Products, Italia), no
caso dos casais, forradas com dois centimetros de maravalha. A limpeza e pesagens sao feitas

semanalmente pelo mesmo individuo.

4.1.3 Grupos experimentais
As fémeas adultas foram divididas em diferentes grupos experimentais. O
detalhamento sera apresentado no inicio de cada capitulo da forma como se segue.
I- Idade da abertura vaginal (AV) n=9
I1- Ciclo estral e estado vaginal (EV) n=26
I11- Gestacdo e acasalamento n=14

IV - Temperatura corporal n=16

4.2 Andlise estatistica

Todos os procedimentos estatisticos foram efetuados através do programa “SPSS”
(versdo 12.0) e o nivel de significancia (o) adotado é de 5% (ver ZAR, 1996).

A anélise do padrao do ritmo de temperatura corporal foi feita pelo ajuste dos dados a
uma curva co-seno através do software Cossana (BENEDITO-SILVA, 1996). Os horarios
apresentados referem-se ao horario do Zeitgeber (ciclo claro-escuro do Biotério) assim Oh ZT

corresponde ao inicio da fase de claro (02:00h) e 12h ZT ao inicio da fase de escuro (14:00h).
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CAPITULO | - IDADE DA ABERTURA VAGINAL EM TRINOMYS YONENAGAE

1.1 Introducéo

Em mamiferos é possivel observar uma membrana vaginal que mantém o orificio
fechado até a puberdade e durante o periodo ndo reprodutivo. Esta membrana foi
primeiramente apontada por Gallois (1812) e mais tarde descrita por Stockard e Papanicolau
(1919) em Cavia porcellus, um roedor caviomorfo, sendo denominada por esses autores de
vaginal closure membrane.

Em vérias espécies de histricomorfos, grupo que inclui os caviomorfos da América do
Sul, esta membrana parece se romper imediatamente antes ou durante o primeiro periodo do
estro e pouco antes do parto, em fémeas gravidas (WEIR, 1974). Nesse sentido, 0 momento do
primeiro episddio de abertura vaginal (AV) também € tido como o inicio da puberdade em
varias espécies de mamiferos, incluindo os histricomorfos. Weir (1973b) relatou a presenca da
membrana vaginal no roedor equimideo Proechimys guairae que fecha completamente o
orificio vaginal e so se apresenta perfurada no periodo de estro ou no parto.

Entre os pesquisadores de campo, como em Bergallo (1995), a membrana representa
um pardmetro importante para a classificacdo do estado reprodutivo das espécies.

Ojeda e colaboradores (1984) estudando a puberdade em ratas da linhagem Wistar, um
murideo, roedor filogeneticamente distante dos caviomorfos, descreveu a presenca de
membrana vaginal que mantém o orificio vaginal fechado até o momento em que atingem a
puberdade (30-35 dias de vida) marcada também pelo primeiro episodio de estro. Nesses
roedores ap06s o evento de AV a vagina permanece constantemente aberta.

A constituicdo desta membrana ¢ muito varidvel podendo ser desde uma secrecao
mucosa até a formacdo de um tecido que fecha todo o orificio vaginal. Kelly e colaboradores
(1927, apud Weir, 1974) estudando a constituicdo da membrana vaginal em Cavia porcellus

relataram que esta € uma camada de tecido conjuntivo que fecha completamente o orificio
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vaginal. Em Octodon degus esta membrana é fragil e se rompe facilmente quando sofre
pressdo (WEIR, 1974) podendo se tornar parcialmente perfurada durante o ciclo e fechando
novamente até que se abra em um episédio de estro.

O periodo em que o orificio vaginal permanece aberto varia entre as diferentes
espécies, podendo permanecer aberto apenas por algumas horas ou por até 13 dias
consecutivos, como em Lagostomus maximus (WEIR, 1974); e tem relagdo direta com a
duracdo do ciclo estral. Essa membrana apesar de conhecida hd mais de um século nédo é
muito estudada e sua relagdo com o ciclo reprodutivo em muitas espécies ainda necessita de

maiores esclarecimentos.

1.2 Objetivos
O objetivo desde experimento é identificar a idade em que ocorre 0 1° episodio de
abertura vaginal no roedor Caviomorpha Trinomys yonenagae, o que pode ser usado como um

indicador do inicio da maturidade sexual.

1.3. Material e Métodos
1.3.1 Animais
Nove fémeas de Trinomys yonenagae que nasceram no Biotério de Roedores

Silvestres (LECO) da FFCLRP-USP. A descricao dos animais encontra-se no Anexo 1.

1.3.2 Manutencao dos animais

Todos os filhotes de uma mesma ninhada foram alojados juntamente com 0s pais em
gaiolas do tipo duna até os trés meses de vida quando foram separados. As fémeas foram
entdo alojadas em caixas individuais de propileno tamanho-padrdo em sala livre da influéncia

dos machos.
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1.3.3 Procedimento e equipamentos do acompanhamento da maturidade sexual

As observagOes do estado vaginal ocorreram a partir do 20° dia de vida, quando as
fémeas ainda estavam alojadas com os pais, até 0 momento do 1° evento de abertura vaginal
(AV). As observagdes ocorreram em intervalos de dois a sete dias e seguiram procedimentos
estabelecidos anteriormente pelo laboratério (OLIVEIRA SPINELLI, 1997; SPINELLI et al, 2007).
A fémea era colocada em um tubo de plastico e imobilizada pela mao da pesquisadora que
segurava a cauda, por entre os dedos indicador e médio, 0 que expde a regido genital por uma
das extremidades do tubo. Em seguida era aplicada uma pressdo sobre a papila genital
verificando se ocorria ou ndo a AV. O estado vaginal era classificado de acordo com os
critérios da tabela 1.1, e em seguida anotado em uma planilha. Em parte das fémeas (n=3) foi
feito o esfregaco vaginal no momento da verificacdo da AV (selada ou aberta propriamente

dita).

Tabela 1.1: Classificacdo dos estados vaginais das fémeas de Trinomys yonenagae em
cativeiro

Estado vaginal Cdédigo Descricdo

Orificio vaginal visivel em qualquer grau de abertura

Aberta A

(desde pontual a total)

Orificio vaginal coberto por uma secrecdo mucosa que se
Selada S ) N

rompe ao se aplicar pressdo

Orificio vaginal obliterado por membrana e que permanece
Fechada F

fechado mesmo sob pressédo

1.3.4 Andlise estatistica
A média da idade em que ocorreu o primeiro episddio de abertura vaginal foi obtida a
partir dos dados individuais de cada fémea e um grafico de dispersdo é apresentado para

representa-las segundo Zar (1996).
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1.4. Resultados

O reconhecimento do sexo em T. yonenagae recém nascidos é feito pela distancia
entre a papila genital, muito pronunciada nessa espécie, e o orificio anal. Em fémeas esta
distancia é significantemente menor do que em machos; a vagina encontra-se totalmente
fechada e é imperceptivel ao olho nu (figura 1.1). A aparéncia da regido vaginal é de

continuidade com a da papila, ou seja, é glabra e rosea.

Figura 1.1. Fémea de Trinomys yonenagae com o orificio vaginal fechado (VF)

Este estado permanece até que € possivel observar uma depressdo longitudinal de
cinco mm, no maximo, que com o passar do tempo torna-se mais visivel, até 0 momento da
sua ruptura pelo toque, o que caracteriza 0 estado de AV. Em 89% das fémeas houve
coincidéncia da ruptura com a producdo de muco, ou seja, essas fémeas apresentaram o estado
de vagina selada. Somente em uma Unica fémea a AV pode ser caracterizada como “aberta”
no momento da verificacdo. A partir dai as fémeas ndo mostram um padrdo regular do estado
vaginal, que pode variar entre aberto, fechado e selado, como seré tratado no capitulo 2.

Nas fémeas em que o esfregaco pode ser coletado em seguida a verificacdo da abertura

a fase do ciclo era de diestro.
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Na figura 1.2 observa-se que a maioria das fémeas dessa espécie apresenta AV por
volta dos trés meses de vida (92,0 £17,7 dias), ou seja, seis fémeas tiveram a primeira
ocorréncia de AV entre 0s 90 e 100 dias e as outras trés fora desse periodo. Uma delas foi a
fémea a abrir mais cedo e que estava com 61 dias de vida, ainda alojada com os pais. A mais
velha estava com 121 dias de vida, ja alojada em gaiola individual e em sala livre da
influéncia de machos. A terceira fémea a apresentar AV fora do periodo dos trés meses de
vida estava com 75 dias de vida ainda alojada na gaiola com os pais (Tabela 2 Anexo 1).

Figura 1.2. Idade em que ocorreu a 12 abertura vaginal em fémeas de Trinomys yonenagae
mantidas em cativeiro (n=9). O traco horizontal indica o valor da média.
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1.5. Discussao

Trinomys yonenagae apresenta uma membrana vaginal que parece ser uma
continuacdo do tecido epitelial da papila genital, fechando completamente o orificio vaginal
em recém nascidos e jovens. Os dados mostram que a 1% ocorréncia de abertura vaginal
(selada ou aberta propriamente dita) mostra-se bem variavel, aparecendo entre 61-120 dias de

vida. O valor da média, de trés meses, é semelhante ao encontrado para Proechimys guairae,
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outro membro dos caviomorfos equimideos, no qual a abertura vaginal ocorre aos 95,2 + 7,5
dias (WEIR, 1973b).

Em Octodon degus, membro da superfamilia Octodontoidea, a qual também os
géneros Proechimys e Trinomys pertencem, a maturagao sexual pode ocorrer entre 63 a 180
dias de vida tomando-se a primeira concepgdo como referencial (WEIR, 1974).

Em Cavia aperea, um roedor caviomorfo cavideo, relativamente distante dos
equimideos, a ocorréncia da primeira abertura vaginal € ao redor de 58,6 dias segundo Rood e
Weir (1970). Entretanto, Trillmich (2000) observou que o inicio da vida reprodutiva pode
ocorrer entre 30-40 dias de vida.

A comparacdo entre os caviomorfos sugere que ha bastante variacao entre as espécies
e que a filogenia pode ser um fator determinante do momento da AV, ja que géneros
proximos parecem ter padrdo semelhante.

Em roedores miomorfos como Rattus norvegicus, linhagem Wistar, a AV ocorre por
volta dos 30 dias de vida (OJEDA et al, 1984 e 1985) e esta dissociada da gestacdo. A primeira
gestacdo nesses ratos pode ocorrer ndo concomitante ao primeiro episédio de vagina aberta, ja
que a idade adulta € atingida aos 90 dias de vida, dois meses ap0s a AV.

Em Trinomys yonenagae, o primeiro evento de vagina aberta também parece estar
dissociado da gestacdo, que ocorre ao redor dos 110 dias de vida (ver capitulo 3), um més
apos a idade em que acontece a AV. Embora a amostra seja pequena a coleta do esfregaco
vaginal, revelando a fase de diestro, ndo aponta uma associacdo entre a primeira AV e 0 estro.
O conjunto dos dados indica que nos rabos-de-facho ha uma fase de puberdade que se inicia
com a AV, mas onde o estro/gravidez estdo ausentes.

O momento de AV ¢ considerado o inicio da vida reprodutiva em varias espécies de
mamiferos (WEIR, 1974). Os resultados obtidos no presente trabalho sdo indicio de que a

maturidade sexual ocorre de forma tardia na superfamilia a qual Trinomys pertence, seguindo
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0 padrdo dos Caviomorpha, se comparada a outros roedores da subordem mais estudada, a

Sciurognatha, a qual pertence o murideo Wistar e grande parte dos roedores estudados.
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CAPITULO Il - CICLO ESTRAL E ESTADO VAGINAL EM TRINOMYS YONENAGAE

2.1 Introducao

Uma vez tratado sobre os aspectos relativo a maturidade sexual e da abertura e
fechamento do orificio vaginal passar-se-a ao ciclo estral, propriamente dito.

A alternancia hormonal, morfolégica e comportamental de fémeas ndo antropdides
(NA) é denominada de ciclo estral, e o periodo de receptividade sexual que coincide
aproximadamente com a ovulacdo, é chamado de estro (ver ECKERT, 1998). As fémeas podem
apresentar essa fase reprodutiva de uma vez ao ano (chamado de ciclo estral monoéstrico) a
varias vezes (ciclo poliéstrico). Quando a atividade ciclica € continua as fases sdo
denominadas de diestro, proestro, estro e metaestro (ver item 2.3.3.1) e ha grande variacao
quanto & duracdo de cada fase e do periodo do ciclo entre diferentes espécies. Nos mamiferos
ndo-poliéstricos, que ndo apresentam atividade continua pode ocorrer ainda a fase de anestro,
caracterizada pela involucdo reversivel do aparelho reprodutivo como um todo.

O eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, integrado a outras estruturas limbicas, coordena
estes ciclos reprodutivos. E sabe-se que duracdo do ciclo também € varidvel, estando este sob
influéncia de variagdes ambientais como ciclo claro/escuro e estagdes do ano. Em ratos
Wistar, um murideo, o periodo é de quatro dias e as estacGes ndo parecem ter influéncia direta
sobre o periodo. Em Cavia porcellus, um caviomorfo, assim como Trinomys yonenagae, 0
periodo é de 16 dias (AVERY, 1925; ASDELL, 1964) e de 22 dias em Proechimys guairae
(WEIR, 1973b).

Em roedores, é conhecida a participagdo de osciladores circadianos no controle do
ciclo estral e da sazonalidade reprodutiva. Em camundongos (Mus musculus), a exposicao a
feromdnios do macho arrasta o ciclo estral da fémea. Ocorre também a sincronizacéo do ciclo

estral de fémeas de ratos e hamsters (Mesocricetus spp) quando alojadas juntas.
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As variacGes deste ciclo, ainda podem ser interpretadas como resultado da
sazonalidade na oferta e qualidade do alimento, do fotoperiodo e temperatura ao longo do ano
(BRONSON 1989). Segundo 0 mesmo autor, uma mesma espécie de mamifero pode reproduzir
diferentemente dependendo da latitude, sendo poliéstrica em latitudes baixas e apresentando
uma época definida para a reproducdo em latitudes maiores. Populacdes do roedor africano
Mastomys natalensis apresentam diferencas sexuais nas respostas as condi¢cBes ambientais,
sendo que os machos ficam mais tempo ativos durante o inverno do que as fémeas (BRONNER
et al, 1988). Tobin e colegas (1994) observaram que o rato Rattus rattus, no Havai, apresentou
reproducédo ao longo de todo ano, com pico de capacidade reprodutiva durante 0 més de abril.
Bergallo (1995), estudando duas espécies de roedores da Mata Atlantica filogeneticamente
distantes, verificou que o rato-de-espinho (Proechimys iheringi) tem pico reprodutivo durante
0 verdo, enquanto o cricetideo (Oryzomys intermedius) ndo apresenta esta tendéncia,
reproduzindo ao longo de todo o ano.

O ciclo estral pode ainda ser dividido em dois tipos: espontaneo e induzido. Se a
ovulacdo ocorre independente da presenca ou de qualquer estimulo de um macho, o ciclo €
chamado espontaneo, mas em algumas espécies a ativacdo do corpo lateo depende de sinais
provenientes do macho (ver ECKERT, 1998). O ciclo € dito induzido quando é necessario
algum estimulo provindo do macho para que a ovulacdo aconteca, seja, odorifero, visual
(como a presenca dele), ou mecanico (como a cépula), como o reportado por Touma e
colaboradores (2001) em Cavia aperea (prea).

O estado vaginal, como discutido no capitulo 1 também pode ser usado como um
critério da atividade reprodutiva em trabalhos de campo, considerando-se a vagina perfurada
como indicativo de estro (WEIR, 1974; ver, entre outros, BERGALLO 1995) em algumas
espécies. Considera-se ap0s a copula a vagina € fechada por uma secre¢do que depois dé lugar

a nova membrana que a mantera fechada até o proximo periodo de estro ou pré-parto.
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Uma das metodologias mais usadas na caracterizacdo do ciclo estral € a técnica de
esfregaco vaginal (colpocitologia ou citologia esfoliativa) por ser ndo-invasiva, de alto grau
de confiabilidade e de facil execucdo/custo. Entre os roedores histricognatas, incluindo os
Caviomorpha, esta técnica foi utilizada, por exemplo, por Barbosa e colaboradores (2007)
para caracterizacao das células encontradas em capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) e por
Touma e colaboradores (2001) em preés e cuis.

Ha uma variacdo do padrdo reprodutivo em roedores histricomorfa/histricognatas
(WEIR, 1974), mas estudos prévios realizados neste laboratério (LECO) indicam que a
ovulacdo em Trinomys yonenagae € espontanea (SPINELLI OLIVEIRA et al, 2007; LUCHESI et al

2008).

2.2 Objetivos

Os objetivos deste experimento séo:

Determinar o periodo do ciclo estral e a duracdo das fases das fémeas de T. yonenagae
em trés situacdes experimentais diferentes, fémeas pareadas com fémeas; pareadas com
machos e solitarias. Espera-se que a freqiiéncia de proestro e estro seja maior nas fémeas do
grupo pareado com machos (ver NELSON, 1995);

Verificar a relacdo da presenca ou ndo de membrana vaginal nas diferentes fases do
ciclo nos mesmos grupos experimentais. Tem-se como hipotese que a condicdo de vagina
aberta seja acompanhada da fase de proestro ou estro e que em relacdo as fémeas pareadas
com macho, as fémeas pareadas com fémeas apresentem maior freqiiéncia do estado de

vagina fechada (VF).
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2.3 Material e métodos
2.3.1 Animais:
Foram estudados o ciclo estral e o estado vaginal de 26 fémeas divididas em trés
grupos (descricao dos individuos Anexo 2):
A) Seis duplas de fémeas (n=12), sendo metade formada por irmés de ninhada (duplas 1-
3) e a outra por ndo-irmas (duplas 4-6);
B) Oito fémeas alojadas em gaiolas individuais (n=8);

C) Seis fémeas alojadas em casal com seis machos (n=6).

2.3.2 Manutencéao
Os animais dos grupos A e B foram mantidos em gaiolas individuais de propileno e os
casais do grupo C em gaiolas do tipo duna, em salas de alojamento/experimentacdo em

condicdes descritas na parte introdutoria.

2.3.3 Procedimento e equipamentos dos estudos do ciclo estral

O esfregaco vaginal (EV) foi feito de acordo com protocolos de rotina em nosso

laboratorio (OLIVEIRA SPINELLI, 1997; SPINELLI, 2007). A observacdo do grau de abertura
vaginal (AV) foi feita imediatamente antes do EV por observacdo direta do animal. A
classificacdo do grau de AV e a sua relacdo com o EV, ao longo do tempo, foram realizadas
de acordo com o critério da tabela 1.1 (capitulo 1).

Inicialmente foram feitas coletas em dias intercalados, sempre no mesmo horario, na
Gltima hora de claro (entre 12h30min e 14h), em fémeas mantidas previamente por um més na
situacdo experimental, ja que dados de caviomorfos indicavam que o ciclo, e suas fases,
possivelmente seria longo. Este protocolo foi usado por quatro meses e neste periodo de

tempo a frequéncia das fases de proestro e estro foi pequena, indicando que em rabos-de-
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facho provavelmente a duracdo das fases de atividade sejam curtas. Com o objetivo de
aumentar a possibilidade de deteccdo de proestro e estro mudou-se o protocolo de coleta do
EV no quinto més. A partir desse ponto, a coleta foi diaria (entre 11h e 12h). Ainda buscando-
se aumentar 0 numero de observacBes de proestro e estro no segundo semestre, 0 grupo de
fémeas alojadas em gaiolas individuais (grupo B) e aquelas alojadas em casal (grupo C)

tiveram seu EV e AV observados em dias e horéarios aleatorios no periodo de escuro.

2.3.3.1 A coleta do esfregaco vaginal

A coleta do EV foi feita individualmente por lavagem da vagina usando-se uma gota
de solugédo de cloreto de sodio 0,9% (Darrow Lab. S. A., RJ, Brasil) aplicada atraves de
ponteiras plasticas descartaveis para pipeta, volume aproximado de 50 pl, com succdo da
lavagem e sua imediata colocagdo em Iamina para esfregaco e analise ao microscopio 6ptico.
As fases do ciclo estral foram identificadas de acordo com critérios histologicos. Quatro fases
sdo identificadas: fase de proestro — presenca de células epiteliais pavimentosas (podendo
formar grumos); estro — células epiteliais cornificadas, metaestro — leucdécitos (linfocitos),
células epiteliais e cornificadas, e diestro — leucdcitos (linfécitos), muco e algumas células
epiteliais. (LONG EVANs, 1922; DELLIAS, 1973; OLIVEIRA SPINELLI et al, 1997). Quando
necessario foi feita a fixacdo e coloracdo do esfregago com solucdo alcodlica Azul de
Toluidina (5%). Os esfregacos foram secos por 15 minutos a 37°C, corados por 5min,
retornando por mais 15 minutos a estufa e acondicionados para posterior analise e registro

fotogréfico.
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2.3.4 Analise estatistica

Os semestres apresentados serdo aqueles de acordo com o inicio do experimento,
sendo o0 1° semestre equivalente aos meses de margo a agosto de 2008 e o0 2° de setembro de
2008 a fevereiro de 2009.

Todos os procedimentos estatisticos foram efetuados através do programa “SPSS”
(verséo 12.0) e o nivel de significancia (o) adotado foi de 5%.

O teste do XZ foi usado para comparar a frequéncia dos diferentes estados de AV no
grupo de fémeas mantidas em gaiola individual com o grupo das fémeas mantidas em duplas
do mesmo sexo em sala isolada da presenca de machos. O nimero de fémeas para este teste
foi igualado para oito em cada condicdo por sorteio das integrantes do grupo A, que era

composto por 12 fémeas (6 duplas).

2.4 Resultados
2.4.1 Os estados vaginais
Durante os quatro primeiros meses de coletas em dias alternados, acompanhando 0s
trés grupos experimentais, foi possivel observar a ocorréncia dos trés estados vaginais. A
tabela 2.1 mostra as ocorréncias e a porcentagem relativa de AV nos trés grupos
experimentais.

E possivel observar que independente da condicdo de alojamento da fémea o estado
vaginal de maior ocorréncia é o selado, sendo mais observado no grupo das fémeas em casal
(grupo C com 82% das ocorréncias), seguido pelo grupo das fémeas isoladas (grupo B com
62%) e pelas duplas (grupo A com 52%). A maior porcentagem de vagina aberta (VA) foi no
grupo C (11%), sequido do grupo B (5%) e das fémeas do grupo A (3%) em sala isolada de

macho. Isto indica que o grupo que apresentou menor atividade reprodutiva, de acordo com
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este critério, foi o grupo das fémeas pareadas com 0 mesmo sexo e o de maior atividade foi o

constituido por casais (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Frequéncia de eventos (E) e porcentagem (%) de abertura vaginal (AV) em
Trinomys yonenagae por coletas feitas em dias alternados e diariamente durante cinco
meses de observacao

Estado AV

Total

Grupo Fechada Selada Aberta ota

E % E % E % E

Adwpla coe 45 sg2 52 28 3 1116
(n=6)

Bisolada 2 33 461 62 40 5 744
(n=12)
*

C casal 16 7 193 8 26 11 235
(n=5)

TOTAL 2095

* Fémeas em casal fora do periodo de gravidez; Fechada (F); Selada (S); Aberta (A).

Na comparacdo estatistica entre os grupos A (n=8 para o teste) e B (n=8) apenas para
0s quatro primeiros meses, em que a coleta ocorreu em dias intercalados o teste do y? mostrou
diferenca quanto & ocorréncia dos estados vaginais observados [y? = 46,9107, df = 2, p =
0,00001], ou seja, a AV das fémeas mantidas em duplas era diferente da AV das alojadas em
gaiolas individuais, em sala isolada da presenca de machos ocorrendo com maior frequéncia o

estado fechado no grupo A.

2.4.2 Caracteristicas gerais do ciclo estral de Trinomys yonenagae
As observagbes do ciclo estral em roedores rabo-de-facho foram feitas nos trés
grupos de fémeas. Neles pode-se ver que o ciclo tem fases de duracdo variada, o que estd
mostrado na tabela 2.2. Em 18 oportunidades as fémeas tiveram o EV coletado duas vezes no
mesmo dia para tentar melhorar a estimativa da duracgdo das fases do ciclo estral, permitindo

reforcar que a fase de proestro tem em média um dia de duracdo e o estro algumas horas. O
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metaestro tem duracdo de um a dois dias nos trés grupos, sendo em A 2+1,5; em B 2+1,1; e
em C 1+0,3 dias. A fase de diestro é a de maior duracdo nos trés grupos de fémeas, variando
de 15 a 36 dias dentre aquelas que apresentaram alternancia das fases do ciclo estral, embora
as fases de P, E, M, e D possam ser reconhecidas na maioria dos individuos (tabelas 2.3 e

2.5).

Tabela 2.2. Duragéo das fases do ciclo estral em Trinomys yonenagae (n=26)

Duracédo Duracéao

Grupo Fase (diias) média Eventos
P 1 1 12
duﬁlas E 1 <1 4
(12) M 1-4 2+1,5 33
D 17-20 # 560
B P 1-3 1+0,7 49
isoladas E 1 <1 !
®) M 1-5 2+1,1 39
D 15-30 # 923
P 1 1 7
c ¢ . E 1 <1 4
asal M 1-2 10,3 12
(6) s
D 15-36 # 496

Fases: Diestro (D), Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M). Entre parénteses o
ndmero de fémeas por grupo. $ muito variavel; * fora da gravidez

2.4.2.1 Ciclo estral das fémeas alojadas em duplas (grupo A)

As fémeas alojadas em duplas tiveram seu ciclo estral acompanhado apenas durante
0 primeiro semestre de observagfes (margo-agosto).

