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RESUMO

SOBRAL G. Histéria Natural e comportamento social de bugios-ruivos (Alouatta
clamitans, Primates: Atelidae) em um dos maiores fragmentos de Mata Atlantica do
mundo. [Natural History and social behaviour of brown howler monkeys (Alouatta clamitans,
Primates: Atelidae) in one of the largest Atlantic Forest fragment in the world]. 2020. 200 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade

de Sé&o Paulo.

A ecologia e o comportamento de diversos animais arboricolas, principalmente considerando-
se parametros ecologicos, de organizacédo social e de estresse, sdo fortemente influenciados pela
fragmentacdo. Essa constatacdo se baseia principalmente em estudos realizados com primatas,
porém a maior parte destes foi, e continua sendo, conduzido em ambientes pequenos, isolados
e altamente alterados, haja vista que h& poucos fragmentos grandes ou continuos no planeta.
Devido a essa escassez, 0 objetivo geral da presente tese € investigar os desdobramentos para
0 comportamento social de um primata que vive em um fragmento grande e continuo. Para
responder a tal questdo, grupos de bugios-ruivo selvagens foram acompanhados entre
novembro de 2017 e dezembro de 2018 no Parque Estadual Carlos Botelho, SP, um fragmento
de 38.000 ha e incluido em um continuo que pode atingir 200.000 ou 350.000 a depender da
autoridade. Durante esse periodo, foram coletados dados comportamentais, 0 posicionamento
por GPS e amostras ndo-invasivas (urina e fezes). Para o desdobramento no nivel mais alto, o
dos parédmetros ecoldgicos, foi descrita quantitativamente a variacdo intergrupos para 0s
parametros de taxas de competicdo intra e interespecifica, de orcamento de atividades, de area
de vida e de dieta. Posteriormente, testou-se a influéncia de varidveis bidticas e abidticas no
percurso diario pela analise de caminhos, uma vez que este possui forte correlacdo com os
demais parametros ecoldgicos. As variaveis abioticas incluiram estagdo do ano, pluviosidade e
temperatura. Os resultados dos parametros analisados foram semelhantes ao de outras espécies
do género em fragmentos pequeno, embora a area de vida tenha variado amplamente entre 0s
dois grupos. Além disso, detectamos diferengas notaveis com relacdo a competitividade, sendo
menor nesse fragmento grande, representada tanto pela auséncia de sobreposicédo de areas de
vida quanto pelos encontros intergrupo, competicao intragrupo e competicédo interespecifica.
Visto que o tamanho de fragmento ndo influenciou os pardmetros ecoldgicos desses grupos,
seguiu-se para a analise do desdobramento de nivel intermediario, o de organizagdo social.

Além da apresentacao do sistema social dos grupos, também se testou qual fator — parentesco



mde-filhote, sexo e idade — melhor explicou a variagdo nos padrfes de interacdo das diades e
relacionou-se com mudancas demograficas de imigracdo, nascimento e desaparecimento de
individuos a partir da andlise de redes sociais. Fémeas foram os agentes fundamentais na
catacdo e os indices de associacdes diadicas foram mais altas entre os filhotes e suas respectivas
mdes. O grupo onde ocorreu maiores mudangas demogréaficas ao longo do tempo tinha menores
taxas de catacdo e maiores taxas de agresséo. Ainda assim, considerando-se que esses grupos
interagiram mais do que anteriormente relatado na literatura para a espécie, foi avaliado, entéo,
0 desdobramento ao nivel mais baixo, o de interagcdes diadicas. Para tanto, investigou-se a
adequacdo das categorias de estilo materno a uma espécie de primata que pouco interage, a fim
de detectar diferencgas individuais nas interacdes entre maes e seus filhotes. A maioria das
categorias foi extremamente rara e apenas o tempo em contato fisico foi altamente variavel
entre as fémeas, sendo esta a Unica varidvel significativa. Finalmente, os horménios
responderiam o nivel ainda mais baixo, 0 dos mecanismos endocrinoldgicos subjacentes aos
padrdes encontrados em cada um desses niveis observados anteriormente em um fragmento
dessa magnitude. Os resultados dos ensaios hormonais, embora negativos, ajudardo estudos
posteriores, pois permitirdo o ajuste das pesquisas futuras, aumentando as chances de sucesso.
Essa tese € um dos poucos estudos ecoldgico-comportamentais de primatas em fragmento
continuo de Mata Atlantica. Os resultados aqui encontrados tém o potencial de auxiliar em
planos de manejo in situ e ex situ, projetos de translocacdo, de reintroducdo e de reproducéo
assistida. Esses resultados evidenciam como estudos de histéria natural e do comportamento
social fornecem conhecimento fundamental para nossa compreensdo de como grupos
individuais se comportam em ambientes pristinos, de modo que possamos entender as

consequéncias da nossa atividade e da fragmentacéo nas populagdes selvagens.

PALAVRAS-CHAVE: Anélise de Redes Sociais; Animais Selvagens; Uso espaco-temporal;

Interacdo mae-filhote; Reproducao.



ABSTRACT

SOBRAL G. Natural History and social behaviour of brown howler monkeys (Alouatta
clamitans, Primates: Atelidae) in one of the largest Atlantic Forest fragments in the world
[Historia Natural e comportamento social de Bugios-ruivos (Alouatta clamitans, Primates:
Atelidae) em um dos maiores fragmentos de Mata Atlantica do mundo]. 2020. 200 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, 2020.

The ecology and behavior of several arboreal animals, such as ecological parameters, social
organisation and stress, are strongly influenced by fragmentation. These findings are largely
based on studies with primates, much of which were, and continue to be, conducted in small,
isolated and highly altered fragments. Due to this scarcity, this thesis's general objective is to
investigate the unfolding of living in a large and continuous fragment for a primate's social
behaviour. To answer this question, | followed groups of wild howler monkeys between
November 2017 and December 2018 at the Carlos Botelho State Park, SP, a fragment of 38,000
ha and included in a continuum that can reach 200,000 or 350,000 depending on the authority.
I collected behavioural data, GPS positioning and non-invasive samples (urine and faeces). To
analyse the unfolding at the highest level, that of ecological parameters, | describe
quantitatively the intergroup variation for the parameters of intra and interspecific competition,
activity budget, home range and the diet. Subsequently, | tested the influence of biotic and
abiotic variables on the daily path, given that it presents a strong correlation with the other
ecological parameters. The abiotic variables included season, rainfall, and temperature. Values
of the analyzed parameters were similar to those of other species of the genus in small
fragments, although home range varied widely between the two groups. Additionally, | detected
notable differences with respect to competitiveness, being smaller in this large fragment,
represented by the absence of overlapping home ranges, intergroup encounters, as well as
intragroup and interspecific competition. Since fragment size did not influence these groups'
ecological parameters, | went on to the following level of analysis, that intermediate level of
social organization. | present the groups' social system and tested which factor — mother-infant
relationship, sex or age — best explained the variation in the interaction patterns of the dyads. |
also correlated these patterns with demographic changes (immigration, birth and disappearance
of individuals) using social networks analysis. Females were the key agents in grooming, and

the dyadic association rates were higher among those with infants. The group with the most



remarkable demographic changes had lower rates of grooming and higher rates of aggression.
Considering that these groups interacted more than previously reported in the literature for the
species, the following analysis included the lowest level, the dyadic interactions. Therefore, |
analysed the adequacy of the maternal style categories to a primate species with little interaction
rates, and if it enough to detect individual differences in the interactions between mothers and
their offspring. Most of the categories were extremely rare and only the time in physical contact
was highly variable among females, this being the only significant variable. Finally, the
hormones would respond to the even lower level, that of the endocrinological mechanisms
underlying the patterns found at each of these levels previously analysed in a fragment of this
magnitude. The results of hormonal assays, although negative, will help further studies, as they
will allow the adjustment of future research, increasing the chances of success. This thesis is
one of the few ecological-behavioural studies of primates in a continuous Atlantic Forest
fragment. The results found here can assist in in situ and ex situ management plans,
translocation, reintroduction, and assisted reproduction projects. These results show how
studies on natural history and social behaviour provide fundamental knowledge for our
understanding of how individual groups behave in pristine environments, so that we can

understand the consequences of our activity and fragmentation in wild populations.

KEYWORDS: Spatio-temporal use; Social Network Analysis; Mother-infant interaction;
Reproduction; Wildlife.
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MAMIFEROS SAO INERENTEMENTE SOCIAIS

Os mamiferos sao parte de um grupo monofilético e inerentemente social devido a sua
estratégia reprodutiva, onde os filhotes dependem integralmente do cuidado materno para
sobrevivéncia e desenvolvimento (e.g. MASON, 1960; SIMPSON et al., 2016). Dessa forma,
as interagdes sociais sdo cruciais para o desenvolvimento e manuten¢do do comportamento em
mamiferos, sobretudo os sociais. As interagdes sociais sao tdo primordiais que individuos
socialmente isolados desde tenra idade e que ndo tiveram oportunidade de desenvolver a
comunicagdo (MASON, 1960; HALL, 1998; PITTET et al., 2014) apresentam problemas de
saude e, em casos cronicos, pode levar a diminui¢do de serotonina (SHAMS et al., 2015) e
retardar o desenvolvimento motor (HOLSON & SACKETT, 1984). Similarmente, brincadeiras
entre individuos estreitam os lacos sociais destes no futuro, com consequéncias para a
competéncia social de adultos (PALAGI, 2018). Dessa forma, comités de ética tém endossado
que animais de experimentagdo sejam mantidos em grupos (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2010), e o confinamento em solitaria de seres humanos foi considerado como
tortura (ver SMITH, 2006). Em cendrio mais recente, ha ainda intenso debate sobre os efeitos
da pandemia do novo coronavirus na ansiedade em adultos (MILMAN et al., 2020) e no

desenvolvimento social de criangas ¢ adolescentes (GOLBERSTEIN et al., 2020).

Diversas espécies de primatas sdao sociais € com rico repertorio comportamental, de forma
que os mamiferos sdo aqueles com comportamento social mais bem estudado. A socialidade
dos primatas inicia-se nas primeiras semanas de vida, quando o cuidado com os filhotes pode
ou nao ser dividido entre outros membros do grupo, inclusive machos adultos (WRIGHT,
1990). Posteriormente, a socialidade durante o periodo entre a infincia e a fase adulta,
comumente chamado de juventude, também ¢ fundamental, pois muito dos lagos formados
quando adultos sdo moldados durante essa transicdo, embora ndo haja muitos estudos a esse
respeito (SANDEL et al., 2020). Em geral, as fémeas de primatas sdo filopatricas (permanecem
no grupo natal mesmo quando adultas e reprodutivas), enquanto os machos sao o sexo dispersor
(SILK, 2009). Portanto, diversas espécies vivem em complexas sociedades matrilineares, de
forma que fémeas interagem mais umas com as outras do que com machos (STERCK et al.,
1997). Ja a relacao entre machos, o enfoque da maioria dos estudos ¢ na dominancia e relagdes
agonisticas entre eles (e.g. BERNSTEIN, 1976), embora haja relagdes cooperativas (PATZELT
etal., 2014).

A sociedade dos primatas emerge a partir de trés elementos, sendo eles a organizacao

social, a estrutura social e o sistema de acasalamento. A organizagdo social diz respeito a
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composicao sexo-etaria, onde se estabelece a razdo sexual e a propor¢ao de individuos adultos
e jovens, ¢ hd uma miriade de combinagdes apresentada pelas espécies (CLUTTON-BROCK
& HARVEY, 1977). Ja estrutura social refere-se aos padroes comportamentais e
relacionamentos, i.e., a frequéncia e a qualidade das interacdes sociais entre individuos
(HINDE, 1983; KAPPELER, 1999; OKKO & JOHNSTONE, 1999; KAPPELER & VAN
SCHAIK, 2002). Finalmente, o sistema de acasalamento compreende a quantidade de parceiros
e a duragdao com que essas relagdes perduram, em um continuo que varia entre monogamico €
promiscuo (WITTENBERGER & TILSON, 1980). A variacdo observada em primatas para
esses trés parametros tém sido foco de estudos héa anos (e.g. CLUTTON-BROCK & HARVEY,
1977) e a ecologia alimentar e a inércia filogenética sdo as principais for¢cas que ditam os

padrdes de sistema social entre os primatas.

Embora muito se fale sobre “padrdes comportamentais” das espécies, hd extensa literatura
cujo foco ¢ nas variagdes individuais (e.g. CARERE & MAESTRIPIEIRI, 2013).
Caracteristicas dos individuos tém consequéncias profundas para as interagdes sociais ao nivel
de grupo, assim como aspectos do ambiente social restringem e estimulam certos
comportamentos individuais (RHODEWALT, 2008). A variacdo individual estd bem
consolidada inclusive em comportamentos criticos, como o cuidado materno (FAIRBANKS,
1996; BARDI & HUFFMAN, 2002). A forma com que as maes cuidam de sua prole resultam
em distintas trajetérias de vida onde filhotes criados por maes protetoras sdo cautelosos e
inseguros, ao passo que filhotes criados de maneira oposta sdo mais independentes e
engenhosos (FAIRBANKS, 1996). Ainda assim, ambos os estilos maternos (denominados
protetor/rejeitador) e ambas as personalidades/temperamentos dos filhotes (designados de
timidos — “shy” e ousado — “bold”), tém grande importancia evolutiva (GOSLING, 2001), pois
individuos ousados sdo mais facilmente predados, enquanto individuos timidos podem nao ser
capazes de adquirir alimento em circunstancias de reducao de recursos (MATHER & LOGUE,

2013).

Outro aspecto interessante quanto ao comportamento social ¢ o efeito de hormdnios
esteroides e proteicos. A exemplo das fémeas, a fungdo reprodutiva ¢ regida principalmente
pela progesterona e pelo estrogénio (DIZEREGA & HODGEN, 1981; SENGER, 2005), dois
hormdnios esteroides com profundos efeitos no comportamento, de modo que a interagao entre
fémeas e machos flutue tanto quanto os horménios (BONELLO et al., 2004; STOCCO et al.,

2007). Ja a ocitocina, um hormonio proteico, ¢ chamada de “o grande facilitador da vida” dos
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mamiferos, pois ¢ primordial para a memoria social, o apego, a expressdo do comportamento

materno, o estreitamento social e a agressao, todos comportamentos sociais (LEE ef al., 2009).

Embora nosso conhecimento esteja bem avancado com relacao aos primatas Catarrhini
(PC), também conhecidos como Primatas do Velho Mundo, estudos tém mostrado que os 35
milhdes de anos (SCHNEIDER et al., 1993) que separam estes e os primatas Platyrrhini (PP)
geraram diferengas centrais entre estes € os do Novo Mundo. PP tém massa corporal menor,
costumam viver em grupos pequenos, outros membros do grupo ajudam nos cuidados com o
filhote, os individuos interagem menos, o dimorfismo sexual ¢ menos pronunciado e fémeas
também podem migrar do grupo natal (LEE, 2004 e referéncias ali contidas). Devido a esses
padrdes, o conjunto de caracteristicas ancestrais mais provavel dos PP ¢ de que fémeas sdo o

sexo dispersor € os machos sao filopatricos e, portanto, mais aparentados.

Dentre os PP, os primatas Atelidac vivem em grandes grupos majoritariamente
multimacho-multifémea (SCHULTZ et al., 2011) e essa familia € notéria por possuir padroes
de agrupamento bastante flexiveis e com grande variagdo inter e intraespecifica (STRIER,
2004). Os representantes do género Ateles e Brachyteles exibem alto grau de dinamica fissdo-
fusdo e os subgrupos raramente se juntam para formar um grupo social maior. Além disso, o
tipo de habitat parece influenciar a dieta, o padrdo de atividade e a formacao dos subgrupos
(e.g. SCHAFFNER et al., 2012). Os sub-grupos de Brachyteles variam, em menor grau, em
resposta a estagdo, a atividade e a composicao desses grupos (COLES et al., 2012). Ja membros
do género Lagothrix forrageiam em unidade, mas de forma espalhada, a tal ponto de que alguns
autores erroneamente os consideravam como formacao de subgrupos (ELLIS & DI FIORE,
2019). Finalmente, os bugios (4/ouatta sp.) vivem em grupos coesos, porém apresentam a mais
ampla distribuicio geografica de todos os primatas Neotropicais (CORTES-ORTIZ et al.,
2003). Junto ao fato de ser um dos géneros de primata Neotropical mais bem-estudados, ele ¢
um excelente género para se estudar as variagdes e similaridades inter e intragenéricas
(CROCKETT & EINSENBERG, 1987), bem como se estudar os diferentes efeitos da
fragmentacdo da sua ecologia e comportamento (e.g. BICCA-MARQUES et al., 2020).