Uma comparagdo qualitativa das fases em cada dupla indica que uma das fémeas
exerce influéncia sobre o ciclo estral da outra (tabela 2.3). As fases indicativas de atividade
reprodutiva (P, E, M e T) sdo numericamente maiores em uma das fémeas de cada dupla.

Uma das duplas (dupla 1) é excepcional: uma fémea apresentou vagina selada ou aberta em
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99% das observac0es (tabela 2.4), entretanto, permaneceu grande parte do tempo em diestro;

a sua companheira de caixa permaneceu todo o tempo de observacdo com a vagina fechada

(em destaque na tabela 2.4).

Assim, ocorre proestro ou estro, em pelo menos uma fémea de cinco das seis duplas. A

fase de estro é observada em uma das fémeas de duas duplas (4 e 5); o metaestro em pelo

menos uma fémea de quatro duplas (2, 4, 5, 6).

Tabela 2.3. Frequéncia das fases do ciclo estral nas fémeas alojadas em dupla durante o 1°
semestre de observacdo (margo-agosto) de um total de 93 medidas

Dupla Fémea D P E M %
L IDA 91 O 0 0 1
1DB 0 0 0 0 0

o 2DA 84 1 0 2 3
2DB 2 0 0 0 0

3 3DA 8 3 0 O 3
3DB 16 O 0 0 0

4 4DA 29 0 0 0 0
4DB 66 2 2 10 19

5 5DA 25 1 0 1 7
5DB 72 2 1 14 20

6 6DA 30 3 0 2 12
6DB 51 0 0 2 4

Fases: Diestro (D), Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M), Porcentagem (%) de fases ndo-diestro. Em
destaque a fémea que apresentou a vagina sempre aberta ou selada

Quando se analisa os estados vaginais o teste U de Mann Whitney mostra que ha

diferenca significativa nas seis duplas entre as fémeas que compartilham a mesma caixa

(tabela 2.4). Nesse sentido, é observavel um padrdo de dominancia de uma fémea sobre a

outra, uma vez que, uma delas apresenta maior ocorréncia do estado vagina selada ou aberta e

a outra de vagina fechada.
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Tabela 2.4. Frequéncia de estados vaginais de fémeas em dupla durante o 1° semestre de
observacdo (margo-agosto) em um total de 93 medidas

Dupla Fémea F S A U P
*
1 1DA ! 89 3 46,5 0,0001
1DB 93 0 0
2DA* 6 82 5
2 DB 91 ) 0 372 0,0001
*
3 DA y 85 3 1023 0,0001
3bB 76 15 2
4ADA* 64 27 2
4 DB 12 74 . 1906,5 0,0001
5DA* 65 25 3
5 5DB ) 88 3 1395 0,0001
6DA* 52 41 0
6 6DB 39 54 0 3720 0,057

Ha diferenga significativa do estado vaginal (fechada vs. ndo fechada) entre as @s de cada
dupla (*), a com mais eventos ndo-fechado do ciclo em destaque. Teste de Mann-Whitney.
Fechada (F); Selada (S); Aberta (A).

No geral o grupo de fémeas pareadas com fémeas apresentou durante um semestre de

observacdes 10% de fases ndo diestro e 55% de observacdes dos estados vaginais selado ou

aberto, indicativos de atividade reprodutiva (figura 1.1 a e b e Anexo 3).

Figura 2.1 Estados vaginais (a) e fases do ciclo estral (b) de fémeas pareadas com fémeas
(grupo A) durante o 1° semestre de observacao

® Fechada

H Selada
= Aberta

b)

D
up
nE
M




47

2.4.2.2 Ciclo estral das fémeas alojadas em gaiolas individuais (grupo B)

Considerando-se um ano de observacdo que foi realizada nas fémeas do grupo B, é
possivel afirmar que todas as fases do ciclo estral ocorrem e que a frequéncia de eventos é
maior do que nos outros dois grupos.

Para essas fémeas o estado vaginal predominante durante o ano todo é o selado,
correspondendo a 67% das observacdes (Tabela 2.2.7 e Anexo 4). O estado fechado aparece
em 28% e o aberto em 5%. Em todas as fémeas a fase do ciclo mais observada foi o diestro,
em média 90% (figura 2.2 b Anexo 4), padréo observado nos trés grupos de fémeas (duplas,

individualizadas e em casal).

Tabela 2.5. Fases do ciclo estral, em frequéncia, de fémeas alojadas em gaiolas individuais de
um total de 177 medidas (93 medidas 1° semestre e 84 no 2°)

Fémea 1° sem. (margo-ago) 2° sem. (set-abril) %
P E ™M |D P E M ano

71 2 0 0 0 |49 0 0 0 O

8l 63 6 0 0 |47 4 0O 0 8

9l 63 4 0 5 |61 2 0 0 8
101 69 9 1 7 |68 5 1 1 15
111 20 0 0 6 |47 0 0 1 10

121 59 5 1 3 |76 3 0O 1 9

131 85 2 1 4 |81 0 1 1 5}
141 66 6 2 9 |67 3 0 1 14

Observagdes no 1° semestre (marco a agosto) diariamente ou em dias intercalados; no 2° (agosto a abril) em
intervalos de 2 a 4 dias. Diestro (D), Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M). % fases ndo-diestro

Em trés fémeas foi possivel observar a ocorréncia de estro, correspondendo de 1 a 2%
dos eventos (Tabela 6 e Anexo 4). Apenas uma fémea (71) ndo apresenta nenhuma ocorréncia
de proestro, estro ou metaestro como mostra a tabela 2.6, mesmo permanecendo a maior parte

do 2° semestre com a vagina selada ou aberta.
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Tabela 2.6. Frequéncia de estados vaginais de fémeas alojadas em gaiolas individuais em um

total de 177 medidas (93 medidas 1° semestre e 84 no 2°)

1° semestre (marco-ago)

2° semestre (set-abril)

Femea s A F S A
7l o1 2 0 35 48 1
8l 24 65 4 33 49 2
ol 21 69 3 20 64 0
101 7 81 5 9 74 1
111 67 26 0 36 48 0
121 24 50 10 4 72 8
131 0 81 12 1 70 13
141 9 78 6 13 66 5

Fechada (F); Selada (S); Aberta (A). Em destaque fémea que ndo apresentou
nenhum evento de vagina fechada.

A fémea 13l que apresentou um Unico evento de vagina fechada ndo mostrou a maior

atividade reprodutiva do grupo. No ano essa fémea teve 5% das observacGes de fases

reprodutivas, sendo, no 1° semestre, 14% de ocorréncias de vagina aberta e 8% de fases

reprodutivas (2,2% de proestro, 1% estro, 4,3% metaestro), e no 2° semestre 16% de

ocorréncias de vagina aberta com 2% de fases reprodutivas (1%proestro e 1% metaestro -

Anexo 3). Outras fémeas, como a 10l apresentaram maior porcentagem de proestro (9%),

estro (1%) e metaestro (5%) (Anexo 3), totalizando 15% no ano (Tabela 2.5) mesmo com

maior porcentagem de observacdes da vagina fechada (tabela 2.6). Estes fatos reforcam o

argumento de que a vagina aberta ndo é bom indicativo de atividade reprodutiva nesta

espécie, diferentemente do que ocorre com a maioria dos histricomorfa (WEIR, 1974).

No geral as fémeas do grupo B apresentam 10% de fases ndo diestro e 72% de vagina

selada ou aberta durante o ano de observagdes (figura 2.2 a e b).
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Figura 2.2 Estados vaginais (a) e fases do ciclo estral (b) de fémeas alojadas em gaiolas
individuais (grupo B) durante um ano de observagéo

b)

a)

EmD
® Fehada mp
B Selada =E
= Aberta M

2.4.2.3 Ciclo estral nas fémeas alojadas com machos (grupo C)

O ciclo estral das fémeas do grupo C foi acompanhado durante um ano, sendo no 1°
semestre com coletas em dias intercalados e diarios (apenas no quinto més) e no 2° semestre
com coletas semanais. Estas fémeas estiveram gravidas durante parte das coletas, sendo por
isso, o resultado aqui apresentado dividido em periodos gravidez e fora dele. Neste capitulo
serd abordado apenas o ciclo estral fora da gravidez. No capitulo 3 serdo apresentados 0s
dados referentes ao ciclo estral durante o periodo de gestac&o.

O estado vaginal mais observado quando as fémeas ndo estdo gravidas é vagina selada
com 80% (figura 2.3a) e a fase de diestro (tabela 2.7). As fases de proestro e metaestro
foram observadas em todas as fémeas e somam 4% da atividade reprodutiva no ano. O estro
foi observado em trés fémeas (1 CF, 5CF e 6CF), incluindo a que permaneceu nulipara (1CF),
sendo um deles seguido do nascimento de uma ninhada 93 dias depois (fémea 6CF). Mesmo

ndo se observando estro cinco fémeas ficaram gravidas durante o periodo de observacao.
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Tabela 2.7. Fases do ciclo estral, em frequéncia, de fémeas alojadas com machos quando nédo

prenhas

1° semestre 2° semestre
Fémea (marg¢o-ago) (set-abril) %
D P E M|D P E M ne

1CF 85 1 2 2|57 0 0 2 6
2CF 47 2 0 0|54 0 0 1 4
3CF 9 1 0 1139 0 0 O 4
4CF 34 0 0 1|48 0 0 2 7
5CF 36 0 0 0|56 2 1 2 11
6CF a o o o |31 1 1 1 9

Observacdes feitas no 1° semestre (marco a agosto) diariamente ou em dias intercalado; no 2° semestre
(agosto a abril) semanal. Fases: Diestro (D), Proestro (P), Estro (E), Metaestro (M). @ incluida s6 no 2°

semestre. Porcentagem no ano (%) de fases ndo-diestro

Figura 2.3 Estado vaginal (a) e fases do ciclo estral (b) em fémeas pareadas com machos
(n=4 a 5) fora do periodo de gravidez

a) Estados vaginais fémeas nao gravidas

mF
mS
A

b) Fases do ciclo fgmeas nao gravidas
1,5%

270

D
mP
mE
=M

Apenas uma fémea permanece nulipara (1CF) no grupo C, e sua atividade reprodutiva

esta representada na figura 2.4 e tabela 2.7. E possivel observar que essa fémea, mesmo

apresentando o estado vagina-selada durante a maior parte do ano (89%), permanece

praticamente todo ele em diestro (94%), com uma ocorréncia de proestro, duas de estro e

quatro de metaestro (1% cada e 3% metaestro). Essa freqiiéncia é maior do que nas fémeas



51

que ficaram gravidas pelo menos uma vez. J& os valores observados para vagina fechada (6%)
e aberta (5%) sdo menores do que naquelas fémeas (14% e 7%, respectivamente).

Comparada com as fémeas alojadas em gaiolas individuais (grupo B), essa fémea teve
a mesma porcentagem de ocorréncia de vagina aberta (5%), sendo diferentes as ocorréncias
de vagina fechada (6% e 28% isoladas) e selada (89% e 67% isoladas). As fases ndo diestro
do ciclo 50% menos do que se observou nas isoladas do grupo B (5% e 10%,

respectivamente).

Figura 2.4 Estados vaginais (a) e fases do ciclo estral (b) na fémea nulipara (1CF) durante um
ano de observacgéo
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2.5 Discusséo

As fémeas em duplas tiveram uma freqiiéncia quase duas vezes maior de VF do que
0 observado nas fémeas isoladas. A diferenca entre estes dois grupos quanto a frequéncia dos
trés estados vaginais pode ser uma indicacdo da influéncia do co-especifico sobre o ciclo
sexual (LUCHESI et al 2008). O estado VA foi 0 menos observado nas fémeas sem contato
com 0s machos, indicando que, embora ndo garanta a gravidez, o0 macho pode exercer algum
tipo de influéncia sobre o ciclo das fémeas. Em casal, elas apresentaram uma freqiiéncia de

abertura vaginal de duas a trés vezes maior do que nos outros grupos.
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Em animais com o ciclo induzido, como na Galea musteloides, a vagina apresenta-se
completamente aberta apos trés dias em contato com um macho. E naquelas em que ele €
espontaneo, como no porquinho-da-india (Cavia porcellus), hda um ciclo de abertura e
fechamento, que varia de 2 a 20 dias, independente de contato com o macho (TOUMA et al
2001). Em algumas espécies € necessario que ocorra 0 ato da cépula, para entdo se seguir a
ovulagcdo, como no roedor fossorial sul-africano Cryptomys hottentotus, o rato-toupeira
(JACKSON, et al 2005). Em Trinomys yonenagae, a abertura e fechamento do orificio vaginal
ocorreram tanto em fémeas com machos como naquelas em sala isolada da influéncia deles,
dado indicativo de ciclo estral espontaneo.

A observacdo de fémeas alojadas em duplas permitiu identificar a existéncia de
influéncia do co-especifico do mesmo sexo sobre o outro, como ja observado por Kleiman
(1987) em Peromyscus leucopus. Uma relacdo que parece ser independente dos animais serem
aparentados ou ndo, uma vez que metade das duplas (n=3) era formada por fémeas irmas e
metade por ndo-irmas e a dominancia foi constatada em todas as seis duplas (tabela 2.3).
Entretanto, o tempo/estacdo do ano parece ndo exercer influéncia sobre o ciclo destas fémeas
uma vez que foi observado alternancia das fases do ciclo estral durante os dois semestres de
observacdes.

As fases do ciclo no rabo-de-facho ndo sdo de facil identificacdo como relatado em
Cavia porcellus por Stockard & Papanicolau (1919). Uma diferenca é a presenca de linfocitos
na maioria dos esfregacos e de alguns leucocitos polimorfonucleares, mesmo nas fases onde
h& predominio de células queratinizadas caracteristicas do estro. Este fato indica uma curta
duracdo das fases de proestro e estro, com isso, um esfregaco realizado 24h antes da
ocorréncia do estro ndo foi capaz de revelar este com antecedéncia o acontecimento, como €
corriqueiro nos protocolos feitos com ratos da linhagem Wistar. Esta dificuldade de predigéo

da fase de estro com antecedéncia de 24h foi relatada para outro histricomorfo, o0 Myocastor
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coypus por Felipe e colaboradores (2001). Labyak (1995) ja havia relado dificuldade na
identificacdo das fases de proestro e estro em Octodon degus, pois as fémeas frequentemente
encontravam-se em fase de transicdo. Além disso, a ruptura da membrana vaginal ndo é
indicativo de estro (SPINELLI OLIVEIRA et al, 2007), 0 mesmo acontece com Myocastor coypus
(FeLipE, 2001). A baixa freqiéncia de estro em T. yonenagae pode ser também em
consequéncia a definicdo utilizada nesse trabalho, que s6 considerou estro a predominancia de
células epiteliais queratinizadas, com ou sem a presenca de muco, seguindo o proposto por
Stockard & Papanicolau (1919).

Através da técnica de esfregaco vaginal e subsequente observacdo do ovario Breed
(1967) observou que o rato-do-campo (Microtus agrestis) apresenta um ciclo estral do tipo
induzido pela presenca do macho. Breed também observou que o ciclo estral das fémeas desta
espécie pode ser do tipo longo ou curto variando de dois a cinco dias a até quatro semanas em
uma Unica fase. O autor chama a atencdo ao fato de que as mudancas observadas nos
esfregacos destas fémeas ndo sdo tdo Obvias quanto em ratos e camundongos e que o fato de
ser espontanea ou induzida a ovulagéo varia entre as espécies deste género.

Existem relatos entre os caviomorfos, como Trinomys yonenagae, de que O
reaparecimento de leucécitos no esfregaco vaginal (que caracteriza o metaestro) nao
necessariamente indica que houve ovulagdo. Em chinchilas os leucdcitos estdo presentes
durante todo o tempo em que a membrana vaginal permanece aberta e o acasalamento ocorre
em qualquer momento do ciclo (WEIR, 1974). O mesmo ocorre com 0 murideo Microtus
agrestis onde a deteccdo das diferentes fases do ciclo também néo é tdo simples quanto em
Cavia (BREED, 1967).

Trinomys yonenagae, portanto, segue os padrfes de abertura vaginal e ciclo estral dos
histricomorfa j& conhecidos, com influéncia de co-especificos, presenca de membrana

vaginal, ciclo poliéstrico e fases de dificil identificacdo.
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CAPITULO Il - GESTACAO E ACASALAMENTO EM TRINOMYS YONENAGAE

3.1 Introducao
3.1.1 Comportamentos reprodutivos

Talvez nenhum outro parametro fisiolégico tenha sofrido mais pressdo adaptativa do
que a reproducdo. As solucbes para tais pressdes mostram uma vasta gama de padrbes
reprodutivos. Acredita-se que eles reflitam a distribuicdo de alimento, locais de reproducéo e
parceiros em potencial.

O estudo dos comportamentos reprodutivos também é usado como um critério para se
caracterizar o ciclo estral em mamiferos, incluindo-se os roedores. Espécies com fase de estro
muito curta, em geral, apresentam comportamentos de corte elaborados e/ou persistentes por
parte dos machos. Por outro lado, fémeas mantidas com machos vasectomizados apresentam a
persisténcia da abertura vaginal, nas espécies que tém membrana vaginal. A ocorréncia de
estro pdés-parto também é de interesse diagnostico do tipo de ciclo estral. O estro pos-parto faz
parte do repertorio reprodutivo de varias espécies de roedores (Cavia porcellus, Meriones
unguiculatus, etc.) e permite aumentar a produtividade e as chances de continuidade da
espécie.

Os histricognatas apresentam padrdo de acasalamento altamente especializado, e de
duracdo variavel, fato relacionado com a duragdo do ciclo estral (KLEIMAN 1974). No
histricomorfo Hystrix cristata, sabe-se que ha acasalamento apenas durante a fase de estro
(FeLicioLl, 1997), diferente do que é observado para outra espécie do mesmo género H.
indica (SEVER e MENDELSON, 1988 e 1992 apud FeLIcIOLI, 1997). O periodo de receptividade
da fémea também pode variar de poucas horas (2-3h) como em Galea (RooD, 1972) até varias

horas como em Octodon (KLEIMAN, 1974).
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3.1.2 Gestagao

O periodo de gestacdo também é muito varidvel e, em geral, reflete relagdes com o
ambiente externo. Em histricognatas o periodo é geralmente longo variando de 52 dias na
Galea até 222 dias em Dinomys. O periodo mais longo conhecido em um murideo é do roedor
australiano Mesembriomys gouldii com gestagdo de 46 dias (CRICHTON, 1969 apud WEIR,
1974). Longos periodos de gestacdo podem ser associados a estratégias como retardo na
fertilizacdo ou na implantacdo. O grupo dos histricognatas, com excecdo de Lagostomus
(ROBERTS, 1973 apud WEIR, 1974), ndo adotou nenhum tipo de retardo na gestacdo, mas as
espécies do grupo evoluiram para gestacdes longas onde o primeiro quarto é tomado pela
proliferacdo de tecidos placentais e o restante do tempo representado por um lento
crescimento fetal (WEIR, 1974).

E possivel calcular o periodo de gestacdo através de diversos sinais, como presenca de
plug vaginal e de espermatozoides no esfregaco. Intervalos entre gestacfes consecutivas
também podem revelar a periodicidade da gestacdo e a ocorréncia de estro pos-parto (WEIR,

1974).

3.2 Objetivos
Os objetivos destes experimentos sao caracterizar o ritual de acasalamento; o tempo de
gestacdo, a evolucdo da massa corporal durante a gestacdo e as caracteristicas das ninhadas

em Trinomys yonenagae.

3.3 Material e Métodos
3.3.1 Animais
Neste experimento 15 fémeas (125+33g) tiveram as caracteristicas da gestacdo analisadas

durante os ultimos 10 anos (Anexo 6). Cinco delas eram pertencentes ao grupo C do
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experimento de ciclo estral (capitulo 2), o que permitiu a analise da citologia vaginal durante
a gravidez. As outras nove fémeas foram analisadas a partir dos registros histéricos do
biotério do LECO, o que possibilitou o estudo em longo prazo, principalmente para gestacdes
consecutivas e do tamanho das ninhadas. Além delas, em duas fémeas foi possivel analisar os

comportamentos associados ao estro pos-parto®, a partir de registros filmados por 30 minutos.

3.3.2 Manutencgéo dos animais
As condicbes de alojamento estdo descritas na parte introdutdéria do trabalho. Em

resumo os animais foram em gaiolas do tipo duna em sala com condi¢6es controladas.

3.3.3 Procedimentos

3.3.3.1 Procedimentos e equipamentos dos estudos das caracteristicas da gestacio

Um levantamento de dez anos permitiu estimar o periodo de gestacdo (duracao, estado
vaginal e citologia esfoliativa), a idade em que as fémeas apresentaram a primeira concepgéao,
e as caracteristicas das ninhadas de Trinomys yonenagae geradas (nimero de filhotes e
ninhadas por estacéo do ano).

Os dados foram obtidos a partir de observacdes dos casais durante a realizacdo dos
experimentos de acompanhamento do ciclo estral e abertura vaginal e/ou pelo historico do
biotério, onde cada animal possui uma ficha com toda a sua vida, como data de nascimento,
pais, pareamentos, ninhadas e data de baixa.

A evolucdo da massa corporal durante a gestacdo foi acompanhada por pesagens
semanais das fémeas pareadas em casal que participaram do experimento sobre ciclo estral

(capitulo 2).

® Filmagens cedidas pelo Dr. Paulo Manaf.
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3.3.3.2 Procedimentos e equipamentos dos estudos do padrdo do comportamento

reprodutivo

Apobs o nascimento dos filhotes de dois casais os pais foram filmados por 30min no
periodo imediatamente pds-parto, na fase de transicdo claro/escuro, buscando-se registrar a
ocorréncia de estro pos-parto e a caracterizacdo do repertério comportamental de
acasalamento na espécie.

Foram quantificadas as freqiiéncias e duracdo de categorias comportamentais,
escolhidas a partir de etograma (MANAF & OLIVEIRA, 2000; MANAF, 2000) e da tabela de
ocorréncia de categorias comportamentais de acasalamento de histricognatas (KLEIMAN,
1974); a laténcia de montas e a presenca ou nao de lordose da fémea pareada com macho, foi
obtida seguindo-se 0 meétodo de amostragem instantanea "Scan" (ALTMANN, 1974). E o
método de quantificacdo das unidades comportamentais utilizado foi "Animal Focal”
combinado com "Todas as Ocorréncias” (ALTMANN, 1974).

Os casais foram filmados com uma camera de video marca Sony modelo Handycam
Vision CCD-TRV15, e as filmagens analisadas em um VCR Samsung VM-K87 acoplado a
um monitor Toshiba TV-2066 SU 20”. Toda a quantificacdo comportamental foi feita através

do programa Etholog versdo 2.2 (OTTONI, 2000).

3.4. Resultados

3.4.1 Gravidez em Trinomys yonenagae

Durante 10 anos das 93 ninhadas nascidas 24 (25,8%) ocorreram em gestacdes
seguidas ap6s o nascimento de uma ninhada. A partir delas foi possivel calcular a duragdo
média da gestacdo 91 + 2,5 dias. O maior intervalo observado sem o nascimento de filhotes
até o presente é de 592 dias na fémea 15CF. Esta fémea, que ndo teve nenhuma gestacdo

seguida gerou em média uma ninhada por ano nos cinco anos em que pariu filhotes, ela foi
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também a fémea mais velha a dar a luz a uma ninhada, com 8 anos e 7 meses de vida no
laboratério (animal capturado em campo). A fémea nascida no biotério que foi a mais nova a
ter filhotes (12CF) ficou prenhe aos 111 dias de vida e teve dois filhotes nesta gestacéo.
Dentre as 14 fémeas apenas uma (9CF) teve todas as cinco gestacGes seguidas
(duragéo 91,5 £1 dia) sempre com 0 mesmo macho. Esta fémea morreu com 2 anos e 9 meses

de vida.

Tabela 3.1. Numero de ninhadas e filhotes nascidos no biotério nas quatro estacfes do ano
em dez anos de acompanhamento em cativeiro  (n=13 fémeas)

Estacéo N° N°
doano ninhadas filhos
Primavera 26 55
Verédo 21 39
Outono 27 47
Inverno 19 34
Total 93 175

O acompanhamento dos nascimentos (tabela 3.1) mostra que ndo ha um padrédo sazonal
na ocorréncia das ninhadas (primavera 26; verdo 21; outono 27; inverno 19) nesta espécie.
Sendo as ninhadas espalhadas por todo o ano [F= 0,51; df= 51; p=0,67]; assim como, 0
numero de filhotes nascidos nas quatro estacdes € semelhante [F=0,65; df= 51; p= 0,58],
como mostra a ANOVA com medidas repetidas. O inverno é a estacdo com menos filhotes
nascidos (34) e a primavera com mais (55).

A média de filhotes por ninhada é de 2 + 0,6 filhotes e a razdo nos nascidos é de 1,1

macho:fémea (Anexo 7).
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3.4.1.2 Ganho de peso durante a gestacdo

Oito gestacbes foram acompanhadas com pesagens semanais por um periodo de 15
semanas. Tomando a gestacdo com 90 dias ou 12 semanas iniciou-se a analise trés semanas
antes do inicio dela.

O peso inicial dessas fémeas era em torno de 134 + 15,8g. Durante a gestagédo as fémeas
ganharam em média 25% de sua massa corporal inicial 33+11,9g (tabela 3.2). E possivel
observar uma variagao nesse ganho entre 11g e 47g. Onde a fémea com maior massa corporal
foi a que ganhou menos durante os trés meses (7% do peso inicial) e a com menor massa 16%

do peso inicial, ambas tiveram um filhote ao final da gestacéo.