Os bugios apresentam uma caracteristica que os distinguem dos outros primatas. Por
conta de uma distinta especializag¢do laringeal — a hipertrofia do osso hidide —, forma-se uma
camara de ressonancia (NAPIER & NAPIER, 1967) capaz de produzir um dos sons mais altos
de todos os animais terrestres (DUNN et al., 2015). Ambos os sexos apresentam a hipertrofia
do osso, porém ha dimorfismo sexual no tamanho do hioide, bem como no tamanho do corpo,

no canino e algumas espécies apresentam dicromatismo sexual (VAN BELLE & BICCA-
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MARQUES, 2015). Entretanto, rugidos mais altos estdo associados a um menor volume
testicular (DUNN et al., 2015) e testiculos menores, por sua vez, sdo frequentemente associados
a uma menor competi¢ao espermatica (BIRKHEAD & MOLLER, 1998). Além disso, sdo um
dos Unicos primatas neotropicais a ndo formarem plugs copulatoérios — um fracionado do
esperma que se solidifica e impede novas copulas (MORELAND et al., 2001), o que também

¢ um indicativo de menor competitividade espermatica.

Entretanto, uma menor competitividade espermatica nao se traduz em menos machos por
grupo ou em fémeas copulando com menos machos. Nas espécies em que mais de um macho
convive com uma ou mais fémeas, a agressao entre machos ¢ quase nula (KOWALEWSKI &
GARBER, 2014), e a defini¢do de macho “dominante” (ou central) deriva de sua participagao
predominante nas sessdes de vocalizagdo e das maiores parcelas nas oportunidades de
acasalamento, que lhes sdo exclusivas (fémeas procuram os machos dominantes para copula
com mais frequéncia) ou monopolizadas (o macho posiciona-se proximo a fémea fértil e inibe

a aproximacao de outros machos) (VAN BELLE et al., 2008; 2009).

Atualmente reconhece-se cerca de 12 espécies validas no género Alouatta (Fig. 1),
enquanto sub-espécies permanecem sob foco de discussdo (CORTES-ORTIZ ef al., 2015). A
exemplo da espécie 4. guariba, ha diferencas mitocondriais, genéticas e morfoldgicas, bem
como a presenca de barreira geografica para as sub-espécies A. guariba guariba e A. g.
clamitans. Contudo, ha debate sobre a elevacdo das sub-espécies para o nivel de espécie por
conta dessas diferengas (GREGORIN, 2006), e classificagao empregada na presente tese utiliza
A. clamitans como espécie valida. Dentre as espécies que habitam o territorio brasileiro, o
bugio-ruivo Alouatta clamitans (sensu GREGORIN, 2006, = A. guariba clamitans sensu
RYLANDS et al., 2000) ¢ residente das regides sudeste e sul. A cor ruiva caracteristica dos
machos adultos da-se por conta de uma glandula que produz secre¢do avermelhada,

possivelmente androgeno-dependente (HIRANO et al., 2003).
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Figura 1: Distribuicdo geografica de 12 espécies de Alouatta. Adaptado de: CORTES-ORTIZ et al. (2015).

Ressalta-se a importancia de estudos relacionados a anélise comportamental com essa
espécie, pois, dentre os 100 trabalhos levantados (Figs. 2A, 2B e 2C), 17 foram sobre
comportamento, sendo 10 deles observacdes oportunisticas (e.g. predacdo de ovos, BICCA-
MARQUES et al, 2009). Esta centena de trabalhos ocorreu em fragmentos florestais de
variados tamanhos, porém apenas trés foram realizados em fragmento de tamanho considerado
grande segundo a classificacdo de RIBEIRO et al. (2009), possivelmente porque ha poucos
remanescentes naturais desta magnitude disponiveis para estudo (JANSON, 2000). Além disso,
as pesquisas ocorreram mais frequentemente na regido sul do Brasil (n=14). Dessa forma, ¢
possivel que o nosso conhecimento acerca do comportamento social e da historia natural dos
bugios-ruivos seja desviado pela natureza das circunstancias e dos locais onde esses estudos

foram conduzidos.

Devido a essa escassez, o objetivo geral da presente tese ¢ investigar os desdobramentos
para o comportamento social de grupos que vivem em um fragmento grande e continuo.
Recentemente, a espécie teve uma das piores taxas de mortalidade, causadas tanto pela febre
amarela quanto por envenenamento (Revista Pesquisa FAPESP, 2018). Em alguns locais,
houve reduc¢do de 85% da populagdo (O Globo ES, 2019), de modo que essa espécie foi incluida
como uma das 25 espécies de primata mais ameagadas do mundo (BUSS et al, 2019), caindo
alguns niveis de conservagao em dois anos (de LC para VU, JERUSALINSKY et al., 2020).

Ha esforgos correntes para a reintroducdo dessa espécie em locais em que ela foi extinta, e



30

alguns deles tém sido bem-sucedidos (GENES et al., 2019). Dessa forma, estudos visando
aspectos sociais e ecologicos sdo essenciais para entender como as populagdes se mantém na
natureza e também podem auxiliar na recuperagdo frente a desastres ecoldgicos (ex. febre
amarela). Em casos extremos, pode auxiliar no manejo adequado em cativeiro na eventualidade

de surgirem programas de reproducao e reintroducao.
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Figura 2: Relacdo dos 100 trabalhos (artigo publicados ou teses) encontrados na plataforma Google Académico
com as palavras-chave “Alouatta clamitans” (sensu GREGORIN, 2006) ¢ “Alouatta guariba” (entre aspas). A
busca incluiu a visualizagdo até a ultima pagina disponivel. A categorizagdo do assunto foi feita com base em
critérios pessoais apenas a titulo de ilustracdo. A: separacdo por assunto. B: separacao por tamanho de fragmento.
C: separacdo por localidade (ARG: Argentina, Museu: exemplares de museu sem referéncia ao local de coleta; as
siglas dos Estados e varios: um estudo com varias localidades ndo informadas). Nao foi incluida a nomenclatura

antiga “Alouatta fusca”.
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IMPORTANCIA DA AREA DE ESTUDO

A presente tese foi realizada no Parque Estadual Carlos Botelho (PECB), ntcleo Sao
Miguel Arcanjo, Sao Paulo. O PECB apresenta uma area total de aproximadamente 38.000
hectares, incluida em uma area ainda maior, o Continuo Ecoldgico da Serra de Paranapiacaba,
com cerca de 250.000 ha. Devido a este tamanho, ¢ considerado um dos maiores fragmentos de
Mata Atlantica do mundo (PISCIOTTA, 2002; RIBEIRO et al., 2009, Fig. 3). De acordo com
o estudo de RIBEIRO et al. (2009), 97% dos remanescentes de Mata Atlantica sio menores que
250 hectares e apenas 0,03% s3o maiores que 10.000 ha. Além disso, h4 varios remanescentes
com mata secundaria ou perturbada. Ainda de acordo com os autores, mesmo que matas
secundarias sejam relevantes em abrigar biodiversidade, ha espécies que necessitam de areas
grandes e pristinas de floresta. Nesse sentido, mesmo espécies que sabidamente sao resilientes
a antropizacgdo e alteragdo do ambiente, como os bugios, ndo sabemos exatamente como ¢ sua

ecologia e seu comportamento social em fragmentos grandes.

Remanescentes da Mata Atidntica no Brasil
. »

Legenda

® Sede Estadual
Mancha Urbana
I FE. Caros Botelho
Remanescentes Mata Atlantica
+  Sedes_municipais

Figura 3: Mapa indicando a localizagdo do PECB dentro do Brasil, do estado de Sdo Paulo e do Continuo

Ecologico da Serra de Paranapiacaba. Adaptado de: PLANO DE MANEJO (2015).

As chuvas sdo distribuidas em periodos de maior pluviosidade no verdo, alternando-se
com periodos de menor pluviosidade no inverno, embora sem periodo de seca propriamente
dita (PLANO DE MANEJO, 2015). Durante o periodo de estudo (novembro de 2017 e
dezembro de 2018), o indice de pluviosidade total foi 1440 mm, sendo os meses de dezembro

a marco os mais chuvosos. A temperatura média anual variou entre 15 °C no inverno e 24 °C
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no verdao, com a mais baixa temperatura (1,8 °C) detectada em julho e a mais alta (35°C) em
dezembro (dados INMET). A altitude da regido varia entre 700 e 850 m anm, com toda a area
de estudo montanhosa, apresentando Vegetagdo Ombroéfila Densa Montana e Alto Montana

(PLANO DE MANEJO, 2015).

OS GRUPOS DE BUGIO

Nos arredores da sede (até 3 km para dentro da mata), encontrou-se seis grupos de bugios.
Trés deles (G5, G6 e G7) foram acompanhados pontualmente, onde se anotou a localizagao
geografica por GPS e a composicao sexo-etaria dos grupos. Os demais (G1, G3 e G4) foram
seguidos com mais assiduidade (Fig. 4). O Grupo 1 (G1) vivia em drea em que metade era mata
primaria e metade secundaria, e o contato com humanos era mediano, pois pesquisadores ¢
turistas tinham acesso as trilhas que cruzavam sua area de vida. Um agravante foi a pouca
habituacdo de trés individuos a presenca humana, alterando completamente a intera¢ao social
do grupo enquanto na presenga de observadores e, portanto, as observagdes comportamentais

para esse grupo nao foram incluidas na presente tese.

O Grupo 3 (G3) vivia em uma area composta quase exclusivamente por mata secundaria
e metade de sua area de vida era regido de borda. O excesso de lianas, caracteristica de matas
secundarias (GEHRING et al., 2004), dificultou a observacao em diversos momentos. Vizinho
ao G3 estava a sede do parque, onde havia, portanto, contato diario com seres humanos. Além
disso, esses animais frequentemente eram expostos a ruidos antropicos (e.g. serralheria, buzina,

etc.) e luz artificial. Esse era o grupo mais habituado de todos.

Por fim, o Grupo 4 (G4) encontrava-se imerso exclusivamente em mata primaria, onde o
contato com seres humanos era apenas com pesquisadores (0 acesso era proibido para turistas).
Apesar disso, a habituacdo dos animais era adequada desde o inicio do acompanhamento,
permitindo aproximagao de até¢ 15m. A visibilidade era dificultada pela altura das arvores dessa
regido, que podiam chegar a 40m de altura (calculado com hipsémetro Nikon Laser Forestry

Pro).

O projeto nao dispunha de radiocolar e a busca pelos animais se seguia pelo método de
busca ativa. Portanto, nem sempre os grupos eram encontrados, de forma que, apesar de um
total de 273 dias em campo, o total de dias de coleta foi 120. A maior parte das campanhas
incluiam ao menos duas pessoas, porém os dados aqui contidos foram coletados por apenas um
observador. Os grupos G3 e G4 foram acompanhados mensalmente entre novembro de 2017 e

dezembro 2018, e trimestralmente em 2019 (margo, junho e setembro). Durante o ano de 2019
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ndo houve coleta de dados comportamentais, apenas monitoramento (composi¢ao sexo-etaria e
localizagdo) destes dois grupos. O etograma utilizado na tese foi um adaptado de NEVILLE et

al. (1988), disposto na Tabela 1.
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Figura 4: Representa¢do grafica dos territérios dos seis grupos vizinhos conhecidos na regido. Apenas os
territorios em verde (G3) e em laranja (G4) foram estimados. Os demais poligonos (rosa, azul, vermelho e branco)

servem apenas para representacdo grafica.

ORGANIZACAO DA TESE

A organizacao da presente tese seguird uma ordem do macro ao micro dos desdobramentos
do tamanho do fragmento para o comportamento sistema social de bugios-ruivos (4louatta
clamitans), da seguinte forma: no Capitulo I serdo abordados os pardmetros ecoldgicos dos
grupos de bugios estudados, como o or¢gamento de atividades, a dieta e o percurso diario, e o
teste de possiveis influéncias abioticas e bidticas no percurso diario pela andlise de caminhos.
Ja o Capitulo II abordara a composicao dos grupos e a estrutura social destes pela analise de
redes sociais, bem relacionara a redes sociais com as mudangas demograficas ocorridas para os
grupos ao longo do periodo de estudo. O Capitulo III ird apresentar e detectar as diferencas
individuais nas raras intera¢des entre maes e seus filhotes. Finalmente, o Capitulo IV
apresentara a influéncia hormonal sob a perspectiva de uma revisao bibliografica, onde os
métodos inovadores de ensaios hormonais realizados a partir de amostras de animais de vida

livre proverdo perspectivas futuras para as dosagens.



Tabela 1: Relagdo dos comportamentos anotados pelo método de todas as ocorréncias. Etograma adaptado de NEVILLE et al. (1988). Asteriscos indicam comportamentos
ndo descritos na literatura, ou ndo sinonimizados com outro comportamento ja descrito para o género.

Comportamento Descricio
Rejeitar Quando um individuo rejeita alguma das interagdes abaixo. Os comportamentos tipicos de rejei¢do incluem: ignorar; morder;
Interagdo virar de costas; afastar-se; mostrar dentes; empurrar.
Sempre que o filhote estivesse na posi¢do axial, foi considerado que ele estava em contato com o mamilo e sendo
Amamentar  amamentado. Entretanto, contato com mamilo nao significa necessariamente transferéncia de leite (designado como pacifier,

CAMERON, 1998).

Apresentacdo das

Mostrar o quarto traseiro para o receptor ao posicionar-se com os quatros traseiros — levantados ou nao — na frente do receptor.

genitais No caso de ser uma fémea para um macho, foi considerado um convite para a copula (ver abaixo).
Alolactacio ~ Mesmo de amamentar, porém com filhote que ndo o da emissora.
Auto-catacdo  Quando um individuo cata a si mesmo (maos, cauda, flancos), desconsiderando-se cogar.
Balangar galho Movendo-se erraticamente, agarrando e balangando galhos.
Beber Agua O individuo direciona a face para o local com agua.

Boca-a-boca*

Dois individuos frente a frente, de boca aberta tocam seus labios abertos e colocam a lingua para dentro e para fora,
ritmicamente.

Quando dois ou mais individuos envolviam-se em sessdes de brincadeira, i.e., movimentos exagerados e erraticos, geralmente

Brincadeira . . . . . o .
social enquanto o grupo estava descansando. As brincadeiras incluiram lutas, mordidas, beliscdes, perseguigdes e/ou jogar-se dos
galhos. Distingdes do tipo de brincadeira ndo foram feitas.
Carregar e
g Quando um individuo se desloca e carrega um filhote nas costas.
dorsalmente
Carregar T -
& Quando um individuo se desloca e carrega um filhote na posi¢ao ventral.
ventralmente
Catacio Emissor passa as maos ou ponta dos dedos no pelo do receptor uma ou diversas vezes, ¢ acompanhado ou nao do uso da

boca.

Cheirar marca

Emissor cheira a marca deixada por outro individuo anteriormente.

Convite para
copula

Fémea permanece deitada no tronco e proxima ao macho, com barriga encostada no tranco e pernas e bragos para baixo e
olha para tras. Pode vir acompanhado de movimentos pélvicos na direcdo da face do macho.