Tabela 3.2. Massa corporal, ganho de peso e % de ganho das fémeas de Trinomys yonenagae
em 8 episodios de gestacdo

fémea pinicial pfinal ganho(g) %ganho

2CF 161 172 11 7
3CF 145 188 43 30
3CF 149 196 47 31
ACF 130 163 33 25
4ACF 131 167 36 28
5CF 110 128 18 16
5CF 116 148 32 28
6CF 132 176 44 33

Média 134 167 33 25

dp 158 20,3 11,9

O aumento da massa corporal durante os trés meses se da de forma continua, porém
discreta no inicio da gestacdo nos oito episddios acompanhados. Esse aumento ndo €
significativo no primeiro terco da gestacdo e s6 é perceptivel no Gltimo estagio de gestacdo
(figura 3.1). A partir da analise de variancia com medidas repetidas e o teste post hoc de
Tukey é possivel dizer que o peso da 122 semana de gestagdo é diferente daqueles do primeiro

més [F=3,04; df= 84, p=0,0018].
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Figura 3.1. Evolucdo da massa corporal das fémeas de Trinomys yonenagae em 15 semanas
de observacao (n=8 episddios)
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Semana de observacao

A linha vermelha marca o inicio do periodo de gestacdo. Na 152 semana ocorreram o0s nascimentos das ninhadas

3.4.2 Nascimentos durante o desenvolvimento do estudo

Durante o tempo em que foram coletados os esfregacos vaginais das fémeas em casal
houve trés nascimentos dentre aquelas cinco que estavam alojadas com machos e que tiveram
pelo menos uma ninhada, representando 60% dos casais.

A fémea 3CF, alojada com o macho 3CM, apresentou a fase de proestro com VA ap0s
dois dias do inicio do experimento (13/03). Apos 24 dias desse evento observou-se 0 macho
em comportamento de acasalamento, tentando a monta, entretanto a fémea mostrou-se pouco
receptiva e, a fase do ciclo observada foi diestro com VS, que persistiu por mais 20 dias,
guando se observou que o macho cheirou a regido anogential dela apos ser devolvida a gaiola
tentando montar novamente (AV selada e diestro o material coletado apresentou sangue).

Com os sangramentos observados a fémea ndo teve material coletado por 15 dias.
Nesse periodo ocorreu apenas a pesagem semanal dela que se mantinha estavel em torno de
145g. Quando foi incluida de volta a fémea apresentou apenas a fase de diestro por todo o

restante do periodo observado.
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E no dia 29/06/08 ela deu a luz a dois filhotes machos. Observou-se o estado vaginal e
foi feito o esfregaco buscando-se visualizar estro pos-parto, o que ndo foi detectado. A fémea
estava com VS e em diestro. Assim como no dia seguinte ao nascimento, quando a vagina
estava inchada, avermelhada e com presenca de sangue no esfregaco vaginal. O casal foi
filmado no dia 29/6 por 1h, na tentativa de pegar o estro pés-parto.

Na 202 semana de experimento outro casal deu a luz a um filhote pesando 15g no dia
25/07, a fémea 4CF e macho 4CM. Nesta fémea foi observado a ocorréncia de VA cinco dias
antes do parto estando em diestro com presenca apenas de leucocitos e um pouco de muco.

Durante o acompanhamento do ciclo estral e abertura vaginal esta fémea apresentou-se
de forma ciclica para os estados vaginais, variando entre selado e aberto. O periodo observado
com a vagina aberta variou entre um e cinco dias (em média 1,67 dia). Com um intervalo
médio de cinco dias entre cada abertura (minimo um e maximo 22 dias). Cerca de 90 dias
antes do nascimento, a fémea estava em uma fase de transi¢ao entre diestro e proestro com
VS.

Outro casal deu a luz a filhote natimorto em 18/07/08, a fémea 5CF alojada com o
macho 5CM. No dia anterior ao parto, a fémea estava com a vagina aberta e em diestro. Na
coleta pos-parto, ela estava em diestro com a VA e com muito sangue.

O filhote era uma fémea, pesando 14g e que foi encontrada morta na gaiola ainda com
o corddo umbilical preso a placenta, sem nenhum ferimento aparente. Ndo se observou estro
nesta fémea antes do nascimento, mas trés meses antes do nascimento o esfregaco mostrou
uma fase de transicao entre diestro e proestro.

Este casal durante todo o experimento mostrou-se bastante particular apresentando
resposta ao menor sinal de ruido na sala em que se encontram. A resposta era caracterizada
por corridas em circulos na caixa, ficar parado em sinal de alerta e tamborilar no chdo de

gaiola. O macho é advindo de uma colénia com muitos casos de epilepsia, ja a fémea ndo.
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3.4.3 Ciclo estral e abertura vaginal durante a gestagao

Durante os trés meses de gestacdo, nas cinco fémeas acompanhadas, se observa a
ocorréncia dos trés estados vaginais (Figura 3.2 e Anexo 8). O estado vagina-selada (média
82% do tempo) foi 0 mais observado nos trés meses. Durante 0 1° més de gestacdo ha um
predominio de vagina selada (88,2%) com 5,9% de ocorréncias de cada um dos estados
vaginais selado e fechado. No segundo més de gestacdo nao se observa vagina fechada em
nenhuma fémea, ocorrendo 24% dos eventos de vagina aberta. Os valores observados no 3°
més para o estado aberto estdo proximos aos daqueles de quando as fémeas nédo estdo prenhas
10% gravidas, 12% ndo gravidas e vagina-selada com 84% e 70%, respectivamente. Padrdo
diferente do que era esperado na nossa hipotese inicial de ocorréncia somente de vagina

fechada na gestacéo.

Figura 3.2. Estados vaginais das fémeas gravidas durante os trés meses de gestacédo (n=5)
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Ocorréncias de metaestro foram observadas durante a gravidez, embora tenha ocorrido
proestro e estro (figura 3.3). No primeiro més h& 3% de ocorréncia de metaestro; no segundo

més se observa 1% de cada uma das fases metaestro e ndo identificada; no terceiro més ha 1%
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de metaestro, observado quatro dias antes do nascimento da ninhada, respectivamente, o0

restante do tempo se observou a fase de diestro.

Figura 3.3. Fases do ciclo estral observadas nas fémeas gravidas durante os trés meses de
gestacédo (n=5)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 I — —

Fases do ciclo estral

més 1 més 2 més 3

Més de gestacéo

mDiestro ®Proestro ®Estro ®Metaestro ®N&o identificada

3.4.4 O padréo de acasalamento

A corte e acasalamento do rabo-de-facho mostraram-se violentos, com o macho
mordendo e segurando a fémea pelo pesco¢o quando montado sobre ela nos dois casais que
foram filmados (denominados A e B).

Durante as filmagens foi possivel observar a ocorréncia de cépula pds-parto, no casal
A onde o macho passou cerca de 77% do tempo exibindo comportamentos afiliativos, mesmo
com a fémea ndo interagindo com ele. A monta representou o maior investimento de tempo
do macho para com a fémea representando 34% do tempo, 17,8% ele a seguiu e passou 8%
em grooming genital. Apenas 1% do tempo realizou monta com movimentos pélvicos (4
ocorréncias, de duracdo média de 12,8s), sendo que 80% delas foram seguidas de autolimpeza
(grooming) genital, comportamentos indicativos de ejaculacéo.

No casal B a filmagem foi parcial, mas foi possivel observar que o Macho B

apresentou comportamentos afiliativos em 27% do tempo de observacdo. Sendo 20% do
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tempo em monta; 5% seguindo a fémea; 1% em grooming genital; e apenas 2% em monta
com movimentos pélvicos (uma ocorréncia de duracdo de 2,24s), que também foi seguida de
autolimpeza genital.

A duracdo das montas ndo seguiu um padrdo crescente ou decrescente nos dois
machos. No macho A o maior tempo montado sobre a fémea foi de 94,8s e 0 menor 1,7s. Esta
ocorréncia de menor tempo foi seguida de monta com movimentos pélvicos, e da monta de
maior tempo. No macho B foram observados 22,9s e 1,37s (mediana 15,8s), que ocorreram
em seguéncia, sendo estas, a segunda e terceira tentativas. Esta ultima(1,37s) seguida da
monta com movimentos pélvicos.

As fémeas passaram mais tempo em comportamentos néo afiliativos, 61% fémea A e
75% fémea B. Quanto ao tempo dispensado nas categorias afiliativas a fémea A passou 26%
do tempo se afastando do macho, 8% em grooming genital (assim como o0 macho) e apenas
1% do tempo se aproximando do macho. J& a fémea B dispendeu 17% do seu tempo se
afastando do macho, e 3% se aproximando do macho, ndo foi possivel observar grooming
genital.

Tendo estes acasalamentos ocorridos num periodo pos-parto esperava-se observar um
alto indice de contato com os filhotes tanto dos machos quanto das fémeas, entretanto, isso
ndo ocorreu, sendo muito baixa a frequéncia de contato com os filhotes nos dois casais (média
3,25 vezes). No casal A o macho ficou 5% do tempo com os filhotes e a fémea 3%. O macho
B ndo exibiu contato com os filhotes e a fémea passou com os filhotes apenas 2% do tempo
de filmagem.

Observacdes prévias, mostram que o macho pode vocalizar e tamborilar para a fémea
durante a corte. Afémea ndo tem a iniciativa do acasalamento. A corte é longa, sendo possivel
observar tentativas de monta do macho durante dias, quando a fémea era devolvida a gaiola

apos a coleta do lavado vaginal. Ainda, reforcam a ocorréncia de estro curto, uma vez que, se



67

observa oacasalamento mesmo ndo se observando a fase de estro no esfregago vaginal no

perido pos-parto.

3.4.4.1 Maturacdo sexual e reproducdo da fémea 080398 (6CF)

Uma fémea é acompanhada desde o nascimento neste projeto de pesquisa. Esta fémea
(6CF) nasceu em 12/2/2008, e ficou alojada com os pais € um irmao até os trés meses de vida
(12-17/5/2008) quando entdo foi separada. Aos 121 dias de vida (4 meses), ja alojada numa
gaiola individual em sala isolada da influéncia de machos, a fémea apresentou o primeiro
episédio de vagina selada. Passados 20 dias dessa observacdo (4,5 meses) a fémea foi
colocada em uma gaiola duna com um macho (6CM) para procriar (2/7/08). Mesmo nao se
observando proestro e estro ao redor dos 253 dias de vida (8,4 meses) ocorreu a fecundacgéo
de sua primeira ninhada (considerando-se a gestacdo de 90 dias). A presenca do macho,
portanto, ndo garantiu a fertilizacdo da fémea nos primeiros 122 dias (4 meses) alojados na
mesma gaiola. Aos 343 dias de vida sua primeira ninhada nasceu (11,4 meses de vida - dia
19/01/2009), 90 dias ap0s a fecundacéo.

Um dia ap6s o nascimento do filhote, o esfregaco vaginal foi diestro com presenca de
espermatozdides e vagina selada com sangue. Passados 28 dias, novamente se observou
presenca de espermatozdides no esfregaco (Figura 3.4) e a segunda ninhada nasceu 93 dias

depois (20/5/2009).
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Figura 3.4. Esfregaco vaginal com espermatozoides da fémea 6CF em janeiro de 2009
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3.5 Discussao

A ocorréncia de abertura vaginal esporadicamente durante a gestagdo ja foi
observada em outras espécies de roedores histricognatas, como no tuco-tuco e no degu,
pertencentes a superfamilia Octodontoidea (WooDs, 1993) assim como Trinomys yonenagae
(WEIR, 1974). Em Lagostomus maximus Weir (1971a, apud WEIR 1974) observou que no
segundo ter¢o da gestacdo (62° dia) ha ocorréncia de abertura vaginal. A maior ocorréncia de
vagina aberta e a auséncia de fechada nas fémeas de Trinomys yonenagae no 2° terco da
gestacédo estdo de acordo com o observado anteriormente por Weir. Um padrdo semelhante
também foi observado por Ford (1951, apud WEIR, 1974) em Cavia porcellus, pertencente a
outra superfamilia de histricomorfa, a Cavioidea. Nesta espécie, 80% dos animais também
apresentam episddios de vagina aberta no segundo tergo da gestacao.

Muitos roedores apresentam estro poOs-parto, dentre eles representantes dos
histricognata, como a Cavia porcellus. O rabo-de-facho apresenta cdpula pés-parto, o0 que
indica a existéncia de estro, embora ndo tenha sido detectado no esfregaco vaginal (LUCHESI
et al, 2007). Entretanto, especula-se que ele ocorra em um intervalo de até 24h ap6s o

nascimento, uma vez que foi possivel filmar o acasalamento nesse intervalo, e por
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observacdes dos nossos casais que apresentam intervalos entre ninhadas com um minimo de
trés meses (MANAF et al, 2008; LUCHESI, et al 2009).