Cépula

Macho monta a fémea completamente (maos nos ombros dela, na cintura ou ancorado em galho préximo, pés agarrados nos
calcanhares dela ou apoiados em galho). Nao necessariamente envolvia ejaculagdo, uma vez que nao foi possivel determinar
sua ocorréncia.
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Costas . N
arqueadas™ Andar com as costas arqueadas e cauda entre as pernas, geralmente em ritmo acelerado e em direcdo ao receptor.
Dar tapa Emissor da um tapa no receptor na cabeca, no ombro ou na cauda. Pode ocorrer durante brincadeira.
Dardejar de . . o o ~ .
lingua Movimentos da lingua ritmicos para dentro e para fora da boca (=tongue-flicking). Nao exclusivo de contexto sexual
Descanso Individuo imével e de olhos fechados.

Esfregar costas

Posi¢do bipedal ou quando deitado de costas, o animal esfrega as costas, movimentando-se lateralmente contra substrato
(marcagdo).

Esfregar garganta

Esfrega a regido da garganta e queixo repetidamente em substrato (marcacao).

Esfregar regido

Sentado, com os pés e maos no galho, o emissor esfrega a regido anogenital para frente e para trds contra um substrato. Pode

anogenital ocorrer apos defecagdo (marcagao)
Forrageio Mais de'SO% do grupo manipula, explora e/ou escolhe alimentos, levando determinado item até a boca. Anotou-se o recurso
consumido (folha, fruta, flor, goma, etc).
Inspecionar ~ Emissor inspeciona filhote (receptor) levantando a cauda ou outro membro do corpo. Diferencia-se de catagao por ndo incluir
Filhote movimentos de passar os dedos pela pelagem ou utilizar a boca.
Inspecionar ~ Emissor se aproxima do receptor e inspeciona as genitais com as maos, com a lingua ou nariz. Pode ocorrer durante contexto
Gentitais de excita¢do sexual ou nao, como em casos de catacao, por exemplo.
Interagao Identificou-se a espécie, o numero, o sexo e a idade dos individuos (se possivel). Anotou-se a duragdo da interagdo e o
Interespecifica comportamento de ambas as espécies ou determinados individuos.
Investida Emissor caminha rapidgmente com velocidade crescente em dire¢do ao receptor, envolvendo um ou mais botes. Geralmente
ndo envolve contato fisico.
) Junta.r-se a Quando um outro individuo se junta a uma brincadeira ja iniciada.
brincadeira social
Latrina Mais de dois individuos defecam e/ou urinam simultaneamente e proximos uns aos outros.
Locomover Mais de 50% do grupo se desloca de ponto a outro, com dire¢ao pré-determinada.
Morder Emissor morte receptor, brevemente (mordiscada) ou mais agressivamente.

Mostrar dentes

Enquanto levanta o queixo, emissor estd com o canto da boca retraido para tras e os labios ligeiramente abertos e dentes a
mostra. Nao envolve mordida.

Negar
amamentagao

Filhote (receptor) tenta colocar o mamilo na boca, porém fémea (emissor) restringe ativamente o acesso a teta com o brago,
bloqueando e/ou mordendo o filhote, ou afastando-se. Anotou-se a resposta do filhote (e.g. emitir som, morder galho).

Overmarking*

Emissor marca no exato lugar em que outro individuo deixou sua marca anteriormente.




Passar por baixo
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Emissor evita o receptor, passando por baixo, geralmente quando o receptor esta no caminho do emissor.

Passar por cima

Emissor caminha por cima do receptor, com os pés no substrato e sem contato corporal, geralmente quando o receptor esta
no caminho do emissor.

Pénis ereto*

Quando um macho apresentava claramente o pénis ereto, ndo havendo necessariamente contexto sexual.

Persegui¢do rapida e de trajetoria erratica e de longa duracdo. Nao necessariamente alcanga o receptor, porém o afasta do

Perseguir . . . . . .
& local. A duracdo ¢ mais longa que a investida. Pode ocorrer durante brincadeira.
Ponte Emissor liga um galho a outro com o corpo para que o filhote passe por cima e tenha acesso ao galho adiante.
Restringir* Quando um individuo restringe a movimentacao do filhote ou o impede de romper contato, trazendo-o para o ventre, em um

formato de “bola” com o corpo.

Restringir acesso
ao filhote*

Quando um individuo restringe a aproximagao/acesso de outro membro do grupo ao filhote. Dentre as restri¢des, inclui-se
segurar as maos, bloquear com o corpo ou carregar o filhote para longe.

Sentar-se em
cima

Emissor imobiliza o receptor sentando-se em cima dele.

Solicitar Catagao

Quando o individuo que deseja ser catado (emissor) aproxima-se do catador (receptor), permanecendo imével. O emissor
abaixa a parte anterior do corpo enquanto a parte posterior permanece levantada, inclinando-se ao receptor e expondo a nuca,
axilas, virilhas ou outra parte do corpo. Outra forma foi se posicionar com barriga para cima, expondo uma parte do corpo a
ser catada.

Suplantar

Quando o emissor se dirige para o exato local onde o receptor se encontrava e o desaloja.

Toque

Quando o emissor encosta no receptor com as maos ou ponta dos dedos por um periodo muito breve (menos de 3 segundos).
Nao necessariamente seguido de catacio.

Vocalizar

Anotou-se qual a vocaliza¢do emitida (e.g. incomodo, perdido etc.) e, se possivel, a identidade do emissor. No caso das
sessoes de rugido, anotou-se quem iniciou, quem se juntou ao coro e quando o coro foi encerrado (com fim hd menos de um
minuto; ha menos de cinco minutos ou ha mais de cinco minutos). Anotou-se também as vocalizagdes emitidas por outros
grupos, sua duracdo, e a resposta do grupo que estava sendo seguido. Vocalizac¢do resposta foram definidas como ocorrendo
em at¢ 10 minutos apds o término da vocalizagdo de outro grupo.
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CAPITULO1
NADA PERTURBA A PAZ DOS BUGIOS: USO DO TEMPO E
DO ESPACO POR UM PRIMATA FOLiVORO
NEOTROPICAL
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RESUMO

O percurso diario ¢ utilizado para entender como os primatas navegam e exploram o
ambiente em que vivem. Em geral, espécies folivoras, como os bugios, apresentam
estabilidade nesse e em outros ecoldgicos, tais como area de vida, orcamento de
atividades e dieta. Estudos recentes t€ém mostrado que o tamanho do fragmento pode ser
um importante fator alterador desses parametros. Portanto, o objetivo do presente trabalho
¢ apresentar tais parametros para bugios-ruivos (A4louatta clamitans) em um fragmento
florestal grande e conectado, bem como testar a influéncia de variaveis ecoldgicas
(descritas acima) e climatoldgicas (estagdo do ano, temperatura e pluviosidade) no
percurso diario por meio da analise de caminhos. Dois grupos foram acompanhados entre
2017 e 2019, com registro dos seguintes parametros: orcamento de atividades, dieta,
percurso didrio, area de vida e encontros com competidores (inter e intraespecificos). Os
resultados mostraram que os bugios dispenderam 53,3% do seu tempo para o descanso,
seguido pelo forrageio (22,5%) e deslocamento (13,7%). As areas de vida totais variaram
amplamente entre os grupos (18,4 ha para o G3 e 43,8 ha para o G4, 95% Kernel) e entre
0s meses, sem sobreposi¢ao entre grupos vizinhos. O percurso diario apresentou diferenca
entre os grupos (665 m para G3 e 779 m para G4) e a variagdo observada foi explicada
apenas pelo percentual de folhas ingeridas e pelo grupo. Os encontros com competidores
foram menos frequentes que o detectado em outros estudos, ocorrendo principalmente
durante a estagdo chuvosa. A dieta foi majoritariamente folivora (39,5%) no geral e no
inverno (49,5%), porém predominantemente frugivora no verao (34,7%). Os resultados
dos parametros analisados foram semelhantes aos de outras espécies do género em
fragmentos pequenos e também outros géneros folivoros. No entanto, detectamos
diferengas notaveis com relagdo a competitividade, sendo menor nesse fragmento grande,
representada tanto pela auséncia de sobreposicao de areas de vida quanto pelos encontros
intergrupo, competi¢do intragrupo e competicao interespecifica. Dessa forma, o presente
estudo confirma que o tamanho do fragmento nao se traduz em parametros ecoldgicos
diferenciados, apenas em uma menor competitividade. A competicdo direta pode
acarretar o comprometimento da satide dos individuos, além de potencialmente diminuir

a aptidao e a fertilidade futuras.

Palavras-chave: area de vida; orcamento de atividades; percurso diario; dieta;

fragmentagao
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INTRODUCAO

Os primatas interagem com o seu ambiente de forma complexa, expressando-se
em uma diversidade de uso espaco-temporal da paisagem. A forma com que individuos
transitam pelo ambiente resulta de um conjunto de parametros ecologicos, tais como o
habitat, a dieta, o orcamento de atividades (i.e., tempo relativo dedicado a cada atividade),
o tamanho de grupo, o padrao de dispersao e a area de vida (CROOK & GARTLAN,
1966; CLUTTON-BROCK & HARVEY, 1977). Esses parametros refletem sua
habilidade de explorar recursos, com impactos diretos na sobrevivéncia € no sucesso

reprodutivo (WILLIAMS, 1966; SMULDERS et al., 2010).

Considerando-se que o deslocamento e a exploracdo do ambiente requerem
energia, entdo ¢ possivel que o aporte energético obtido pela alimentacdo reflita as
diferencas encontradas no habito alimentar dos primatas. Folhas sdo tidas como um
recurso de baixo valor energético, porém altamente disponivel e abundante (SNAITH &
CHAPMAN, 2007). Primatas folivoros sdo associados a uma baixa competitividade e
diversas espécies apresentam estabilidade ao longo do ano em seus deslocamentos diérios
por comida (SNAITH & CHAPMAN, 2007 e as referéncias ali contidas). Contrariamente,
frutas sdo consideradas recursos de alto valor energético e distribuidas heterogeneamente
pelo ambiente e também ao longo do ano, com estacdes de frutificacdo (STRIER, 1989;
CHAPMAN, 1990; CHAPMAN et al., 1995; CAILLAUD et al., 2010). Géneros de
primata frugivoros, especialmente se em grupos grandes, viajam grandes distancias para
encontrar este recurso (MAJOLO et al., 2008). Ainda nessa dicotomia, animais folivoros
competem menos intra e interespecifica/grupalmente por recurso, enquanto animais

frugivoros apresentam maiores taxas de competicdo (ISBELL, 1991).

Contudo ndo existe consenso com relagdao as premissas acima. Ainda de acordo
com o estudo de MAJOLO e colaboradores (2008), tanto primatas folivoros quanto
frugivoros viajavam grandes distancias e passavam mais tempo se alimentando quando
em grupos grandes. Grupos maiores, apesar de aumentar a competi¢do por alimento,
também se beneficiam de ter varios individuos envolvidos na busca por fontes alimentares
(ZUBERBUHLER & JANMAAT, 2010). Além disso, ha diferencas energéticas com
relacdo as folhas (brotos versus jovens versus maduras) ao ponto de algumas espécies de
primatas preferirem folhas jovens e partes macias visto que sdo de mais facil digestdao ou
ricas em proteina (e.g. MATSUDA et al., 2017); outras espécies podem complementar

sua dieta com flores e sementes e ha aquelas, ainda, que podem apresentar flexibilidade
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alimentar dependendo da disponibilidade de recurso no ambiente (KOENIG et al., 1998;
CHAPMAN & CHAPMAN, 2002).

As condigdes climaticas também podem influenciar o uso espago-temporal do
ambiente pelos primatas, com efeitos imediatos e a longo prazo na navegacao. Por
exemplo, primatas podem usar o cheiro para deteccdo de habitats preferidos, de modo que
dias de muito vento ou chuvosos podem alterar a direcdo e a velocidade com que os
individuos se movimentam (BEARDER et al, 2006; PRUETZ & HERZOG, 2017).
Como efeitos de longo prazo, a sazonalidade altera a disponibilidade de recursos, e
espécies podem explorar certas por¢des de sua area de vida na busca de recursos
especificos, ou entdo ndo dispor de energia o suficiente para navegar longas distancias

em ambientes altamente sazonais (e.g., Rinopithecus, YIMING et al., 2002).

Os bugios (género Alouatta) sao primatas neotropicais conhecidos pela alta
propor¢ao de folhas na dieta, a tal ponto que muito da sua ecologia ¢ tratada como
resultado do baixo aporte energético. Ademais, o género € notoério com relagdo a sua
flexibilidade nos parametros ecologicos. Os grupos flutuam entre dois e 40 individuos;
areas de vida variam entre dois e 112 hectares, e algumas espécies podem passar até 80%
do seu tempo paradas (HORWICH et al., 1993; AGOSTINI et al., 2010; FORTES et al.,
2015; VAN BELLE & BICCA-MARQUES, 2015). Nosso conhecimento sobre a
variabilidade intragenérica provavelmente corresponde a sua ampla distribuicdo
geogréafica (CORTES-ORTIZ et al., 2003), fazendo com que os bugios sejam os primatas
neotropicais mais bem estudados (CHAVES & BICCA-MARQUES, 2012; BICCA-
MARQUES et al., 2020).

A flexibilidade ecoldgica encontrada nos bugios geralmente reflete sua
capacidade de sobreviver e persistir em fragmentos de variados graus de conservacao e
tamanho, desde florestas continuas a fragmentos pequenos e degradados (CHAVES &
BICCA-MARQUES, 2012). Os efeitos da fragmentacdo tém ganhado aten¢do por ser
uma realidade atual, transformando a estrutura do ambiente e, consequentemente,
alterando a forma com que individuos usam seu tempo e seu espaco. Estudos anteriores
mostram que areas de vida menores estavam relacionadas a uma densidade populacional
maior, mesmo em fragmentos grandes (CHIARELLO, 1992; BRAVO & SALLENAVE,
2003; KOWALEWSKI, 2007; GOMEZ-POSADA & LONDONO, 2012). A diminuigio
de fragmentos florestais pode limitar a drea de vida das espécies, aumentar a sobreposi¢ao

de territorios, requerer distancias maiores para suprir as demandas energéticas, impedir a
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migracdo de individuos, diminuir a quantidade de recursos e aumentar a competi¢ao
intraespecifica, com efeitos prejudiciais nos individuos em médio e longo prazos

(KNOWLTON & GRAHAM, 2010; FORTES et al., 2015).

Para o género Alouatta, diversos estudos relacionam o tamanho do fragmento com
alteragdes no uso espago-temporal (CRISTOBAL-AZKARATE & ARROYO-
RODRIGUEZ 2007; ARROYO-RODRIGUEZ & DIAS, 2010; ARROYO-
RODRIGUEZ et al., 2013; FORTES et al., 2015). Contudo, em um estudo comparativo
entre espécies desse género, BICCA-MARQUES (2003) encontrou influéncia do
tamanho de fragmento nos parametros de area de vida e dieta, mas ndo no percurso diario.
Vale ressaltar que os fragmentos incluidos nos trabalhos de BICCA-MARQUES (2003)
e BICCA-MARQUES et al. (2020) mira em fragmentos médios € pequenos, € pouco se
sabe sobre como os parametros ecoldgicos se expressam em fragmentos pristinos
(excecdes sdao JULLIOT, 1994 e QUEIROZ, 1995 com A. juara; e STEINMETZ, 2000

com A. guariba).

A maior parte dos estudos com bugios esta desviada a determinadas espécies (e.g.
A. pigra). No caso de A. guariba, 34% dos estudos (SOBRAL, 2020, presente tese) estdo
concentrados em fragmentos pequenos (<100 ha, segundo RIBEIRO et al., 2009), ao
passo que estudos em ambientes grandes permanecem escassos, com apenas um realizado
em um fragmento de 45.000 ha (STEINMETZ, 2000), possivelmente porque ha poucos
remanescentes naturais intactos no mundo para se conduzir pesquisa com primatas
(JANSON, 2000). No contexto atual de perda e destrui¢do de habitat pelas atividades
humanas, esse conhecimento ¢ um ponto de partida primordial para delinear as
consequéncias dos diferentes graus de mudanga ambiental na ecologia dos animais

(BICCA-MARQUES et al., 2020).

Além disso, recentemente, a espécie Alouatta guariba sofreu forte declinio ao longo
de sua distribuicdo por conta de um surto de febre amarela, levando a sua inclusdo na lista
das 25 espécies de primatas mais ameagadas do mundo (BUSS et al., 2019). Portanto, o
objetivo desta parte do trabalho ¢ definir quantitativamente os parametros ecologicos para
bugios-ruivos (4louatta clamitans) em um fragmento de floresta continuo e conectado. O
fragmento esta situado no dominio da Mata Atlantica, um ecossistema nao-sazonal com
relacdo a pluviosidade e a temperatura, porém com sazonalidade do periodo de
frutificagdo (MORELATTO et al., 2000). Além disso, combinando-se as informacgdes de
KNOWLTON & GRAHAM (2010) e BICCA-MARQUES (2003), serao testadas quais
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variaveis (4area de vida, orcamento de atividades, dieta, taxa de encontro com
competidores, estacdo do ano, pluviosidade e chuva) melhor explicam a variacdo do
percurso didrio (PD). Devido a correlacao desta variavel com as demais, ela foi utilizada
como representante de todos os pardmetros analisados (e.g. RANO et al., 2016). Por se
tratar de um fragmento grande e conectado, os parametros ecoldgicos serdo maiores que

o limite maximo descrito nos outros estudos realizados em fragmentos pequenos.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual Carlos Botelho (PECB), nticleo Sao Miguel
Arcanjo, Sao Paulo. O PECB apresenta uma area total de aproximadamente 38.000
hectares, incluida em uma area ainda maior, o Continuo Ecologico da Serra de
Paranapiacaba, com cerca de 250.000 ha. Esse continuo inclui outros parques como, por
exemplo, o Intervales e o Parque Estadual Turistico do Alto do Ribeira (PETAR), além
de outras unidades de conservagao privadas. Este ¢ considerado, portanto, um dos maiores

fragmentos de Mata Atlantica do mundo (PISCIOTTA, 2002; RIBEIRO et al., 2009).

As chuvas s3o mais abundantes no verdo, alternando-se com periodos de menor
pluviosidade no inverno, embora sem periodo de seca propriamente dita (PLANO DE
MANEIJO, 2015). Durante o periodo de estudo, o indice pluviométrico total foi de 1.440
mm, sendo os meses de dezembro a marco os mais chuvosos (Fig. 1). A temperatura
média anual varia entre 15°C no inverno e 24°C no verdo, com a mais baixa temperatura
(1,8°C) detectada em julho e a mais alta (35°C) em dezembro (dados INMET). A altitude
da regido varia entre 700 e 850 m anm, com toda a 4rea de estudo localizada em terreno
montanhoso, onde os topos de morro apresentam Vegetacdo Ombrofila Densa Montana

e Alto Montana (PLANO DE MANEIJO, 2015).
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Figura 1: Grafico apresentando a pluviosidade acumulada (barras pretas, mm) e a média da temperatura

(linha cinza, °C) para cada més do periodo de estudo (2018).

Grupos Estudados

Na regido de estudo, seis grupos foram registrados e identificados. Para o presente
capitulo, serdo apresentados os dados para os grupos G3 e G4, os dois unicos grupos
acompanhados mensalmente entre novembro de 2017 e dezembro 2018 (com excecdo de
agosto, pois os grupos ndo foram encontrados). Os animais eram identificados
individualmente por caracteristicas singulares, como formato do rosto, marcas naturais,
cicatrizes e despigmentacdo. Embora a area de 250.000 ha seja a area disponivel para os
grupos exercerem suas atividades, um deles (G3) vive na regido de borda, delimitando

sua livre circulagdo.
Area de Vida (AV)

Enquanto os grupos eram acompanhados, um GPS estava ligado continuamente,
gerando uma média de 260 localizagdes por dia. Destes pontos, foram selecionados
aqueles gerados a cada 20 minutos (trés vezes por hora) se 0s grupos estivessem em
movimento, ou uma vez a cada hora caso o grupo estivesse descansando, visto que eles
poderiam passar varias horas em sequéncia sem se movimentarem. SO foram incluidos
dias que tivessem um minimo de quatro horas de observacao (Apéndice I.A). Desse
modo, no total foram contabilizados dados de 54 dias para o G3 e 50 dias para o G4. O

corte para inclusao de um determinado dia no conjunto de dados era um minimo de

Para célculo de area de vida, utilizou-se o método de Minimo Poligono Convexo

(MCP, WORTON, 1995) e a Estimativa de Ddensidade de Kernel (KDE, POWELL 2000;
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KERNOHAN et al., 2001). O MCP ¢ um dos métodos mais tradicionais da ecologia do
movimento e calcula a drea de um poligono complexo resultante da conexdo dos pontos
extremos. Entretanto, este método ¢ sensivel a lugares que sdo pouco utilizados pelo
grupo, criando um grande viés de estimativa ao extrapolar a area de vida. A KDE, por
outro lado, compensa esse viés e, por isso, vem gradualmente substituindo as estimativas
MCP. A KD ¢ um método ndo-paramétrico que determina a distdncia Xx-y em que
individuos se deslocam, levando em consideragdo quanto tempo os animais passam em
cada localizacdo (POWELL, 2000). Considerou-se area de vida como sendo 95% dos
pontos de GPS e, area de vida nuclear (core area), 50% dos pontos. O célculo das areas

de vida foi com base no pacote adeHabitatHR do R (R Core Team, 2019).
Padrao de Atividade (PA)

O or¢camento de atividades foi calculado para cada grupo, utilizando-se o método
de varredura (ALTMANN, 1974) a cada 20 minutos, com informagdes coletadas por até
5 minutos. As categorias incluiram forrageio (manipular e ingerir alimentos ou beber
agua), deslocamento (movimento em qualquer dire¢ao e velocidade), descanso (imével
ou dormindo) e social (brincadeiras, catagdes e quaisquer outras interagdes sociais entre
individuos) e outros (comportamentos solitarios ou de outra natureza), separados em
proporgdes de tempo dispendidas para cada atividade. Cada grupo foi observado entre o
amanhecer e o por-do-sol durante seis dias por més (ca. 1.200h de contato, sendo 640h

para o G3 e 570h para o G4).
Competidores

O uso do espaco ¢ influenciado ndo s6 pela distribui¢do de recursos, mas também
pelas interagdes intra- e interespecificas (STEVENSON & CASTELLANOS, 2000).
Alguns estudos mostraram que folivoros competem menos (SNAITH & CHAPMAN,
2007) e uma analise preliminar mostrou, de fato, uma frequéncia muito baixa de
competicao intraespecifica nos bugios do PECB. A competig@o por itens alimentares de
alto valor energético, como as frutas, ¢ uma das interagcdes mais comuns entre individuos,
quer seja da mesma espécie ou de espécies distintas. Dessa forma. optou-se por incluir
espécies que competiam por alimento diretamente com os bugios, sendo elas outras
espécies de primatas sintdpicas, como o muriqui-do-sul Brachyteles arachnoides e o
macaco-prego Sapajus nigritus. Ambas as espécies foram vistas se alimentando das

mesmas arvores frutiferas que os bugios.
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Portanto, “encontro com competidores” incluiram trés fontes de interagdes
agonisticas: intragrupo, intergrupo e interespecifica (Apéndice 1.B). Porém, uma vez que
estava se avaliando o contexto de competicao por alimento, um dos individuos envolvidos
na competi¢do deveria, necessariamente, estar forrageando. Cada encontro com
competidores foi contabilizado como um evento, independentemente do niimero de

individuos envolvidos ou do tempo gasto no conflito.

Competicdo entre membros do proprio grupo foi definida como interagdes
agonisticas no contexto de forrageio, i.e., quando um dos membros da diade estava
forrageando. O comportamento agonistico poderia ser uma investida, empurrao, beliscdo,
vocalizagdo, puxdo, mostrar dentes, morder etc (NEVILLE et al., 1988). O resultado
dessa interagdo variou entre continuarem a comer proximos ou na suplantagdo/expulsao

de um dos membros da diade.

Em bugios, as vocalizacdes podem ser utilizadas como defesa de recursos
alimentares (KITCHEN et al., 2015). Portanto, foi considerada competi¢do entre grupos
rivais sempre que vocalizagdes foram ouvidas enquanto um determinado grupo estava
sendo acompanhado. Também se considerou competi¢ao intergrupo quando o grupo em
questdo inequivocamente avistou um individuo solitario ou grupo rival sem haver
necessariamente a emissao de vocaliza¢do, podendo ou ndo o avistamento resultar em

perseguicdes.
Percentual de Dieta

Durante as varreduras, ndo foi registrado o item alimentar de cada animal
individualmente visto que outras fontes de dados estavam sendo coletadas
simultaneamente e a dieta ndo era o foco do presente trabalho. Contudo, como o
percentual de consumo de folhas e frutos ¢ uma informagdo relevante, optou-se por
utilizar uma fonte de dados que foi coletada a fim de saber, em linhas gerais, o que os
grupos estavam comendo. Quando mais de 50% do grupo estava se alimentando,
registrou-se o item alimentar majoritario (folha, fruto, flor, 4gua, goma, outros e nao
identificados). Quando mais de 50% do grupo alternou a fonte de alimento (de folhas para
frutos, por exemplo), isso foi novamente registrado. Vale ressaltar que esse método nao
corresponde ao que a literatura comumente utiliza (a varredura) e gera uma quantidade
bem menor de observagdes. Esses eventos foram transformados em porcentagens (%
destes eventos em que houve consumo de folhas, por exemplo), incluindo-se no total

também os casos em que o item alimentar nao pode ser identificado. Dentro do periodo
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estudado, foram anotados 1.234 eventos de forrageio (548 para o G3 e 686 para o G4).
Destes, em 370 vezes ndo foi possivel registrar o item (n=147 para G3 e n=223 para o

G4). As porcentagens foram calculadas diaria e mensalmente.
Percurso Didario (PD)

O PD foi calculado somando-se as distancias a cada intervalo dos pontos de GPS
(e.g. RANO et al., 2016), aqui designado “método soma”. Outro método amplamente
utilizado em varios estudos (e.g. HOPKINS, 2011) ¢ o calculo das distancias diretas entre
o inicio do acompanhamento até o final, aqui chamado de “método direto”. Esse ultimo

foi calculado apenas a titulo de comparagdo para outros trabalhos.
Pluviosidade, Temperatura e Estacdo do Ano

As variaveis bioticas dizem respeito ao periodo analisado. Dados de chuva foram
fornecidos pelo proprio Parque, ao passo que dados de temperatura foram cedidos pelo
INMET. Apesar de o PECB ndo apresentar um periodo de seca propriamente dito
(PLANO DE MANEIJO, 2015), os meses de outubro a mar¢o foram considerados como
periodo chuvoso-frutificacdo, ao passo que os meses de abril a setembro foram
considerados como secos e de menor frutificagao. A divisao dos periodos seco e chuvoso
ocorreu quando estavam proximos ao limite de superavit hidrico e associados ao periodo
de frutificacdo descrito em TALEBI et al. (2005). Sucintamente, superavit hidrico ocorre
quando a altura da pluviosidade ultrapassa duas vezes a média da temperatura maxima
em °C (20,6°C) (WALTER, 1973). Para o periodo analisado, apenas o més de maio nao

apresentou superavit.
Anadlises Estatisticas

Medidas de tendéncia central (médias) e desvios-padrao (DP) foram analisadas no
geral, mensalmente e diariamente, exceto AV que ndo pode ser calculada diariamente.
Essas varidveis foram testadas quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e diferengas
entre meses foram com base em testes paramétricos (teste £ ou ANOVA e teste Tukey a
posteriori) ou ndo-paramétricos (Mann-Whitney U e teste de Wilcoxon pareado)
dependendo do resultado do teste de normalidade. A saber, apenas PD teve distribui¢ao

ndo-normal.

Para o teste da hipdtese de que as varidveis de area de vida, orgamento de atividades,
dieta, encontro com competidores, estacao do ano, pluviosidade e chuva influenciam o

percurso diario, utilizou-se a andlise de caminhos baseada nos quadrados minimos
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parciais (Partial Least Squares Path Modeling, PLS-PM), com base no pacote plspm
(SANCHEZ, 2013) no software R (R Core Team, 2019). Para tanto, foram avaliados os
efeitos diretos e indiretos das varidveis acima sobretudo no PD (Tabela 1). Uma vez que
apenas PD nao teve distribuicdo normal, o modelo foi construido sem transformagdo. A
testagem da distribuicdo dos residuos do modelo foi feita com o pacote DHARMa
(HARTIG, 2017). Todas as andlises estatisticas utilizaram o software R v. 3.6.3 (R, 2019).

Considerou-se o limite de p<0,05 como significativo.

Tabela 1: Esquema simples da modelagem utilizada na analise de caminhos. As colunas influenciam as

linhas. Zero indica auséncia de influéncia e 1 indica influéncia.

Variavel Influéncia
= &
E Qo
o g % Z 3
2 % £ 8 & R
E B | & |8 |8 | < | & & A
&) =2 O = @) ~ X X A~
Grupo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Estacdo (seca/chuvosa) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chuva (mm) 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Temperatura (°C) 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Competidores 0 1 1 1 0 0 0 0 0
PA 1 1 1 1 0 0 0 0 0
% Frutas 1 1 1 1 0 1 0 0 0
% Folhas 1 1 1 1 0 1 1 0 0
PD 1 1 1 1 1 1 1 1 0
RESULTADOS

Area de Vida

De acordo com a estimativa MCP 95%, o tamanho da area de vida do G3 foi de
13,5 hectares (ha), ao passo que o G4 foi de 32 ha (Fig. 2; Tabela 2). A estimativa Kernel
95% resultou em areas de vida de tamanhos ligeiramente diferentes, com 18,4 ha para o
G3 e 43,8 ha para o G4. Finalmente, a area de vida nuclear (50% estimativa de Kernel)
foide 5,9 ha para o G3 e 13 ha para o G4. Nao houve sobreposi¢ao das areas de vida entre
nenhum grupo. Apenas durante um tnico dia em abril de 2018 o G3 explorou uma area
pertencente ao Gl, porém ndo houve encontros intergrupais e essa regido nao foi
explorada novamente. Por se tratar de um evento atipico, esta visita ¢ excluida das

analises de area de vida, visto que utilizam 95% dos pontos de GPS. Foi constatado que
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mesmo na auséncia de contato visual ou auditivos (vocalizacdes), os grupos dificilmente
ultrapassavam barreiras (ou marcos) compostas por vales e riachos.

Com base na andlise MCP 95%, os grupos ndo exploravam a totalidade de sua area
de vida em nenhum més (Apéndice 1.C), onde o més com menor valor foi outubro para o
G3 (7,7 ha) e dezembro para o G4 (16,5 ha), ao passo que o més com maior area visitada

foi abril para G3 (15,2 ha) e outubro para G4 (30,2 ha).
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Figura 2: Representacdo grafica dos territorios dos seis grupos vizinhos conhecidos na regido. Apenas os
territorios em verde (G3) e em laranja (G4) foram estimados. Os demais poligonos (rosa, G1; azul, GS;

vermelho, G6; e branco, G7) servem apenas para representacao grafica.

Orcamento de Atividades

O percentual do orcamento de atividades dispendido para descanso, forrageio,
deslocamento, social e outros para os grupos estd disposto na tabela 2. Apenas os
percentuais de deslocamento e descanso foram estatisticamente diferentes entre os
grupos. A ANOVA nao detectou diferencas nas médias do orgamento de atividades com
relagdo ao grupo nem a estacdo, porém detectou diferengas entre os meses de novembro

de janeiro (p=0,020) e novembro de junho (p=0,007) (Tabela 3).
Encontro com Competidores

Foram registrados 46 eventos interespecificos, 112 encontros intergrupais e 24
eventos agonisticos de competi¢do intragrupo (Apéndice 1.B). Os encontros com

competidores ocorreram em todos os meses, sendo mais frequentes entre os meses de
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novembro a maio (n=147). Contudo, apenas os meses de mar¢o e dezembro, bem como

setembro e dezembro apresentaram diferencas significativas (Tabela 3).