Em roedores sociais de habito fossorial espera-se que a fémea inicie a cépula
(JARVIS, 1991; BENNETT & JARVIS, 1988b apud BENNETT et al 2000). Entretanto, esse padrao
ndo foi observado até o momento no rabo-de-facho. A fémea ndo se mostra receptiva se
distanciando do macho enquanto ele despende atencdo a fémea durante a maior parte das
filmagens.

O macho dedica bastante energia na tentativa de copular e a fémea passa cerca de
60% do tempo se esquivando dele. Os filhotes ndo recebem muita atencdo de nenhum dos
pais nesse momento (média de 1% do tempo das filmagens). As montas seguem um padrdo
irregular de tempo e a receptividade da fémea ndo se altera durante elas, que permanece
pouco tempo receptiva durante todo o periodo de filmagem.

O acasalamento segue o padrdo dos histricomorfos com multiplas intromissdes
durando de um a 95s (KLEIMAN,1974, VENANCIO et al, 2006). O Trinomys yonenagae como 0
género Proechimys relatado por Kleiman (1974) ndo apresenta marcagdo de urina na fémea,
aproximacdo bipede, ou o girar a cauda. Muitos parametros ainda ndo foram observados,
portanto, ndo é possivel afirmar que eles ndo ocorram, mas filmagens posteriores em conjunto
com estudo da citologia esfoliativa ajudardo a compreender melhor o padrdo reprodutivo do
rabo-de-facho (T. yonenagae).

A gestacao nesta espécie tem um periodo ao redor de 90 dias (LUCHESI, 2009), um
periodo longo se considerar-se seu tamanho (125g+33g). Longos periodos de gestacdo sao
associados a animais de grande porte; entre o0s roedores aqueles de maior tamanho sdo 0s
caviomorfos, a capivara maior representante do grupo tem um periodo de gestacdo de 149
dias (ZARA, 1973, apud WEIR, 1974). Proechimys guairae, roedor da mesma familia de

Trinomys yonenagae apresenta gestacéo de 62 dias (WEIR, 1973Db).
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O tamanho da prole nessa espécie também segue o padrdo histricomorfa com ninhadas
pequenas, ao redor de dois filhotes e filhotes precoces e 0 ganho de peso durante a gestacao
ndo permite a identificacdo de gravidez nos primeiros estagios.

A presencga do macho numa mesma caixa ndo garante a fertilizacdo da fémea, mesmo
com a ocorréncia de estro pos-parto (LUCHESI et al, 2007), como na fémea 6CF que
permaneceu na mesma caixa que o macho por 120 dias sem ocorréncia de gravidez.

N&o se observa um padrdo sazonal de reproducdo, com filhotes nascendo em todas as
estacOes do ano. Padrdo ja relatado na literatura para outros caviomorfos de clima tropical,
como a Cavia aperea (TRILLMICH, 2000). E na familia Echimyidae sabe-se que Proechimys
semispinosus (ADLER, 1997) também se reproduz de forma nao sazonal.

Apesar de seu pequeno porte a espécie parece seguir o padrdo de reproducdo dos
histricomorfa ja discutido em detalhes por Kleiman (1974) e Weir (1974) e nesta espécie de

forma parcial por Luchesi (2007 e 2009) e Manaf (2008).
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CAPiTULO IV —RITMO DE TEMPERATURA CORPORAL

4.1 Introducéo

A temperatura corporal (T;) apresenta um ritmo circadiano que se estabelece
precocemente. Em Rattus norvegicus, por exemplo, é observado ao redor dos 24 dias de vida.

Este ritmo é bem conhecido em vérias espécies e sabe-se que ele estd em relagdo
positiva de fase com o ritmo de atividade e repouso. Nos ratos Wistar, uma espécie noturna 0s
picos de temperatura corporal sdo noturnos e em humanos, que sdo diurnos, os picos de
temperatura sdo diurnos.

Em hamsters, o ciclo da temperatura ser um zeitgeber pode arrastar ciclos de atividade
(SuLzmAN et al, 1977, ASCHOFF & TOKURA, 1986; TOKURA & OIsHI, 1985, apud MARQUES,
1997). O mesmo acontece em Octodon degus e nos gerbilos (Pachyuromys duprasi) que
apresentam um robusto ritmo circadiano de temperatura (REFINETTI, 1998).

Em T. yonenagae o ritmo de temperatura é desconhecido apesar de ser um parametro
de grande importancia para a compreensdo da biologia desse pequeno roedor, que habita o
semi-arido, onde as temperaturas da superficie das dunas durante o dia sdo extremamente
altas.

Sabe-se que o valor da T, dos rabos de facho pode ser significativamente reduzido
(anapirexia) por aumento das concentracfes de gas carbbnico no sangue (hipercapnia),
segundo resultados do LECO realizados em colabora¢do com o laboratério do Prof. L. G. S.
Branco (BARROS et al, 1998). E importante se considerar que esses animais se abrigam em
galerias, onde a concentracdo de gas carbénico pode estar elevada em compara¢do com a
concentracdo encontrada em ambientes abertos e mais ventilados.

Em inimeras espécies de mamiferos ocorre uma variagdo da T. durante o ciclo estral.
Essa relacdo estda estabelecida em varias espécies de roedores Sciurognathi. Entre o0s

Caviomorpha esta associacao é conhecida em Octodon degus (LABYAK, 1995).
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E justificavel, portanto, a investigacio da ritmicidade da temperatura corporal em T.

yonenagae.

4.2 Objetivos
Os objetivos desse estudo séo identificar e caracterizar o ritmo de temperatura corporal

no roedor Trinomys yonenagae.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Animais

Foram estudadas 16 fémeas alojadas em gaiolas individuais, nascidas no biotério do
LECO, que foram colocadas em sala sem influéncia de machos por pelo menos trés meses
antes das medidas.

Os animais foram divididos em dois grupos contendo oito fémeas cada (grupos A e B).
O grupo A também pertence ao experimento sobre ciclo estral e o B apenas participa desse

experimento.

4.3.2 Manutencao

As fémeas foram mantidas em gaiolas individuais de propileno em sala isolada da
influéncia de machos, como apresentado na parte introdutéria, e com temperatura controlada
(22 + 1,4°C, UR 6744,8%).

4.3.3 Procedimento e equipamentos do estudo do ritmo de temperatura corporal

Para conhecer o padrdo do ciclo de temperatura de T. yonenagae fémeas alojadas
individualmente foram estudadas durante 72 horas. As coletas foram realizadas em janelas de

3 horas. O delineamento transversal (cada individuo representa um ponto de coleta) foi
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utilizado como medida para minimizar a manipulacdo dos animais e, com isso, diminuir erros
de interpretacdo do padrdo ritmico dessa espécie.

A temperatura corporal foi obtida através de um termémetro digital (BD, DT 203,
importado por Becton Dickinson IndUstrias cirdrgicas Ltda.) inserido no reto das fémeas. Este
protocolo foi testado em um projeto-piloto com 20 fémeas e verificou-se a viabilidade e
reprodutibilidade do procedimento experimental.

Foram analisados os seguintes parametros: porcentagem ritmica, mesor, amplitude do
ritmo e acrofase de acordo com NELSON et al, 1979. Primeiramente analisaram-se os dados
nos dois grupos, A e B, em separado e depois unindo todos os animais se fez uma analise

geral.

4.3.4 Andlise dos dados
A andlise do padrdo do ritmo de temperatura corporal foi feita pelo ajuste dos dados a uma
curva co-seno através do software Cossana (BENEDITO-SILVA, 1996). Os horéarios
apresentados referem-se ao horario do Zeitgeber (ciclo claro-escuro do Biotério) assim Oh ZT

corresponde ao inicio da fase de claro (02:00h) e 12h ZT ao inicio da fase de escuro (14:00h).

4.4 Resultados

4.4.1 Ritmo de temperatura nos dois grupos de fémeas

Nas oito fémeas do grupo A, a T. apresenta um padrdo circadiano altamente
significativo p= 0,002, com porcentagem ritmica de 45,01%. A acrofase (¢) do ritmo de
temperatura € observada na primeira metade da fase de escuro 17h11min ZT (35,4 £ 0,55°C)
e a temperatura média (mesor) é de 33,93 £0,16 °C. Valores semelhantes aos reportados por
Barros (1998) com variacdo 33,4 a 35,7 °C, menores do que é conhecido para outros roedores.

A figura 4.1 mostra a oscilagdo da temperatura, 0 mesor, os valores medidos e 0s ajustados a
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curva co-seno em 24h, a barra negra representa a fase de escuro e a clara, o claro (ver também

Anexo 9).

Figura 4.1 Oscilagdo de temperatura nas fémeas do grupo A (n=8) de Trinomys yonenagae
em 24 horas. A barra preta representa a fase de escuro
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Figura 4.2 Oscilagdo de temperatura nas fémeas do grupo B (n=8) de Trinomys yonenagae
em 24 horas. A barra preta representa a fase de escuro
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Para o grupo B (figura 4.2), a porcentagem ritmica foi 48,42%; p= 0,001. A amplitude

do ritmo de temperatura nessas 8 fémeas foi de 1,14 +0,26°C, com mesor de 34,23 °C. Como

no grupo A, temperaturas baixas se comparadas a outros roedores. A acrofase ocorreu as

15h30 min. ZT duas horas antes do que a observada no grupo A (17h11min).



77

O padrdo de temperatura nesta espécie parece ter dois picos noturnos, um que comeca
com o0 aumento gradual da T, no inicio da fase escura, atingindo o valor méximo no meio da

noite e o segundo pico na segunda metade da fase de escuro (figuras 4.1 e 4.2 e anexo 9).

4.4.2 Ritmo de temperatura geral

A figura 4.3 apresenta o padrdo de temperatura obtido das 16 fémeas que participaram
deste estudo sendo, portanto, uma unido dos dados obtidos. O padrdo circadiano de
temperatura mostrou-se de forma robusta (porcentagem ritmica 43,52%; p=0,001), a acrofase
foi observada as 16h15 min. ZT. A amplitude do ritmo foi de 1,02+0,17 °C, com mesor de

34,08+0,12 °C. Valores que ficam entre os obtidos em cada um dos grupos separadamente.

Figura 4.3 Oscilacdo de temperatura das fémeas de Trinomys yonenagae (n=16) em 24 horas.
A barra preta representa a fase de escuro
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4.5 Discussdo
O ritmo de temperatura corporal em geral, segue 0 mesmo padrdo que o ritmo de

atividade. Sabe-se que apresenta relacdo de fase positiva com o ritmo de atividade e repouso.
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Os gerbilos apresentam acrofase na fase escura com uma variacao de 3°C ao longo do
dia e amplitude de 2°C, assim como foi observado nas fémeas de Trinomys yonenagae.
Castilho e colaboradores (2005) estudando duas linhagens de camundongos Mus musculus,
roedores Sciurognathi que fazem dois tipos de ninhos, grandes ou pequenos, observou que a
temperatura corporal média é de 36,72 + 0,07°C no primeiro grupo e 36,90 + 0,21°C, no
segundo. A amplitude do ritmo também é diferente nestes dois grupos, sendo de 1,95 + 0,05 e
2,31 £ 0,08°C, respectivamente. Estes valores de amplitude sdo semelhantes aos que foram
observados nas fémeas de rabo-de-facho (1,02+0,17°C). Essa variacdo de T, ao longo do dia
estd de acordo com o que é conhecida na literatura para mamiferos, uma variacao diaria entre
1° - 4°C (BROWN, 2002).

Além do ritmo de claro/escuro sabe-se que o ritmo de temperatura também é ajustado
pelo ritmo de atividade e repouso. Estudos com o roedor crepuscular Octodon degus (KAs,
2001) mostraram que o ritmo de temperatura corporal em livre curso € de 23,39h. Quando ha
acesso a uma roda de atividade (um Zeitgeber) durante um intervalo fixo de tempo ele é
ajustado para um periodo de 24h. Labyak (1995) estudando a mesma espécie de roedor
mostrou que a temperatura e o ritmo de atividade estdo em relacdo positiva de fase e que
ainda, a T é mais elevada nas fases de proestro e estro do que nas outras fases do ciclo estral,
0 que ainda néo foi estudado em T. yonenagae.

Nos rabos-de-facho os ritmos de temperatura e atividade/repouso mostraram-se
sincronizados, com uma correlacdo positiva de fase, uma vez que o pico de atividade desses
animais ocorre na metade da fase escura, as 18h36min ZT (MARCOMINI, 2003), com 0 ritmo
de atividade antecedido em uma hora pelo pico de temperatura (17h11lmin ZT). O padrdo
ritmico observado nas fémeas de T. yonenagae esta de acordo com o exposto por Kas (2001)
para O. degus, um histricognata, da familia Octodontidae, que como os Echimyidae fazem

parte dos Octodontoidea.
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A diferenca entre os dois grupos de fémeas quanto a acrofase e a amplitude pode ser
consequéncia limitante da metodologia adotada, uma vez que, o método transversal nédo
permite um acompanhamento da expressdo ritmica dentro dos limites da variabilidade intra-
individual.

Embora os valores de temperatura observados nesta espécie estejam abaixo dos
conhecidos para outras espécies de roedores, como ja relatado por Barros (1998), Trinomys
yonenagae segue 0 mesmo padrdo ritmico e de oscilacdes que os ritmos conhecidos para

outras espécies de roedores noturnos, apresentando picos noturnos de temperatura corporal.
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CONCLUSOES FINAIS

Os resultados apresentados trazem novas e importantes informagdes para o
conhecimento da biologia desse roedor de ambiente semi-arido. Pode-se entéo concluir que:

A VA ndo necessariamente indica o estado de estro tendo sido observadas ocorréncias
de VA+diestro; VA+proestro; VS+proestro. Os pesquisadores de campo devem, portanto, ser
cautelosos ao utilizar este critério como indicativo de atividade reprodutora em rabos-de-
facho.

Embora marque o inicio da vida reprodutiva o estado vaginal ndo pode ser usado como
Unico indicativo de atividade reprodutiva uma vez que, ha raras coincidéncias de vagina
aberta com as fases de proestro ou estro (fases reprodutivas).

As fases de proestro e metaestro séo curtas, com menos de um dia de duracdo. A fase
de estro € inferior a 24h, pois houve dificuldade de observa-la mesmo realizando coleta de
material poucas horas apds ter sido observado um proestro (oito ocorréncias). Tendo sua
ocorréncia confirmada também pela observacao de gestacdes seguidas.

O ciclo estral parece ser espontaneo nas fémeas de T. yonenagae uma vez (ue,
observou-se ocorréncia de estro em fémeas em sala livre da influéncia de macho. E a duracédo
do ciclo estral é variavel. Das 26 fémeas nenhuma apresentou regularidade do ciclo estral,
independente das condi¢cbes de alojamento (individual, pareada com fémea ou pareada com
macho). A existéncia de um co-especifico influencia o ciclo estral, podendo ate chegar ao
ponto de inibi-lo (dupla de irmas). Além disso, existem diferencas no ciclo de fémeas alojadas
em gaiola individual ou pareada com outra fémea quanto a frequéncia de observacdo das fases
do ciclo e dos estados vaginais.

T. yonenagae apresenta estro pds-parto. E apesar de haver atividade reprodutiva a
presenca do macho ndo garante a gravidez uma vez que, foi possivel observar casais em que 0

intervalo entre 0 nascimento de duas ninhadas foi 591 dias.
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Em roedores em que o estro é curto o periodo de corte é longo e elaborado, como
pudemos observar nos rabo-de-facho. As fémeas ndo apresentam a iniciativa do acasalamento,
padréo observado em roedores sociais e fossoriais. O comportamento de acasalamento, com
tentativas de monta e contato naso-anal por parte do macho sdo observados no inicio da
gravidez.

Durante a gestacdo a vagina pode estar episodicamente aberta, com predominio do
estado vagina selada O ganho de peso na fémea sé é perceptivel no ultimo més. Além disso, a
gestacdo tem duracdo de aproximadamente 90 dias, com ninhadas pequenas. Ndo se
observando efeito de sazonalidade em cativeiro, com nascimentos espalhados ao longo do
ano. Seguindo o que esta na literatura de campo sobre esta espécie.

E para encerrar, Trinomys yonenagae apresenta um ritmo circadiano de temperatura
corporal em sincronia com o ritmo de atividade/repouso, acrofase na fase escura.

Os resultados sugerem que esta espécie segue o padrdo da familia Echimyidae, como
gestacdo longa e ciclo estral longo e de duragdo variavel sem relacdo com o estado vaginal. A
presenca de co-especificos influencia a reproducdo em Trinomys yonenagae modulando o
ciclo estral, e que a temperatura corporal apresenta um ritmo circadiano com picos noturnos
de acordo com o seu ritmo de atividade, uma vez que, a espécie gque vive nas dunas de areia

da Caatinga se encontra ativa durante a noite.
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Anexo 1 — Descricdo do grupo de fémeas de Trinomys yonenagae que participam do
experimento de idade da abertura vaginal (AV)

Tabela 1. Grupo de fémeas que tiveram a idade da abertura vaginal acompanhada n=12
o

Gaiola experimental animal mae Pai

21 1 060370 020222 010207
22 2 060372 030281 030273
23 3 060376 010211 010199
24 4e 070390 010211 010199
25 5e 070394 060381 060380
26 6 070395 020222 010207
27 7e6c 080398 030284 030272
28 8 080405 020233 030292
29 9 090446 060381 060380
30 10 090447 080398 030311
31 11 090451 080398 030311
32 12 090456 020233 030292

Tabela 2. Idade da AV em Trinomys yonenagae acompanhada desde o nascimento  (n=12)

. . Data Idade na abertura
Fémea Nascimento .
abertura Meses Dias
1 29/3/2006 21/7/06 S 3,5 105
2 22/5/2006 28/8/06 S 2,5 75
3 31/5/2006 21/9/06 S 3,0 90
4 31/10/2007  14/2/08 S 3,5 105
5 27/11/2007 3/3/08 S 3,1 94
6 17/12/2007  18/2/08 A 2 61
7 12/2/2008 12/6/08 S 4 121
8 25/7/2008  22/10/08 S 3 89
9 7/1/2009 1/4/09 S 2,8 84




Anexo 2 — Descri¢do dos animais utilizados no estudo do ciclo estral (EV) e abertura
vaginal (AV) de acordo com o grupo experimental ao qual pertencem

Tabela 3. Grupo A fémeas alojadas com fémeas n=12
Gaiola N° Animal Mae Pai Parentesco
1DA 050356 030284 D13/C3 030272 C1/D13
1 irmas
1DB 050357 030284 D13/C3 030272 C1/D13
2DA 050358 000189E D13 990167 C3
2 irmas
2DB 050359 000189E D13 990167 C3
3DA 060378 010211 C1/D13 010199 C3
3 irméas
3DB 060379 010211 C1/D13 010199 C3
4DA 030297 010201 C1 010207E D13/C2
4 nao irmas
4DB 030298 960034 960019
5DA 010204 000179 C1 000191 C5
5 néo irmas
5DB 050344 030281 C1 030276 C3/D13
6DA 020252 010196 D13 010205 C3
6 néo irmés
6DB 030306 990169 C2 000192 C1
E - animal com epilepsia; Cn coldnias originarias: Dn duna originaria
Tabela 4. Grupo B fémeas alojadas sozinhas nas gaiolas n=8
Gaiola N° Animal Mae Pai Historico
7 71 030263 960030 C1  960038/970009 C1 Ja esteve com @
8 8l 060371 030284 D13/C3 030272 C3/D13 Isolada aos 3m
9 9l 070390 010211 C1/D13 010199 C3 Isolada aos 3m
10 101 070394  060381C1/C4 060380 C1/C4 Isolada aos 3m; pais irméos
11 111 010208 000189E D13 990167 C3 Ja esteve ¢/ &
12 121 070387 030284 D13/C3 030272 C3/D13 Esteve com irméo até 6m de vida
13 13l 070385 010211 C1/D13 010199 C3 Esteve com irm&o ate 6m de vida
14 141 040329 030271 C5/C2 030272 D13/C3 Esteve na sala com &

E- Animal com epilepsia; Cn colbnias originarias: Dn duna originaria



Tabela 5. Grupo C fémeas alojadas em casal n=6

Gaiola N° Fémea Mae Pai Macho N° Mae Pai

1C (15) 1CF 020250 000190 C1 000188 D13 010209E 1CM 000193 C1 000177 C4
2C (16) 2CF 030284 010196 D13 010205 C3 030272 2CM 010211 C1/D13 010199 C3
3C (17) 3CF 060381 030281 C1 030273 C3/D13 060380 3CM 030281 C1 030273
4C (18) 4CF 020233 9700071 C4 970020 C4 030292E 4CM 000193 C1 000177 C4
5C (19) 5CF 050365 010201 C1 010199 C3 030285 5CM 010203 C1/C5  030266D13/C3

6C (200 6CF 080398 030284 D13/C3 030272 C3/D13 030311 6CM 030281 C1 030276 C3/D13

E - Animal com epilepsia; Cn colbnias originarias: Dn duna originaria

Fémea 080398 inserida no experimento a partir de julho /08

O codigo Do animal é dado pelo numero da gaiola seguido de cddigo de alojamento: D
duplas, seguido de A e B para identificacdo intra-dupla; | fémeas alojadas individualmente; e

C animais alojados em casal, seguido de F para fémea e M para macho.



Anexo 3 — Dados do ciclo estral das fémeas alojadas em duplas (n=12)

Tabela 6. Porcentagem das fases do ciclo estral nas fémeas alojadas em duplas (grupo A)
durante o 1° semestre de observacao (margo-ago/2008)

Dupla Fémea D P E M
1DA 9 0 0 1

1 1DB 0 0 0 O
5 2DA 97 1 0 2
2DB 100 O 0O O

3DA 97 3 0 0

3 3DB 100 O 0 0
4 4DA 100 O 0 O
4DB 81 25 25 12

50A 92 4 0 4

S 5DB 80 2 2 16
6 6DA 88 7 0 5

6DB 9% O 0 4
D- Diestro; P-Proestro; E-Estro; M-Metaestro

Tabela 7. Porcentagem dos estados vaginais nas fémeas alojadas em duplas (grupo A)
durante o 1° semestre de observagao (margo-ago/2008)

Dupla Fémea F S A
1IDA 11 96 3,2

! 1DB 100 0 0
5 2DA 6,5 88 5,4
2DB 98 2,2 0
3 3DA 54 91 3,2
3DB 82 16 2,2
4 4ADA 69 29 2,2
4DB 13 80 75
5 5DA 70 27 3,2
5B 2,2 95 3,2
6 6DA 56 44 0

6DB 42 58 0

F- Fechada; S-Selada; A-Aberta Em destaque estado vaginal mais observado
em cada fémea. E aquela que apresentou somente vagina fechada




Anexo 4 — Tabelas com frequéncia dos eventos do ciclo estral nas fémeas alojadas em
gaiolas individuais (n=8)

Tabela 8. Fases do ciclo estral, em porcentagem, de fémeas alojadas em gaiolas individuais
(grupo B), 1° semestre de observagdo (marg¢o-ago/08); 2° semestre (set-marco/09)

. 1° semestre 2° semestre Total
Fémea
D P E M D PEM %
71 100 0 0O 0 100 0 0O O 0
8l 919 9 0 O 92 8 0 O
al 88 6 0 7 97 3 0 O 8
101 80 10 1 8 91 7 1 1 15
111 77 0 0 23 98 0 0 2 9
12] 87 7 2 4 95 4 0 1 9
131 92 2 1 4 98 0 1 1 6
141 80 7 2 11 9% 4 0 1 4

Observagdes feitas no 1° semestre (marco a agosto) diariamente ou em dias intercalado; no
2° semestre (agosto a abril) em intervalos de 2 a 4 dias. Fases: Diestro (D), Proestro (P),
Estro (E), Metaestro (M). Total: porcentagem total de eventos ndo-diestro. Em destaques o
% de estro observado em cada fémea.

Figura 4.1. Estados vaginais nas fémeas alojadas em gaiolas individuais (grupo B) no 1°
(margo-agosto/08) e 2° (setembro-abril) semestres

550 -
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400 -
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O .
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N2 de eventos observados

1 2
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Anexo 5 — Tabelas com frequéncia dos eventos do ciclo estral nas fémeas alojadas
com machos (n=6)

Tabela 9. Frequéncia de estados vaginais de fémeas alojadas com machos quando fora do
periodo de gravidez no 1° semestre de observagdo (margo-ago/2008); 2° semestre
(setembro-marco)

A 1° Semestre 2° Semestre Total
Fémea Total
F S A F S A
1CF 5 83 5 93 4 58 3 65
2CF 10 48 1 59 10 54 1 65
3CF 0 10 1 11 5 59 1 65
4CF 0 19 16 35 16 46 4 66
5CF 1 33 3 37 4 58 2 64
6CF 16 193 26 * 21 42 2 65

Observacdes feitas no 1° semestre (marco a agosto) diariamente ou em dias intercalado; no 2° semestre (agosto a
abril) em intervalos aleatorios Total: porcentagem total de eventos por fémea fora da gravidez. * Fémea 6Cf
incluida em julho de 2008.