Tabela 2: Varidveis de deslocamento, orcamento de atividades e dieta para cada grupo de estudo.

Parametros G3 G4 Média
Média do tamanho do grupo 6,5 5,5 6
Percurso Diario (PD)
Meétodo Direto (m) 229 274 251,5
Método Soma
Meédia PD (m) 665 779 722
Minimo PD (m) 226,5 209 217,7
Maximo PD (m) 1198,2 2592,6 18954
Area de Vida (ha)
95% MCP 13,5 32 22,7
95% Kernel 18,4 43,8 31,1
50% Kernel 5,9 13 9,5
Orc¢amento de Atividades
% Descanso 57,2 494 53,3
% Forrageio 22,3 22,6 22,5
% Deslocamento 9,8 17,6 13,7
% Social 4,5 4,7 4,6
% Outros 4.7 472 4.4
% Indefinido 1,5 1,6 1,5
Dieta
% Folha 35,2 43,9 39,6
% Fruto 36,5 21 28,8
% Agua 0,9 1,7 1,3
% Goma 0,4 0,7 0,6
% Indefinido 26,8 32,5 29,6



57

Tabela 3: Diferenca entre médias das variaveis com relagdo as diferentes categorias analisadas.

Variavel e o grupo estatistico F p Meses diferentes (p)

analisado

PD ~ Grupo 0,21

PD ~ Estacio 0,039

PD ~ meses Dez-abr (0,0059); dez-mai (0,0162)

Descanso ~ Grupo 10,29 | 0,00195

Descanso ~ Estacio 0,586 0,446

Descanso ~ meses 1,347 0,225

Forrageio ~ Grupo 2,461 0,121

Forrageio ~ Estacao 0,137 | 0,713

Forrageio ~ meses 0,701 0,72

Deslocamento ~ Grupo 14,12 | 0,00034

Deslocamento ~ Estacéio 2,862 | 0,0948

Deslocamento ~ meses 2,522 | 0,0122 | Nov-Jan (p=0,020); Nov-Jul (p=0,007);

Folhas ~ Grupo 6,41 0,013

Folhas ~ Estacéo 39,73 | <0,0001

Folhas ~ meses 13 <0,0001 J gneiro, fevereir.o, abril e dezembro
diferente de vérios meses (p<0,001)

Frutas ~ Grupo 6,718 | <0,001

Frutas ~ Estacao 1,572 | 0,214

Frutas ~ meses 6,718 | <0,001 | Abril e dezembro diferentes de varios
meses (p<0,001)

Comp. Interesp ~ Grupo 2,176 | 0,144

Comp. Interesp ~ Estagio 2,223 0,14

Comp. Interesp ~ meses 1,184 0,315

Comp. Intergrupo ~ Grupo | 0,002 0,967

Comp. Intergrupo ~ Estagio 2,602 0,11

Comp. Intergrupo ~ meses 2,817 | 0,00449 | Mar-dez (p=0,001); Set-Dez (p=0,01)

Comp. Intragrupo ~ Grupo 0,116 0,737

Comp. Intragrupo ~ Estacio 0,278 0,604

Comp. Intragrupo ~ meses 0,578 0,797

Comp. Total ~ Grupo 1,03 0,313

Comp. Total ~ Estagiio 2,651 | 0,107

Comp. Total ~ meses 1,678  0,0986

Teste da diferenga de médias para PD: Wilcoxon pareado; demais: ANOVA seguida do teste Tukey.
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Variacdo na Dieta

Dos 1.234 registros totais de forrageio, 370 ndo puderam ter o tipo de alimento
identificado (30%). Houve poucos registros de outras fontes que ndo fossem folhas ou
frutos, como flor (n=2), goma (n=7) e beber agua (n=17), observados em ambos o0s
grupos, embora mais frequentes no G4 (Tabela 2). Incluindo-se os registros nao
identificados, cerca de 35% dos eventos incluiram folha no G3 e 43% no G4, uma
diferenga estatisticamente significativa. J& frutos totalizaram 36% para o G3 e 20% para
0 G4, embora essa diferenca nao tenha sido significativa.

Os bugios ingeriram cerca de 60% de frutas entre dezembro e fevereiro, reduzindo
drasticamente para 10% entre abril e outubro, enquanto o percentual de folhas flutuou no
mesmo periodo (minimo 3% em setembro e maximo 60% em fevereiro). O percentual de
eventos incluindo folhas ou frutos variou com os meses (Fig. 3), de modo que diversos

meses foram diferenciados entre si pela ANOVA e teste Tukey a posteriori (Tabela 3).
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Figura 3: Variagao mensal na proporg¢io de folhas e frutos ingeridos em ambos os grupos conjuntamente.

m %Frutas ® %PFolhas

No més de junho, houve apenas um dia de coleta e no més de agosto, os grupos ndo foram encontrados. As

barras indicam desvio padrao.

Percurso Diario

Os bugios foram vistos utilizando o solo da floresta uma tnica vez para escapar de
uma briga com um grupo rival. Nao houve diferenca estatistica no PD entre os grupos
(Tabelas 2 e 3). Quando comparados com o método direto, a média foi de 229m para o
G3 e 274m para o G4, também sem diferenga estatistica entre os grupos. Pelo método

direto, nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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O teste pareado de Wilcoxon detectou diferenca no PD entre os meses de dezembro
e abril para o G3, porém nenhuma diferenca entre os meses para o G4 (Fig. 4). Quando
os dados dos dois grupos foram analisados juntos, houve diferenga entre os meses de
dezembro, abril e maio. Nenhum dos dois grupos apresentou diferengas nos percursos
diarios quanto a estagdo. Analisando-se os dois grupos conjuntamente, a média da estagao
seca foi 697,1 m e a média da estacdo chuvosa foi 789,4m.

Ao reunir essas informagoes, pode-se dizer que o G4 passou maior parte do seu
tempo deslocando-se quando comparado ao G3, embora ambos tenham percorrido
distancias diarias semelhantes. E possivel, entdo que a diferenga observada seja explicada
pela velocidade maior com que G3 se desloca. Curiosamente, a area de vida de cada grupo

¢ inversamente proporcional a essa velocidade, ja que a area de vida do G3 ¢ menor.
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Figura 4: Média mensal do percurso diario em metros de cada grupo. Em cinza, média do G3 e em preto,

média do G4. As barras indicam desvio padrao.

Analise de Caminhos

Os desvios dos residuos ndo foram significativos (KS test p=0,28; teste de dispersao
p=0,8; teste do outlyer p=0,44), permitindo que a analise de caminho fosse realizada. Na
modelagem da andlise de caminhos, as variaveis explicaram apenas 32% da varia¢do no
PD. Apesar desse baixo valor, os efeitos mais pronunciados diziam respeito ao grupo e
ao percentual de folhas, ambos com efeito positivo sobre PD (Fig. 5). O intervalo de
confian¢ca dos demais pardmetros sobrepOs zero e, portanto, ndo foram significativos.
Outra influéncia interessante detectada foi o efeito do grupo e da temperatura nos

encontros com competidores.
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Além da identidade do grupo, apenas o percentual de folhas ingeridas pelos grupos
foi capaz de explicar parcialmente a variagdo encontrada. Os meses de maior
deslocamento foram aqueles em que uma maior proporg¢ao de folhas foi ingerida, ao passo
que os meses de menor deslocamento foram aqueles com menor percentual de ingestao

de folhas.

%Folhas

Percurso

0,007 0,005

Temperatura

Figura 5: Esquema representativo dos efeitos pela analise de caminhos que influenciam o percurso diario
(PD) de bugios-ruivos (4louatta clamitans). Linhas pretas cheias: efeitos diretos; linhas cinza tracejadas:

efeitos indiretos. Efeitos significativos estdo marcados com asterisco.

DISCUSSAO

Os resultados mostram que, quantitativamente, os parametros ecoldgicos de grupos
que vivem em um continuo ndo diferem de fragmentos menores, contrario ao esperado.
Apenas a competi¢do, seja intra ou interespecifica, foi menor. Além disso, a identidade
do grupo e o percentual de folhas ingerida foram capazes de explicar a variagdo no

percurso diario.
Area de Vida e Territorialidade

A area de vida variou amplamente entre os grupos e também ao longo do ano, de
modo que a totalidade ndo era visitada em todos os meses. A area de vida do G4 foi maior
que o geralmente relatado na literatura (43,8 hé versus 16,53 ha para a média da espécie;
FORTES et al., 2015), equiparando-se apenas ao estudo realizado por AGOSTINI (2009)
com dois grupos da Argentina (47,4ha e 70,32ha). Ja o tamanho da area de vida do G3,
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que vivia na borda, aproximou-se da média (18,4 ha). Portanto, considerando-se os
trabalhos realizados com a espécie, um ter¢o foi em fragmentos menores que a area de

vida encontrada no presente trabalho (SOBRAL, 2020, presente tese).

Ao longo de todo o periodo de estudo, nenhum dos grupos ultrapassou barreiras
entre grupos vizinhos, geralmente compostas por riachos, ainda que a copa das arvores
fosse conectada o suficiente para deslocamento dos individuos. Esse padrao pode sugerir
que tais barreiras fossem caracteristicas fisicas da paisagem utilizadas pelos bugios como
marcos para navegacao (KILLIAN et al., 2012; DE GUINEA et al., 2019). O respeito as
fronteiras de grupos vizinhos pode incutir em um menor risco de injarias advindo de
competicdes diretas ou indiretas e, consequentemente, o desperdicio de energia e até a
morte (HERNANDEZ-SALAZAR et al., 2015). A evitagdo de areas pertencentes a outros
grupos ocorria mesmo na auséncia de pistas visuais ou acusticas de grupos vizinhos.
Portanto, o olfato pode ter papel importante na detec¢ao de grupos rivais, visto que fezes
frescas de outros grupos foram encontradas nas regides de fronteira. A comunicagdo
olfativa ja foi sugerida como um aspecto importante na vida social dos bugios, embora
extensos estudos ainda ndo tenham sido realizados nesse aspecto (BALTISBERGER,

2003 apud HERNANDEZ-SALAZAR et al., 2015).

Encontros visuais entre grupos vizinhos foram raros (n=8, 4%) e ndo houve
sobreposi¢do de territorios entre dois grupos adjacentes (€ nem com os demais grupos que
foram acompanhados esporadicamente ¢ que nao foram considerados no presente
trabalho), o que define esses grupos como sendo altamente territoriais (POWELL, 2000).
Esse achado contraria diversos estudos realizados com bugios anteriormente, uma vez
que ndo se costuma dizer que os grupos sao territoriais devido a ampla sobreposicao entre
grupos vizinhos (e.g. CORNICK & MARKOWITZ, 2002). Esse resultado pode estar
atrelado ao tamanho total dos fragmentos estudados, onde o espago reduzido provido por
fragmentos menores ndo permite que os grupos se evitem, levando a uma grande
sobreposi¢do da area de vida entre grupos vizinhos (KNOWLTON & GRAHAM, 2010).
Logo, ao menos no PECB, os bugios podem ser descritos como territoriais. Encontros

agonisticos com outros grupos de bugios serdao discutidos em detalhe mais adiante.
Padrdo de Atividade

No caso do presente estudo, os bugios passaram a maior do tempo descansando
(53,3%), seguidos por forrageio (22,5%), deslocamento (13,7%), social (4,6%) e outros

comportamentos (4,5%). Esse padrao € recorrente para o género, consagrando a letargia
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como uma das caracteristicas mais marcantes dos bugios (KLEIN, 1974), ja que estudos
demonstram que eles podem passar até 64,2% do tempo parados (CRISTOBAL-
AZKARATE & ARROYO-RODRIGUEZ, 2007; ARROYO-RODRIGUEZ et al., 2015).
E possivel que os valores de descanso mais altos registrados para o género sejam
encontrados no estudo de PAVELKA & KNOPFF (2004) com Alouatta palliata, onde os
grupos passavam até 80% descansando, enquanto os bugios do PECB nao ultrapassaram
60% em nenhum més. Outros trabalhos indicam valores semelhantes, com 64,7% em A.
caraya (RIMOLI et al., 2012) e 57-65% em A. guariba (AGOSTINI et al., 2012; JUNG
et al., 2015); embora valores tdo baixos quanto 45% tenham sido detectados em A.

guariba de Ilha Grande (FERREGUETTI et al., 2020).

O elevado tempo dispendido para o descanso tem sido proposto como uma
estratégia de otimizacdo de energia, ja que folhas provém baixo retorno energético
(MILTON, 1998; DI FIORE et al, 2011). Animais altamente folivoros apresentam
estratégias para otimizar a digestdo, onde algumas espécies podem ter especializagdes no
sistema digestivo (e.g. presenca de ceco desenvolvido ou compartimentalizagdo do
estdmago), ja outras necessitam comer mais para atingir os requerimentos energeéticos
diarios e, talvez a estratégia mais abundante seja a de reduzir o tempo em atividade
(HLADIK, 1978). Essa especializagao comportamental ndo ¢ exclusiva dos bugios, sendo
observada também em colobus (DASILVA, 1992), preguicas (NAGY &
MONTGOMERY, 1980), roedores Sphiggurus (PASSAMANI, 2010) e até coalas
(NAGY & MARTIN, 1985).

A densidade populacional costuma ser outra fonte considerada importante no
padrao de atividade, pois seu aumento causa redugdo de disponibilidade de recursos
(DUNN et al., 2009). Contudo, no estudo de CRISTOBAL-AZKARATE & ARROYO-
RODRIGUEZ (2007), os autores nio encontraram correlagio entre um aumento no tempo
dispendido para o descanso e a densidade populacional ou tamanho do fragmento. Nos
grupos estudados aqui, o percentual do or¢camento de atividade variou com o més, porém
nao foi destoante com o ja relatado na literatura. Todavia, a densidade populacional nao
esta apenas relacionada ao aumento populacional em determinada area, mas também pode
ser traduzida em um aumento no tamanho médio do grupo, um fator potencialmente
influenciador de outros parametros ecoldgicos. Nos estudos com Colobus, grupos maiores
prediziam maiores territorios, mais tempo de forrageio e maiores distancias percorridas

para que as necessidades energéticas fossem atingidas (TEICHROEB & SICOTTE,
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2009). No caso dos bugios do PECB e de outros lugares, o tamanho médio dos grupos
geralmente ndo ultrapassou a média da espécie (6 individuos no PECB versus 6,7
FORTES et al., 2015 e FERREGUETTI et al., 2020), nao sendo possivel verificar se o

tamanho de grupo, de fato, influenciaria ou ndo o padrao de atividades.
Competidores

A competicdo intraespecifica foi extremamente rara, avaliada tanto pelas
vocalizagdes (n=112) quanto pelas interagdes agonisticas intragrupo (n=24) e pelos
encontros entre grupos (n=46). Em um estudo com Alouatta pigra, ao longo de 16 meses
foram registradas 356 vocalizag¢des e vizinhos se encontravam uma vez a cada trés dias
(VAN BELLE et al., 2013). Outros estudos mostram incriveis 5,7 encontros por hora em
A. caraya (KOWALEWSKI, 2007). Tais valores foram bem maiores que os detectados
no PECB, visto que, convertendo nessas taxas, as vocalizagdes no PECB totalizaram 112
em 14 meses, e encontros entre grupos vizinhos ocorreram uma vez a cada 5 dias. Por ser
uma caracteristica marcante dos bugios, diversos estudos analisaram esse comportamento
nas mais variadas espécies (CUNHA et al., 2015; KITCHEN et al, 2015), ao ponto de
algumas espécies apresentarem o que ¢ chamado de “coro matinal” (e,g, Alouatta

seniculus SEKULIC, 1982). Tal padrao ndo foi observado nos bugios do PECB.

Além dos grupos vizinhos, o PECB merece destaque por conter diversas espécies
de primatas, com duas delas competindo diretamente com os bugios: Brachyteles
arachnoides, um grande primata folivoro-frugivoro (DE CARVALHO JR et al., 2004;
TALEBI et al., 2005) e Sapajus nigritus, uma espécie menor que se alimenta de folhas e
frutos (IZAR et al., 2012), além de ser conhecida por sua agressividade (ROSE et al.,
2003). Quando se combinou a competi¢do intraespecifica (n=182) com a competicdo
interespecifica (n=157), o nimero de encontro com competidores (n=339) foi semelhante
ao relatado para grupos de A4. pigra descrito acima (n=356, VAN BELLE et al., 2013).
Considera-se que encontros com grupos rivais € com outras espécies resulte em
competicdo por alimentos, incutindo em um fitness reduzido para os competidores,
especialmente os perdedores (e.g., BENELLI et al., 2015). Nesse sentido, recursos de alto
valor energético, mas limitados, como a frutifica¢do, sdo causa comum de competi¢ao
interespecifica (TILMAN, 1987) e podem resultar em desvantagens potencialmente

adaptativas, como danos 4 saude por meio do estresse fisiologico (CHAVES et al., 2019).

A densidade populacional do PECB parece ser menor que fragmentos pequenos,

embora estimativas precisas ndo possam ser calculadas visto que ndo foi o objetivo do
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presente estudo. Entretanto, considerando-se a média do tamanho do grupo e da area de
vida (6 individuos vivendo em 31 ha), tem-se uma possivel densidade de 1,86ind/km?.
Esse valor ¢ bem mais baixo que o encontrado em A. clamitans para Ilha Grande (1
grupo/km?), estudo com enfoque na estimativa populacional (FERREGUETTI et al.,
2020), ou no sul do Brasil (10ind/km? AGOSTINI et al, 2010). A presenca de
competidores diretos de outras espécies, como o muriqui-do-sul e 0 macaco-prego, pode
preencher o nicho vago deixado pelos encontros intergrupais menos frequentes.
Ambientes pequenos, fragmentos e/ou altamente antropizados podem aumentar a
competicdo intra e interespecifica e, consequentemente, o estresse fisioldgico dos
individuos (KAISIN et al, 2020). Dessa forma, observar que dentro de um ambiente
dessa magnitude a competigao intraespecifica foi menor, revela a importancia do tamanho
do fragmento em diminuir a competitividade entre individuos da mesma espécie, porém
permitindo a manuten¢do de outras espécies. Estudos mais detalhados com relagdo ao
abordado aqui (e.g., densidade populacional, niveis de cortisol, interagcdes agonisticas,

endoparasitas) sao necessarios para se compreender melhor esse cenario.
Dieta

E importante salientar que os dados de dieta aqui obtidos nio seguiram o método
mais amplamente utilizado para estudos dessa natureza — varredura — e sim o método de
todas as ocorréncias, onde sempre se registraram todos os momentos em que mais de 50%
do grupo estivesse se alimentando e qual o item alimentar em termos gerais. Portanto,
grandes comparacdes nao sdo possiveis. Ainda assim, os bugios ingeriram cerca de 60%
de frutas entre dezembro e fevereiro, reduzindo drasticamente para 10% entre abril e
outubro, enquanto o percentual de folhas flutuou no mesmo periodo (minimo 3% em
setembro e maximo 60% em fevereiro). Comparativamente, a propor¢cdo de folhas
ingeridas pelos bugios do PECB ¢ algumas dezenas menor que o maximo observado para
A. pigra (86% de folhas ingeridas entre janeiro e marcgo, € 67% de frutas entre abril e
julho) (PAVELKA & KNOPFF, 2004), e com padrio inverso, visto que esta espécie
prioriza frutos nos meses de chuvosos de verdao (CANO-HUERTES et al., 2017). No caso
do presente trabalho, os meses de inverno eram aqueles mais frios e secos, de menor
disponibilidade de frutas e também aqueles com maiores percentuais de descanso,
corroborado a relacdo consagrada na literatura entre disponibilidade de alimentos de alto

valor energético e letargia.
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As diferencas observadas entre as dietas aqui e em PAVELKA & KNOPFF (2004)
podem estar potencialmente relacionadas as diferengas no habitat de ambas as espécies,
ja que A. palliata esta ao norte da distribuicdo do género (sul da América do Norte e A.
Central, CORTES-ORTIZ ef al., 2015), onde as temperaturas sio mais elevadas e quase
ndo hé variagdo anual na disponibilidade de frutos (CANO-HUERTES et al., 2017).
Embora no estudo de PAVELKA & KNOPFF (2004) uma maior ingestdo de frutas ndo
tenha sido suficiente para alterar o orcamento de atividades dos grupos estudados, o
trabalho de CANO-HUERTES et al. (2017), realizado com a espécie 4. palliata, detectou
que o or¢amento de atividades de fémeas reprodutivas se relaciona a disponibilidade de

nutrientes e otimizacao de energia (CANO-HUERTES et al., 2017).

Vale ressaltar que neste mesmo local (PECB), a espécie de primata Brachyteles
arachnoides foi mais frugivora quando comparadas a outras populagdes da mesma
espécie (DE CARVALHO JR et al.,, 2004; TALEBI et al., 2005). Ja a espécie Sapajus
nigritus foi mais folivora se comparada a outros locais (IZAR et al., 2012). No caso de S.
nigritus, além de uma dieta mais folivora, particularmente alimentando-se de bromélias,
outros parametros do or¢amento de atividades foram diferentes, indicando que a
disponibilidade de frutos utilizada pelos macacos-prego ¢ menor. Contrariamente, a
disponibilidade de frutos para os B. arachnoides no PECB foi considerada maior que
outros locais onde se encontram populagdes de Brachyteles. E possivel que a competi¢io
direta entre as espécies de primatas do PECB favorega esse padrao de dieta bastante
distinto para cada uma das espécies nesse local. Portanto, as espécies-irmas e individuos
reagem de forma distinta, ainda que apresentem distribui¢des geograficas sobrepostas e,

portanto, sujeitos a pressdes semelhantes.
Percurso Didrio

A meédia para o grupo G3 foi de 665 m, enquanto a média do G4 foi ligeiramente
maior, com 779 m. Apesar de esses valores ndo terem sido estatisticamente diferentes, a
analise de caminhos detectou que o grupo explicava parte da variacdo encontrada no PD.
Ambos os grupos andaram mais no verao (Fig. 4), especificamente em dezembro, ¢ menos
no inverno, nos meses de abril € maio, época essa com uma maior propor¢ao de frutas
ingerida. Combinando-se essas informagdes, o G4 comeu proporcionalmente menos
frutas, passava mais tempo se deslocando, mais tempo se alimentando e menos tempo
descansando (Tabela 2). Isso significa que o G4 gastava mais energia que G3, embora

ndo consumisse alimentos de alto valor energético (frutas, 36,5% para G3; 21% para G4).
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Os trabalhos de DUNN et al. (2009) e RANO et al. (2016) identificaram que o niimero
de arvores alimentares estava positivamente correlacionado com a distancia percorrida.
Ambos os trabalhos mostraram que o aumento no esfor¢o de forrageio e a redugdao no
tempo de descanso refletiam uma menor disponibilidade de arvores grandes e frutiferas,

e consequentemente explicavam a variagdao no DP.

Devido a alta correlagdo que o percurso didrio tem com demais pardmetros
ecologicos (RANO et al., 2016), ele foi utilizado para predizer a variagdo nos parimetros
ecologicos pela anélise de caminhos. Além da identidade do grupo, apenas o percentual
de folhas ingeridas pelos grupos foi capaz de explicar parcialmente a varia¢do encontrada.
Os meses de maior deslocamento foram aqueles em que uma maior propor¢ao de folhas
foi ingerida, ao passo que os meses de menor deslocamento foram aqueles com menor
percentual de ingestdo de folhas. No estudo de ESTRADA (1984) com A. palliata, um
grupo utilizou uma ampla area, apesar de uma dieta constituida por 50% de folhas. Tal
tamanho de area de vida foi relacionado a seletividade de folhas jovens, que poderiam
estar tao heterogeneamente distribuidas quanto frutas e, portanto, requerendo uma area
maior. A mesma explicacdo pode ser aplicada ao presente trabalho para justificar a area
de vida de G4 quase duas vezes maior que G3. Outra informacao relevante diz respeito a
exploracdo da propria area de vida. Apesar de o G3 ter uma area menor e deslocamento
semelhante ao de seu grupo vizinho, o grupo andava em circulos, explorando a mesma
area mais de uma vez por dia. Um estudo com Chiropotes satanas encontrou padrao
semelhante em fragmentos pequenos (BOYLE et al., 2006). Grupos que perfazem o
mesmo percurso com frequéncia t€ém maiores chances de se contaminar com parasitas,
pois se deslocam em locais anteriormente defecados (HAUSFATER & MEADE, 1982;
BRIVIDORO et al., 2019).

O fato de o percurso percorrido pelos grupos do presente estudo nao ter diferido da
literatura parece estar relacionado a uma restri¢ao da folivoria. O género Colobus, ainda
mais especializado a uma dieta folivora que os bugios, apresenta um percurso diario que
mal ultrapassa os 450m (TEICHROEB & SICOTTE, 2009), similar ao observado para
Colobus polykomos, Colobus guereza e Procolobus badius (DASILVA, 1992), porém
menor que a média do presente estudo (722m). Essa informacao ressalta que esse género
ndo parece depender de grandes fragmentos para persistirem na natureza

(KOWALEWSKI & ZUNINO, 1999; BICCA-MARQUES et al, 2020), embora o
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tamanho do fragmento tenha gerado outras repercussdes, como uma competi¢ao

intraespecifica menor.

CONCLUSOES

Embora outros estudos ndo tenham considerando todos os pardmetros ecoldgicos
utilizados no presente trabalho, os valores aqui encontrados ndo diferiram de outros
trabalhos realizados com a espécie. Contudo, ressalta-se a sobreposicao de areas de vida
virtualmente ausente, contrastando todos os trabalhos realizados com a espécie, sendo
uma condi¢cdo rara em bugios. Ademais, os valores de area de vida aqui encontrados
concordam parcialmente com dados ja publicados, visto que o G3 apresentou valores de
area de vida préoximos a média, enquanto o G4 apresentou valores bastante altos, contido
entre os mais altos ja relatados para o género (FORTES et al., 2015). Esperava-se que o
tamanho do fragmento resultasse em areas de vida significativamente maiores, ja que ndo
ha restricao de espago. Contudo, grupos reagiram de forma diferente com relagdo a area

de vida.

Nossos dados corroboram o trabalho de BICCA-MARQUES (2003) que verifica
que o percurso diario ndo ¢ altamente variavel para o género e parece independer do
tamanho do fragmento. Tal aspecto pode ser uma vantagem frente a fragmentacdo e
reducao continua dos remanescestes florestais do mundo, favorecendo sua resiliéncia em
fragmentos de variados tamanhos e influéncia antropica (CHAVES & BICCA-
MARQUES, 2012). A estabilidade parece estar ligada ndo ao tamanho do fragmento, mas
sim a ecologia do género, fato ja observado por BICCA-MARQUES (2003) e BICCA-
MARQUES et al. (2020) para o género Alouatta. Da mesma forma, outras espécies de
primatas folivoros apresentam parametros ecoldgicos semelhantes sendo, portanto, a
folivoria considerada por alguns autores como uma restri¢ao ecologica (TEICHROEB &

SICOTTE, 2009).
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RESUMO

A estrutura social reflete os padrdes de interacdo entre individuos, i.e., a frequéncia ¢ a
intensidade de determinados comportamentos sociais. Os bugios sdo primatas
Neotropicais que apresentam migracao bissexual, interagem pouco € vivem em grupos
pequenos. Dessa forma, a interagdo entre individuos adultos, quando presente, da-se
principalmente entre individuos ndo aparentados e restritos em numero. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi testar qual fator — parentesco mae-filhote, sexo e idade
— melhor explica a variagdo encontrada em bugios-ruivos (Alouatta clamitans) e
relacionar com mudangas demograficas de imigracdo, nascimento e desaparecimento de
individuos por meio da analise de redes sociais. Foram registrados o tamanho e a
composi¢do sexo-etaria de seis grupos vizinhos e duas redes sociais foram analisadas,
sendo elas a de catacdo e a de associacdo espacial para dois deles. Todos os grupos
apresentaram composi¢cdo similar, com um macho adulto, duas fémeas adultas e suas
crias, € um a dois machos subadultos. Fémeas foram os agentes fundamentais na catagao,
sendo as principais catadoras e os principais alvos da catagdo. Espacialmente, a
centralidade e a for¢a dos imaturos foram mais altas. Os indices de associagdes diadicas
foram mais altas entre os filhotes e suas respectivas maes. O grupo onde ocorreu maiores
mudangas demograficas ao longo do tempo tinha menores taxas de catacdo e maiores
taxas de agressao, embora os valores médios das métricas das redes de ambos os grupos
fossem semelhantes. Por conta dessa variagao, ¢ sumariamente necessaria a realizagao de
mais estudos com maior abrangéncia de grupos. O estudo das redes tem implicagdes
diretas para o entendimento da transmissdo de informacdes, parasitas e fluxo génico,

essenciais para a manutengao de grupos na natureza.

Palavras-chave: Analise de redes sociais; Associacdo Espacial; Catacdo; Interagdo social

Primatas; Platyrrhini; Mamiferos.
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INTRODUCAO

Os mamiferos apresentam uma estratégia reprodutiva bem distinta dos outros
animais, onde todas as espécies sao dioicas, reproduzem-se sexuadamente ¢ exibem
cuidado parental pela lactacdo. Dessa forma, duas diades — mae e filhote, macho e fémea
— sdo de suma importancia para se entender os padrdes de interagdo entre os individuos.
Entretanto, algumas espécies vivem em grupos sociais estaveis ao longo de suas vidas de
modo que outras diades ganham importancia (EISENBERG, 1981). Portanto dependendo
da conformacao desses grupos sociais, pode-se observar interacdes mais frequentes entre
fémeas (e.g. hiena Crocuta crocuta HOLEKAMP et al., 1997); ou entre machos, por
exemplo (e.g. esquilo-de-chdo Xerus inauris WATERMAN, 1997).

Os grupos sociais, também chamados de sociedades ou sistemas sociais,
apresentam trés elementos principais para sua categorizac¢do, sendo eles a organizagdo
social, a estrutura social ¢ o sistema de acasalamento (KAPPELER, 1999; KAPPELER
& VAN SCHAIK, 2002). A organizacdo social diz respeito a distribuicdo espaco-
temporal das categorias sexo-etarias de um grupo (e.g. solitarios, associados aos pares ou
com mais de dois individuos, associados com membros do mesmo sexo ou do sexo
oposto). Ja a estrutura social refere-se ao padrao (intensidade e frequéncia) das interagdes
e relagdes sociais entre os individuos adultos (HINDE, 1983; OKKO & JOHNSTONE,
1999). Por fim, o sistema de acasalamento prediz com quantos parceiros sexuais que o
seX0 oposto tem, em um continuum que varia entre monogamico e promiscuo

(WITTENBERGER & TILSON, 1980).