Anexo 6 — Descricdo do grupo de fémeas de Trinomys yonenagae que participam do

experimento

Tabela 10. Grupo de fémeas alojadas em casal (grupo C experimento AV e EV) que tiveram

a gestacdo acompanhada n=5
Gaiola N° Fémea Macho Ne
2C (16) 2CF 030284 030272 2CM
3C(17) 3CF 060381 060380 3CM
4C (18) 4CF 020233 030292E 4CM
5C(19) 5CF 050365 030285 5CM
6C (20) 6CF 080398 030311 6CM

E- Animal com epilepsia

Tabela 11. Grupo de fémeas alojadas em casal que tiveram a gestagdo acompanhada a partir
do historico do biotério

n=8

Gaiola ~ N° Animal Macho N°
x  7CF 990169 000192 7CM
x  8CF 000189 990167 8CM
x  9CF 000190 000188 9CM
x  10CF 000193 000177  10CM
*  11CF 010211 010199  11CM

030276/030273/

x  12CF 030281 T302TS) 1acm
= 13cF 0001 960016  13CM
= aack %% 9600381970000 14CM
«  1scp 960034 960019  15CM

col

E-Animal com epilepsia; col. Animal coletado

O codigo Do animal é dado pelo nimero da gaiola seguido de cddigo de alojamento em casal

C, seguido de F para fémea e M para macho.



Anexo 7 - Histérico de nascimentos no biotério

Fémeas que participam do experimento do ciclo estral e que tiveram 0s nascimentos

acompanhados pela experimentadora

Tabela 12. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 2CF (030284)

Fémea Macho Ninhadas Irz(tje)r. ﬁ"r(l) Otes Identificacao Macho Fémea

13-20/7/05 - 2 050356 050357 0 2

28/4/06 283 1 060371 0 1

3/10/06 158 2 m060382 m060383 2 0

25/5/07 234 2 m070386 mQ07387 2 0

030284 030272 12/2/08 263 2 080398 m080399 1 1

24/9/08 210 2 m080406 080407 1 1

m080413 m080414

23/12/08 91 4 m080415 080416 3 1

15/7/09 1 m090427 1 0

Total 15 Total 9 6

Média 2,0 % 60 40

Dp 0,9

f -fémea; m- macho; ?- sexo desconhecido

Tabela 13. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relacdo macho:fémea da

fémea 3CF (060381)

Fémea Macho  Ninhadas Irzge)r. ﬁ":\:) otes Identificacéo Macho Fémea
27/11/07 - 2 m 070393 070394 1 1
29/6/08 215 2 m 080403 m080404 2 0
060381 060380 2/10/08 95 3 080408 m080409 m 080410 2 1
7/1/09 97 1 090417 0 1
17/6/09 161 2 m090424  m090425 2 0
Total 8 Total 7 3

Média 2 % 875 375
dp 0,7

Tabela 34. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 3CF (020233)
Fémea Macho Ninhadas Inter. N° Identificacéo Macho Fémea
(d) filhotes ¢
25/7/08 - 1 f 080405 0 1
202 292
020233 03029 22/6/09 1 090426 0 1
Total 2 Total 0
Média 1 % 0 100
dp 0




Tabela 15. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 5CF (050365)

Fémea Macho Ninhadas Inter. N® Identificacdo Macho Fémea

(d) filhotes
050365 030285 18/7/08 - 1 natimorta 0 1
25/5/09 2 m090422  m090423 2 0
Total 3 Total 2 1
Média 15 % 66,7 33,3

dp 0,7

Tabela 16. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relacdo macho:fémea da

fémea 6CF (080398)
Fémea Macho Ninhadas Inter. N° Identificacéo Macho Fémea
d) filhotes ¢
19/1/09 - 1 090418 0 1
080398 030311 20/5/09 121 2 090420 m090422 1 1
Total 3 Total 1 2
Média 15 % 33,3 66,7
dp 0,7

Fémeas que tiveram os dados de nascimentos levantados pelo historico do biotério

Tabela 47. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relacdo macho:fémea da

fémea 7CF (990169)
Fémea Macho Ninhadas Irz(tje)r. ﬁ”']\cl) Otes Identificacéo Macho Fémea
22/3/02 - 2 020226 m020227 1 1
10/12/02 263 2 m020255 m020256 2 0
990169 000192  30/5/03 171 2 m030279 m030280 2 0
4/11/03 158 2 030305 030306 0 2
11/5/04 189 2 040323 m040324 1 1
Total 10 Total 6 4
Média 2 % 60 40
dp 0

f -fémea; m- macho; ?- sexo desconhecido



Tabela 18. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 8CF (000189)
Fémea Macho Ninhadas Inter. N Identificacao Macho Fémea
(d) filhotes
16/10/01 - 2 m010207 010208 1 1
4/3/02 139 2 020223 1020223 0 1
15/9/02 195 2 m020244 020245 1 1
31/1/03 138 2 m030266 030267 1 1
5/5/03 94 1 m030276 1 0
4/8/03 91 3 m030287 030288 030289 1 2
000189 990167  4/11/03 92 3 2030301 2030302 2030303 0 0
23/5/04 201 2 m040325 m040326 2 0
25/10/04 155 3 f040336 m040337 m040338 2 1
24/3/05 150 3 m050351  f050352 050353 1 2
24/8/05 150 2 f050358 050359 0 2
22/11/05 90 2 m050363 mO050364 2 0
25/2/06 95 2 m060368  f060369 1 1
25/5/06 90 3 f060373  f060374  f060375 0 3
Total 32 Total 13 15
Média 2,29 % 44.8 51,7
dp 0,61

Tabela 19. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 9CF (000190)
Fémea Macho Ninhadas Inter. .NO Identificacao Macho Fémea
(d) filhotes
27/10/01 - 2 m010209 010210 1 1
29/4/02 91 2 m020228 020229 1 1
000190 000188 H9/7/00 91 2 mM020241 020242 1 1
30/10/02 93 1 020250 0 1
29/1/03 91 2 m030264 f030265 1 1
Total 9 Total 4 5
Média 1,80 % 44.4 55,6
dp 0,45

Tabela 20. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 10CF (000193)

Fémea Macho Ninhadas Inter.(d) N filhotes Identificacdo Macho Fémea
22/10/01 - 1 m010209 1 0
12/3/02 141 1 2020224 Natimorto 0 0
30/12/02 293 1 m020257 1 0
000193 000177 1/6/03 152 1 f030281 0 1
2/9/03 93 2 m030292 030293 1 1
28/9/04 392 2 f040332 m040333 1 1
28/2/05 153 1 f050348 0 1
1/11/05 245 2 050361 m050362 1 1
Total 11 Total 6 5

Média 1,38 % 54,5 45,5

dp 0,52




Tabela 21. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 11CF (010211)
Fémea Macho Ninhadas Inter. N° Identificacdo Macho Fémea
(d) filhotes

31/5/02 - 2 m020231 020232 1 1

18/10/02 140 2 m020248 020249 1 1

19/1/03 93 2 f030260 m030261 1 1

16/4/03 88 2 f030272  f030273 0 2

12/8/03 118 2 m030290 m030291 2 0

10/11/03 90 3 f030307  f030308  mM030309 1 2

6/3/04 117 2 m040317 mO040318 2 0

5/6/04 91 2 f040327  f040328 0 2

15/10/04 132 2 f040334  f040335 0 2

010211 010199 15/1/05 92 3 m050339 f050340  m050341 2 1
5a 6/05 2 m050354 mO050355 2 0

1 a 7/9/05 90 1 m050360 1 0

2/12/05 86 3 f050365 m050366 mM050367 2 1

31/5/06 179 1 f060376 0 1

4/9/06 96 2 f060378  f060379 0 2

3/5/07 243 2 m070384  f070385 1 1

4/8/07 91 1 f070389 0 1

31/10/07 88 3 f070390 m070391 m070392 2 1

Total 37 Total 18 19

Média 2,06 % 48,6 51,4
dp 0,64

Tabela 22. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 12CF (030281)

R . Inter. . e R
Fémea Macho Ninhadas () Ne filhotes Identificacdo Macho  Fémea
030281 030276 17/12/03 2 m030311 f030312 1 1

17/1/05 396 2 f050344 f050345 0 2
22/5/06 1 m060372 1 0
030281 030273 18/9/06 119 2 m060380 f060381 1 1
030281 000177 12/6/08 m080401 m080402 2 0
Total 7 Total 5 4
Média 1,75 % 714 57,1
dp 0,5

A linha em negrito é a separacéo entre os diferentes machos que foram pareados com a fémea



Fémeas capturadas que tiveram os dados de nascimentos levantados pelo historico do
biotério

Tabela 23. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relacdo macho:fémea da

fémea 13CF (960012)

Fémea Macho Ninhadas Irz(tje)r. ﬁ”']\cl) cices Identificacéo Macho  Fémea
15/3/99 : 2 m990168 990169 1 1
21/11/99 251 2 m990173 m990174 2 0
960012 960016 28/4/00 158 2 m000186 000187 1 1
coletada 5/12/00 221 1 m000194 1 0
20/8/01 258 2 010197 m010198 1 1
17/11/01 89 2 010213 m010212 1 1
24/5/02 188 1 m020230 1 0
Total 13 Total 9 4
Média 1,9 % 69,2 30,8

Dp 0,38

f -fémea; m- macho; ?- sexo desconhecido

Tabela 24. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 13CF (960030)
Fémea Macho Ninhadas Inter. N° Identificacao Macho Fémea
(d) filhotes
960038 19/11/99 . 1 m990172 1 0
ou 16/3/00 117 2 m000178 f000179 1 1
970009 14/8/00 151 1 000190 0 1
960038 6/11/00 - 2 m000192 f00193 1 1
960030 15/9/01 397 2 010201 m010202 1 1
coletada 4/7/02 292 2 1020237 020238 0 2
960038 21/1/03 201 2 1030262 f030263 0 2
ol 17/5/03 116 2 m030277 m030278 2 0
970009 17/9/03 123 2 m030294 030295 1 1
1/3/04 170 2 m040315 f040316 1 1
12/8/04 169 1 040331 0 1
21/1/05 153 2 m050346 m050347 2 0
Total 21 Total 10 11
Média 1,7 % 47,6 52,4
Dp 0,47

A linha em negrito € a separagdo entre os diferentes machos que foram pareados com a fémea



Tabela 25. Nascimentos, intervalo entre ninhadas, n° de filhotes e relagdo macho:fémea da

fémea 14CF (960034)
R . Inter. N s o
Fémea Macho Ninhadas . ldentificagéo Macho  Fémea
(d) filhos
6/5/00 - 2 m000188 f000189 1 1
15/4/01 344 2 m010195 1010196 1 1
960034 960019 27/7/02 468 2 020239 m020240 1 1
coletada 17/2/03 205 2 2030268 2030269 0 0
26/9/03 221 1 030298 0 1
11/5/05 592 2 ?s/n° ? s/n° 0 0
Total 11 Total 3 4
Média 1,8 % 27,3 36,4

Dp 0,45




Anexo 8 — Tabelas de frequéncia dos eventos do ciclo estral nas fémeas enquanto
gravidas (n=5)

Tabela 26. Frequéncia dos estados vaginais (AV) durantes os trés meses de gravidez em

Trinomys yonenagae durante o ano 2008/2009 (grupo C)* (n=59)
- Més 1 Més 2 Més 3
FEMEA/ AV F S A F S A F S A
4CF 0 12 3 0 16 3 0 20 5
2CF 5 23 0 0 0 0 1 11 0
5CF 0 14 1 0 13 6 1 17 4
3CF 1 12 1|0 10 0 [ 1 16 0
3CF 1 28 1 0 0 0 2 10 0
Total 7 89 6 0 39 9 5 74 9
% 7 87 6 0 81 19 6 84 10
Total Més 102 48 88

F- Fechada; S-Selada; A-Aberta

Tabela 27. Frequéncia das fases do ciclo estral (EV) durantes os trés meses de gravidez em

Trinomys yonenagae durante o ano 2008/2009 (Grupo C)* (n=59)
FEMEA Més 1 Més 2 més 3
P E M ? D P E M ?2| D P E M ?
4ACF 14 0 0 1 0| 18 0O 01 0|2 0 0 0 O
2CF 23 0 0 1 O 0 0O 0 0 0|11 0 O O O
5CF 14 0 0 0 O 18 0O 0 0 1120 0 O 0 O
3CF 12 0 0 1 O 9 0O 0 0 0|15 0 O 1 O
3CF 29 0 0 0 0] O 0 0 0 0|10 0O O O O
total 92 0 0 3 0] 45 0 0 1 1,8 0 0 1 O
% %8 0 0 32 0| 9,7 0 0 2121(988 0 0 12 0,0
total més 95,0 47,0 82,0

D- Diestro; P- Proestro; E- Estro; M- Metaestro; ?- Fase nao identificada

* Participam apenas as fémeas do grupo C do experimento de AV e EV que tiveram pelo menos um episédio de
gestacdo. Sendo portanto, apresentadas 5 fémeas.



Anexo 9 — Oscilacdo de temperatura corporal nas fémeas de Trinomys yonenagae nas
72h de experimento

Figura 9.1. Oscilacdo da temperatura corporal nas 8 fémeas que comp&em o grupo A em 72h
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Figura 9.2. Oscilagdo da temperatura corporal nas 8 fémeas que compdem o grupo B em 72h
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