Os primatas s3o animais majoritariamente sociais e apresentam uma grande
diversidade nos trés elementos que definem as sociedades. Existem espécies que vivem
em duplas (e.g. Aotus sp., WRIGHT, 1986), espécies que vivem em grupos unimacho-
multifémea (e.g. algumas espécies de Alouatta, DI FIORE et al., 2011), ou grupos
multimacho-multifémea (e.g. Brachyteles spp. € Pan paniscus, KANO, 1982; STRIER et
al., 2006). Ha espécies em que a hierarquia ¢ bem definida (e.g. Cebus capucinus,
BERGSTROM & FEDIGAN, 2010) outras em que a hierarquia ¢ mais relaxada (e.g.
Macaca fuscata, ZHANG & WATANABE, 2007). Com relagio ao sistema de
acasalamento, pode-se encontrar espécies monogamicas (Aotus sp. € Callicebus sp.,
WRIGHT, 1986), poliandricas (e.g. algumas espécies de calitriquideos, GOLDIZEN,
1987) e, mais comumente, poliginicas (diversas espécies, CLUTTON-BROCK, 1989).
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Os bugios (género Alouatta) sdo os primatas neotropicais mais amplamente
distribuidos geograficamente (CORTES-ORTIZ et al., 2003) e as cerca de 12 espécies
apresentam distintas sociedades. Com relacdo a conformagdo sexo-etdria, algumas
espécies vivem em grupos multimacho-multifémea (4. palliata) ou unimacho-multifémea
(A. clamitans); o tamanho dos grupos varia amplamente, desde trés até 44 animais por
grupo (4. palliata), enquanto outras espécies, como 0 A. clamitans e A. pigra, apresentam
médias menores, em torno de 7 a 10 animais (VAN BELLE & ESTRADA, 2006;
BEZANSON et al., 2008). Nesses grupos, o grau de parentesco entre individuos adultos
pode ser baixo (e.g. MILTON et al., 2016) uma vez que a migragcdo nesse género ¢
bissexual, em que ambos os sexos podem migrar de seu grupo natal (CROCKETT &

POPE, 1993; HORWICH et al., 2000; CLARKE & GLANDER, 2008).

Outra caracteristica distinta dos bugios ¢ a propor¢ao de tempo destinado ao
descanso, onde os animais podem passar até 80% do tempo em repouso (BICCA-
MARQUES, 2003; CRISTOBAL-AZKARATE & ARROYO-RODRIGUEZ, 2007,
PASTOR-NIETO, 2015). Talvez por isso, a interagao entre individuos de um grupo de
bugios ¢ baixa, com reduzidas taxas de agressaio (WANG & MILTON, 2003;
KOWALEWSKI & GARBER, 2014) e sem padrao claro na dire¢do das agressoes, de
modo que as relagdes de dominéncia sdo consideradas inconsistentes, instaveis e nao-
lineares (ZUCKER & CLARKE, 1998). Portanto, a dominancia em machos ¢ definida
pela participacdo predominante nas sessdoes de vocalizagdo e maiores parcelas nas
oportunidades de acasalamento— que lhes podem ser exclusivas ou monopolizadas (VAN
BELLE et al., 2008; 2009). J4 com relacdo a catagdo, esta ¢ um evento raro e, por vezes,
ausente (JONES, 1979; ZUCKER & CLARKE, 1998) e, portanto, o padrdo continua

pouco claro entre os bugios.

Considerando-se que os bugios apresentam baixas taxas de interagdo, poucos foram
os estudos que analisaram interagdes sociais, com um total de cinco estudos até o
momento, sendo trés com Alouatta palliata (ZUCKER & CLARKE, 1998; BEZANSON
et al., 2008; MILTON et al., 2016), um com A. pigra (VAN BELLE et al., 2014) e um
para A. clamitans (MORO-RIOS et al., 2009) (Tabela 1). Nos casos em que os animais
pouco interagem entre si, a utilizacdo da associag¢do espacial pode ser uma das Unicas
formas de se analisar a natureza dos lagos sociais (CROCKETT & EISENBERG, 1987;
CHAPMAN et al., 1995) e a estrutura social de um grupo. Em um interessante trabalho

em Alouatta palliata, JONES (1980) relata que um grupo residente de areas deciduas
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(ambiente considerado mais estressante) apresentou taxas mais altas de interacdo (no
caso, agonisticas). Ela sugere que, devido a fatores ecoldgicos, € possivel que o grupo
apresente menor distancia interindividual, facilitando a ocorréncia de interagdes.

Tabela 1: Lista de taxas de interagdes afiliativas por espécie, a taxa, a unidade, o nivel avaliado (diade,

grupo ou individuo) e a referéncia do estudo.

Comportamento Espécie Taxa Unidade Nivel Referéncia
Catagdo clamitans (G3) 0,011 /ind/h Individuo W
Catagdo clamitans (G4) 0,053 /ind/h Individuo o
Catagdo clamitans (G3) 0,001 /diade/h Diade o
Catagdo clamitans (G4) 0,01 /diade/h Diade
Catacao palliata 0 /h Grupo 1,2
Catagao palliata 0,02 /h Grupo 3
Catagao palliata (G5) 0,03 /h Grupo 4
Catagdo palliata 0,03 /h Grupo 5
Catagdo clamitans (G3) 0,08 /h Grupo o
Catagao palliata (G12) 0,09 /h Grupo 4
Catagao clamitans 0,31 /h Grupo 6
Catagdo clamitans (G4) 0,32 /h Grupo o
Catagdo seniculus 0,36 /h Grupo 7

* ¢ células em cinza: Presente estudo; 1: RICHARD (1970); 2: SMITH (1977); 3: BERNSTEIN (1964); 4: JONES (1980); 5: JONES
(1979); 6: MENDES (1989); 7: NEVILLE (1972).

Nos poucos trabalhos que avaliaram a associagdo espacial, o sexo foi um importante
preditor dos padroes de proximidade espacial, em que machos preferem associar-se a
fémeas, enquanto fémeas associam-se igualmente com qualquer individuo (MILTON et
al., 2016). Ja outro estudo detectou que individuos aparentados passam mais tempo
proximos quando comparados a individuos nao-aparentados (MORO-RIOS et al., 2009).

Portanto, sexo e parentesco parecem ter um papel importante.

Uma vez que os padroes de associacdo espacial podem dar pistas importantes das
interacdes e relagdes entre individuos, este trabalho teve dois objetivos principais: 1)
entender se com uma baixa taxa de interagdo, ¢ possivel recuperar padrdes de interagao
sociais afiliativas semelhantes ao de associacdo espacial; e 2) entender se os padroes estao

relacionados com variagdes demograficas.

Dessa forma, espera-se 1) Ambos os padrdes sejam parecidos, onde o sexo serad
decisivo para os padrdes obtidos, seguido pela relagdo entre mae e seu filhote. Potranto,
fémeas sem filhotes interagirdo associar-se-2o0 a machos adultos, ao passo que fémeas

com filhotes preferirdo interagir e posicionar-se proximas aos seus filhotes. J4 para o
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objetivo 2, espera-se que uma maior instabilidade na composi¢ao do grupo se reflita em

menores niveis de catagdo e maior espagamento entre individuos.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual Carlos Botelho (PECB), nucleo Sao
Miguel Arcanjo, Sao Paulo. O indice pluviométrico ¢ de 1.700mm a 2.400mm,
alternando-se entre periodos de maior pluviosidade no verao e menor pluviosidade no
inverno, e a temperatura pode variar entre 4 (inverno) e 35°C (verdo). A altitude da regido
varia entre 700 e 850 m anm. A vegetagdo local ¢ composta por Floresta Ombroéfila
Denso-Montana e Sub-Montana, majoritariamente primaria, embora haja lugares (raio de

até 1km a partir da sede) onde a vegetacao ¢ secundaria (PLANO DE MANEJO, 2015).
Grupos de Interesse

Na regido de estudo ha seis grupos de bugios conhecidos. Os grupos G1, G5, G6 e
G7 foram acompanhados esporadicamente, ao passo que os grupos G3 e G4 e dois grupos
vizinhos foram acompanhados mensalmente entre novembro de 2017 e dezembro 2018,
e trimestralmente em 2019. Pela proximidade do G3 com a sede do parque, a equipe do
parque enviou registros desse grupo, sendo possivel fazer seu monitoramento remoto em
2020. Os animais podem ser identificados individualmente por caracteristicas singulares,

como formato do rosto, marcas naturais, cicatrizes e despigmentagao.
Categorizagdo Sexo-Etaria

A categorizacdo etaria foi simplificada, onde os individuos eram considerados
como 1) filhotes, enquanto estivessem sendo amamentados (quer fosse 100% dependentes
da mae ou nao); ii) jovens, tdo logo fossem desmamados; e iii) adultos (machos com
testiculos cobertos por pelos e fémeas que estivessem apresentando comportamento
sexual ou estivessem com filhotes). Uma vez que os grupos eram pequenos e cada
individuo tinha uma categoria sexo-etaria especifica, descartamos a utilizagdo de uma
classificacdo etaria refinada, como a de MENDES (1989), pois nao seria diferente de

analisar cada animal individualmente ou cada categoria sexo-etaria individualmente.
Coleta de Dados Comportamentais

Os dados comportamentais foram coletados entre novembro de 2017 e dezembro

de 2018. Cada grupo foi observado por cerca de nove horas por dia, durante seis dias por
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més (ca. 1200h de contato, sendo 640h para o G3 e 570h para o G4, e mais 100h para
outros grupos nao incluidos no presente estudo). Os dados foram coletados baseando-se
em duas técnicas complementares e exclusivas, sendo elas a de todas as ocorréncias (al/
occurrence), na qual todas as interacdes sociais foram anotadas (com a mesma descrigao
para a varredura), e a varredura instantanea a cada 20 minutos (scan sampling,
ALTMANN, 1974), onde o comportamento dos individuos e seu vizinho mais préximo
foram registrados (Fig. 1). O método de todas as ocorréncias ¢ o preferido para as
interacdes sociais pois estas costumam ser raras, infrequentes e imprevisiveis (BOLIN,
1981; DIAS & RODRIGUEZ-LUNA, 2006; BOWLER & BODMER, 2009). Os

comportamentos analisados para o presente artigo foram a catacio e a associagdo espacial.

Figura 1: Exemplo de um momento pelo método de varredura, onde se anotou o comportamento individual

e os vizinhos mais proximos de cada individuo, marcados com setas amarelas.

Catagdo: Quando o emissor passa as maos ou ponta dos dedos no pelo do receptor uma
ou diversas vezes, acompanhado ou nao pelo uso da boca. Para duas sessdes de catacao
terem sido consideradas como sessoes distintas, o emissor deve interromper a catagao
com outro comportamento ou interromper por mais de 10 segundos (HENZI et al.,

1997; MANSON et al., 2004). Solicitagdes ndo foram incluidas na analise.
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Associacdo Espacial: Foram registrados os vizinhos (quando dois individuos

estivessem até 2m um do outro) a cada 20 minutos. Cada individuo e seus vizinhos
(i.e. cada linha) foi considerado como um registro. Finalmente, mesmo quando todos
os vizinhos nao puderam ser identificados, manteve-se na analise aqueles que foram

reconhecidos.
Dados Gerais de Varredura

As varreduras foram conduzidas em 40 dias distintos no G3 e 52 dias no G4, com
uma média de 95 varreduras por dia. No total, obteve-se um total de 3.655 varreduras
para o G3 e 3.659 para o G4. Todos os individuos estavam sempre presentes,
apresentando igual probabilidade de serem observados durante as varreduras. Os
individuos com menos observacdes foram aqueles que nasceram ou desapareceram no
meio do estudo, e os mais frequentemente observados aqueles que estavam presentes

desde o inicio do estudo.
Analise de Redes Sociais

O estudo das interagdes e relagdes entre individuos a partir da perspectiva de analise
de redes sociais (ARS) mede diretamente a relagcdo entre individuos e o papel de cada um
na estrutura social de um grupo (WHITEHEAD, 2008; BORGATTI et al., 2013). A
estrutura social de um grupo, entdo, pode ser representada por uma rede cujos nos
representam os individuos e as linhas — ou arestas — sdo as interagdes entre os nos. Os nos
possuem caracteristicas — chamados atributos -, que sdo intrinsecas ao no, como sua idade,
seu status ou seu sexo (BORGATTI et al., 2013). J& as arestas sdao resultantes da

frequéncia e intensidade das interacdes diadicas.

Medidas de rede foram tomadas com os programas SOCPROG 2.9 (WHITEHEAD,
2009) e Gephi v0.9.2. A visualizagdo grafica das redes foi feita com base no programa
Gephi v0.9.2. O indice de associagdo simples (simple ratio) foi utilizado em uma matriz
de associacgdo simétrica. Este indice foi o elencado apesar de outro trabalho com Alouatta
ter utilizado o indice half weight (HWI) (e.g. BEZANSON et al., 2008). Nesse caso, 0s
autores avaliaram a formagao de subgrupos e 0 HWI confere peso maior as concordancias
negativas, que € o caso da formacao de subgrupos. No caso dos bugios do PECB, além
de o grupo ser pequeno, nenhum animal passou um dia longe do grupo (apenas raras

excegdes em que o grupo se separou por conta de encontros agonisticos interespecificos
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ou por chuva, porém juntaram-se no dia seguinte, n=3). Os indices de associacdo entre

uma diade variaram entre 0 (nunca vistos juntos) até 1 (sempre vistos juntos).

As medidas globais de rede obtidas foram os graus médios, de entrada e de saida
(ponderado e nao-ponderado), o didmetro, a modularidade, a forca e a centralidade. Todas
as medidas foram tomadas utilizando o método de reamostragem (bootstrap) do
SOCPROG para testar se o observado diferia ou ndo de uma média tedrica, obtida a partir
de permuta randomizada de 1.000 vezes. Ja as medidas individuais avaliam
individualmente a importancia dos nds (individuos) em cada uma das redes, dentre elas
forca e centralidade (redes ndo-direcionadas e direcionadas); além dos valores de entrada
e saida ponderados (redes direcionadas). Testes para diades preferidas e evitadas foram
realizados com base em um limiar de significancia de 0,05, com 1.000 tentativas para

1.000 permutacgdes.
Anadlises Estatisticas

Os valores de grau ponderados (entrada, saida e geral) ndo apresentaram
distribuicao normal (p>0,05), enquanto a normalidade dos demais valores (grau nao-

ponderado, centralidade e forga) foi confirmada (p<0,05).

Por meio de modelos lineares generalizados (GLM), foi verificada a relacao entre
atributos (sexo, idade e grupo) e métricas individuais. Uma andlise interativa dos efeitos
ndo foi possivel uma vez que havia apenas fémeas adultas. Outra forma de analise foi por

correlagdo simples.

RESULTADOS

Categorizagdo Sexo-Etdria

O tamanho dos grupos variou entre 3 e 7 individuos (média 5,6) ao longo do estudo.
Todos os grupos apresentaram a seguinte composicao basica: um macho adulto e duas
fémeas adultas (IMA:2FA). Os demais individuos do grupo, quando presentes, eram
sempre machos jovens ou filhotes (Tabela 2). Nao foram registradas fémeas
filhotes/imaturas ao longo do estudo, embora fémeas solitarias tenham sido avistadas e a
imigracao de fémeas também foi testemunhada.

Nos grupos acompanhados assiduamente, apesar das mudangas na conformacao dos
membros, eles mantiveram a conformag¢do IMA:2FA (mais os machos jovens/filhotes).
No G3, houve mudanga na composicado do grupo a cada més, com o nascimento,

desaparecimento e/ou imigragao de novos individuos. Ja no grupo G4, a composicao foi
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estavel durante todo o ano de 2018. Foram observados individuos solitarios de ambos os
sexos (cinco machos, uma fémea e dois individuos pretos de sexo desconhecido) e a
imigracao de machos (n=3) e fémeas (n=2) para os grupos estudados também foi
acompanhada. A duragao exata do processo de imigragdo para todos os eventos nao pdde
ser estimada, mas podia durar cerca de trés até seis meses. Ambos 0s grupos apresentaram
tamanho de 6 individuos durante o ano de 2018, o que inviabilizou o uso do tamanho de
grupo como variavel nos parametros seguintes.

Apesar de certa estabilidade do G4 em 2018, durante o ano de 2019 ambos os grupos
apresentaram mudancas drasticas. Em setembro de 2019, foram observados apenas o
macho adulto e as duas fémeas adultas residentes no G3. Em 2020, observou-se que as
fémeas permaneceram no territério original, porém o macho dominante havia trocado
novamente. Em outubro de 2020, foi registrado um novo filhote macho da fémea que
imigrou em 2017. Ja o G4, apenas uma das fémeas, seu filhote mais velho e seu filhote
mais novo permaneceram no grupo, com a imigra¢do de um novo macho adulto e uma

fémea.

Tabela 2: Tamanho e composi¢ao dos grupos estudados.

G1 G3 G4 G5 G6 G7 Meédia
Tamanho do grupo 7 6-7 5-6 4 5 3 5,2
Machos adultos 1 1 1 1 1 1 1
Fémeas adultas 2 2 2 2 2 2 2
Subadultos e filhotes 4 3 3 2 1 0 2,2
Numero de dias de coleta 18 43 (74)* 57(62)* 1 2 1 NA

* niimero entre parénteses inclui dados de 2017 (G3) e 2019 (G3 e G4)

Analise de Redes Sociais

Catagdo: As métricas gerais estdo apresentadas na Tabela 3. Foram registrados 237
eventos de catagdo (55 para G3 e 182 para G4), com uma taxa de 0,08 catagdes/hora para
0 G3 ¢ 0,32 catacdes/hora para o G4 (também representado por 0,001 cat/diade/h e 0,01
cat/diade/hora, respectivamente). Para o G3, dois individuos nao participaram da rede,

sendo eles MS 2 e Cuica MI 2 (Fig. 2a).
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Tabela 3: Métricas de rede para ambos os grupos (G3 e G4) com relacdo a categoria analisada.

Grupo| Comportamento GM | GPM | Diametro | Modularidade Forca Centralidade
G3 Catagdo 2 11 2 Ausente 0.44 (0.36) | 0.38 (0.27)
G4 Catagao 3,2 30,3 3 Presente 0.41 (0.05) | 0.37(0.20)
G3 Associagdo Espacial 6 4,84 1 Ausente 1.29 (0.24) | 0.37 (0.07)
G4 Associagao Espacial 5 4,25 1 Ausente 1.04 (0.48) | 0.35(0.16)

Grau médio (GM); o grau ponderado médio (GPM); o didmetro; a modularidade; a forca e a centralidade

totais.

Embora os grupos tenham apresentado graus médios distintos e modularidade (G4),
tanto a forca quanto a centralidade foram semelhantes entre os grupos (Tabela 3). Por
exemplo, no G4 houve formagdo de mddulos, com Teresa e seu filhote formando um
modulo a parte e os demais formando outro (Fig. 2b). Por meio da analise de associagdes
preferidas e evitadas, para o G3 houve apenas uma preferida (FA2-MA) e uma evitada
(FA1-FA2). Ja para o G4, trés diades apresentaram valores acima do limiar, indicando
preferéncia (MA-MS; maes e seus filhotes), enquanto duas indicaram diades evitadas

(FA1-MS; FA2-MI1).

J& com relagdo as medidas individuais apresentadas na Tabela 4, os valores
individuais de forc¢a e centralidade mostraram-se altamente correlacionados (p<0,05). Os
individuos com os valores mais altos e destoantes foram o0 MA do G3 e a FA 2 do G4. Os

individuos imaturos apresentaram os menores valores.

Para o grupo 3, o MA foi quem mais iniciou as catagdes (56%), seguido pelas FA
(38%) e os demais individuos (6%). MA cataram FA quase exclusivamente (94%). J4 as
FA cataram vdrios individuos, embora o MA tenha sido o principal alvo (67%).
Contrapondo esse grupo, o G4 teve uma distribui¢do bastante desviada para as fémeas, as
quais iniciaram as catagdes em 75% dos casos. O MA iniciou apenas 10 catagdes, sendo
elas dirigidas tanto para FA quanto para outras categorias (MS e MI). Ja as FA
direcionaram suas catacoes a todos os individuos, porém majoritariamente a outra FA do
grupo (44%,), seguida pelo MA (23%), e o restante nos demais individuos. Vale ressaltar

a importancia da fémea FA2, responsavel por 69% das catagdes observadas nesse grupo.
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Tabela 4: Relacdo das métricas individuais de cada uma das categoriais comportamentais separadas por

grupo e por individuo.

Comportamento Grupo Individuo Ef;‘r‘:a GE GS G GEP GSP GP Forca Centralidade
Groom G4 Dende MA 3 3 6 41 10 51 0.41 0.36
Groom G4 Teresa FA1 4 1 5 15 2 17 0.57 0.53
Groom G4 Lolo FA2 2 5 7 19 126 145 0.89 0.64
Groom G4  85% Cacau  MS 1 2 3 14 3 17 0.4 0.37
Groom G4 Tie MIl 5.4 9 170 11 81 0.13 0.14
Groom G4 Manu MI2 4 4 8 23 30 53 0.19 0.17
Groom G3  Guapuruvu MA 3 3 6 16 31 47 0.9 0.69
Groom G3 Reco-Reco  FAl 3 3 6 17 29 38 0.74 0.63
Groom G3 Tenia FA2 1 1 2 13 1 14 0.29 0.31
Groom G3 Quimera MS1 2 2 4 5 2 7 0.16 0.16
Groom G3 Candiru MS2 - - - - - - NA NA
Groom G3 Naldo MI1 1 1 2 3 1 4 0.1 0.1
Groom G3 Cuica MI2 - - - - - NA NA
Spatial G4 Dende MA - - - - - - 1.03 0.35
Spatial G4 Teresa FA1 - - - - - - 1.11 0.37
Spatial G4 Lolo FA2 - - - - - - 1.35 0.45
Spatial G4  85% Cacau  MS - - - - - - 1.07 0.36
Spatial G4 Tie MI1 - - - - - - 1.47 0.48
Spatial G4 Manu MI2 - - - - - - 1.24 0.41
Spatial G3  Guapuruvu MA - - - - - - 1.65 0.46
Spatial G3 Reco-Reco  FAl - - - - - - 0.88 0.26
Spatial G3 Tenia FA2 - - - - - - 1.21 0.35
Spatial G3 Quimera MS1 - - - - - - 1.2 0.34
Spatial G3 Candiru MS2 - - - - - - 1.4 0.41
Spatial G3 Naldo MI1 - - - - - - 1.42 0.41
Spatial G3 Cuica MI2 - - - - - - 1.29 0.39

Grau de entrada (GE), grau de saida (GS) e grau médio (G) ndo-ponderados, além dos graus de entrada,

saida e médio ponderados (GEP, GSP e GP, respectivamente), a forca e a centralidade.

Uma vez que a taxa de catagcdo foi muito alta para o G4, uma analise mais refinada

serd feita para este grupo. As fémeas apresentaram os maiores valores de forca e

centralidade, seguido pelo MA, MS e os imaturos. Individuos especificos (FA2) foram

responsaveis pelas altas taxas de saida, porém ndo necessariamente de entrada, e estes

individuos nao sao necessariamente os dominantes, ¢ nem direcionam suas catagdoes aos

dominantes ou seus filhotes.
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Figura 2: Redes direcionadas de catagdo para cada um dos grupos de bugios-ruivos (dlouatta clamitans).
A: individuos envolvidos na catacdo do grupo 3, no qual ndo participaram dois individuos; B: individuos

do grupo 4, onde todos os individuos engajaram-se em sessdes de catacao.

Associacdo Espacial: As medidas individuais de forca e de centralidade estdo dispostas

na tabela 3. Assim como os valores individuais da rede de catacao, a forga e a centralidade
dos individuos foram diretamente correlacionadas (p<0,05). Contudo, os valores
apresentaram pouca variacdo € o padrdo nao foi consistente entre os grupos. Fémeas
poderiam ou ndo ter altos valores, machos dominantes apresentam os valores maximos
no G3, porém proximos aos valores minimos no G4. O tnico padrao recuperado para os

dois grupos foi o de os imaturos apresentarem altos valores.

Todos os individuos estiveram associados espacialmente a todos os membros em
algum momento, resultado em rede totalmente conectada (Figs. 3a e 3b), com diametro

1, sem formac¢do de modulos e graus médios similares (G3 com 6 e G4 com 5).

Os indices de associacao entre diades mostraram associagdes preferidas em ambos
os grupos. A preferéncia ocorreu entre todas as maes e suas respectivas crias, e entre FA2
e MA no G3 e entre MA e MS no G4. Com relacdo as associagdes evitadas, apenas no

G4 isso foi detectado, com MA-MI1 e FA1-MI2 como as diades evitadas.
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Figura 3: Rede de associagdo espacial para cada um dos grupos de bugios-ruivos (4louatta clamitans). A:
rede do grupo 3; B: rede do grupo 4. As arestas estdo proporcionais entre os grupos. As linhas indicam os

indices de associagdo espacial da diade em questao.

Andlise Conjunta

A diade que se associou consistentemente de maneira afiliativa (tanto
espacialmente quanto na rede de cata¢do) no G3 foram a FA2 e o MA. Ja para o grupo 4,
trés diades associaram-se preferencialmente, sendo elas MA e MS; e ambas as fémeas

adultas com seus respectivos filhotes.

A ANOVA encontrou diferengas nos valores de forca relacionados as categorias
comportamentais (catagdo e espacial), mas ndo na centralidade e nem nos graus. Portanto,
a forca serd analisada separadamente por comportamento. As analises de GLM mostraram
que a variacao nos graus (entrada, saida e médios, ponderados e nao-ponderados) foi
explicada principalmente pelo sexo. Apenas o grau de saida ndo-ponderado teve efeito da
idade (imaturo). O grupo também explicou parte da variagdo nos graus (p<0,05). Esses
efeitos ndo foram significativos quando analisados de maneira interativa (p>0,5). Ja a
for¢a pelo GLM mostrou que apenas o sexo foi explicativo para a variacao de todas as
categoriais comportamentais. Portanto, o padrao mais consistentemente recuperado foi a

influéncia do sexo.
Mudancas Demogrdficas

Conforme dito acima, o G3 apresentou composicao do grupo variavel ao longo de
cada més e a informagao aqui destacada ¢ a de imigragao de uma fémea adulta. Entre

novembro de 2017 e janeiro de 2018, uma fémea visitante foi perseguida inimeras vezes
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pela fémea residente, culminando com copulas frequentes com o macho dominante em
janeiro de 2018 e consequente imigra¢ao para o grupo em margo do mesmo ano. Ao longo
deste processo, a rede de associacoes espaciais gradualmente se amplia (Fig. 4). Apds sua
imigracao, ela mantém interagdes apenas com os individuos adultos, embora os valores
de centralidade desta fémea permanecessem muito baixos. Duas catagdes foram
registradas entre ambas as fémeas (imigrante e residente), embora demonstragdes
agressivas originadas da fémea residente e direcionadas para a fémea imigrante

continuassem sendo registradas mesmo ap6s a imigragao.

Candiru

Reco-Reco

. .
< lenia
Guapuruvu

Reco-Reco

Figura 4: Redes de associagdo espacial do grupo 3 evidenciando a ampliagdo da fémea visitante ao longo
do tempo. A: padrdo em dezembro de 2017; B: padrao até fevereiro de 2018; e C: padrdo em margo de

2018. Note a restricao da relacdo da fémea imigrante (Ténia) para apenas os individuos adultos em C.

DISCUSSAO

Tamanho e Composi¢cao de Grupo

Ambos os parametros foram relativamente constantes para os grupos do PECB. Os
individuos que desapareciam eram substituidos pelo nascimento de filhotes ou imigragao
de novos membros, de forma que a conformagdo 1MA:2MA e um total de 6 individuos
fosse mantida. Outros estudos realizados com essa espécie mostram pouca variagdo no
tamanho do grupo, de 3 até 11, com média de 6,7 (ver revisao de FORTES et al.,, 2015 ¢
FERREGUETTI et al., 2020), mesmo em populacdes que vivem em ilhas, como o caso
de Ilha Grande, RJ (FERREGUETTI et al., 2020) ¢ Ilha do Cardoso, SP INGBERMAN
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et al.,2009). Contudo, ressalta-se a quase auséncia de variacdo nos grupos do PECB, pois
um grupo com 7 individuos foi avistado apenas uma vez e esse tamanho nio se manteve

por muito tempo.

A constancia na composi¢cdo entre os diversos grupos € momentos nao ¢ algo
comumente relatado na literatura, pois € considerado que os grupos de 4. clamitans possa
incluir 1 a 2 machos adultos e duas a trés fémeas adultas, e a variagdo pode ocorrer em
momentos distintos da historia do grupo (STEINMETZ, 2000; MIRANDA et al., 2004;
MIRANDA & PASSOS, 2005; MIRANDA et al., 2006; BICCA-MARQUES et al., 2008;
FERREGUETTI et al., 2020). No trabalho de STEINMETZ (2000) com a mesma espécie
e no mesmo continuo florestal (Parque Intervales), a composi¢do de um grupo
acompanhado por um ano consistia em 2MA:1FA, sendo os demais membros do grupo,
todos machos. Portanto, ainda que consistam no mesmo continuo, a composi¢ao dos
grupos foi diferente. J4 no caso dos bugios de Ilha Grande (RJ) dos nove grupos
identificados, apenas um apresentou dois machos adultos, embora os grupos pudessem
apresentar 2 ou 3 FA (FERREGUETTI ef al., 2020). Ademais, a literatura nao aponta
para uma relagdo entre o tamanho do grupo e o tamanho do fragmento, visto que mesmo
em um fragmento de grande tamanho como o PECB, os grupos apresentaram tamanhos e

composicdes quase constantes (e.g. STEINMETZ, 2000).

O tamanho de grupo entre primatas sempre recebeu bastante atengdo dos
pesquisadores (CLUTTON-BROCK & HARVEY, 1977; JANSON & GOLDSMITH,
1995; SNAITH & CHAPMAN, 2007 apenas para citar alguns). Dentre as diversas
pesquisas realizadas sobre o tema, ressaltam-se os beneficios — geralmente associados a
protecdo contra predadores — e maleficios — onde se enumeram os custos da competi¢do
por comida — da vida em grupo. Cada espécie e populacdo tem tamanhos 6timos e tais
tamanhos refletem dieta, locomo¢dao e habitat (ALEXANDER, 1974; CLUTTON-
BROCK & HARVEY, 1977), especialmente a competi¢dao por comida (WRANGHAM,
1980), sendo esse o maior custo da vida em grupo. Portanto, animais com baixa
competi¢do intragrupo poderiam conviver em grupos grandes, como € o caso de animais
folivoros. Estes sdo comumente categorizados como espécies que competem pouco ja que
as folhas sdo abundantes no ambiente (SNAITH & CHAPMAN, 2007). Caso isso fosse
absolutamente verdade, animais folivoros apresentariam grupos maiores, 0 que nao
acontece. Primatas folivoros vivem em grupos pequenos se comparados aos

cercopitecideos africanos, como os babuinos Papio spp., com seus grupos de mais de 100
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individuos (SHARMAN & DUNBAR, 1982). Esse “paradoxo”, como tem sido chamado,
pode ser justificado pelo risco de infanticidio. CROCKETT & JANSON (2000), em seu
estudo com Alouatta juara, detectaram que um grupo maior causava mais confusao pela
paternidade e menor propensao dos machos em defender a prole. Essa hipotese talvez
explique, a0 menos parcialmente, o porqué de em nenhum dos grupos do PECB ter sido
observado mais machos adultos, embora infanticidio ainda ocorra em espécies que vivem
em grupos grandes (ENGH et al., 2006). Contudo, ¢ possivel perceber que este ¢ um

topico ainda longe de ser concluido.
Auséncia de Fémeas Jovens

Foi observada imigragdo tanto de individuos machos quanto de fémeas entre os
grupos do PECB. Ainda assim, um ponto que sobressaiu em ambos os trabalhos, o
presente e o de STEINMETZ (2000), foi a auséncia de fémeas filhotes e jovens, apesar
de a razdo sexual de individuos adultos ter sido desviada para as fémeas. Um trabalho
recente analisou a razdo sexual dos filhotes em varias espécies de bugios (DIAS et al,
2020). A razao sexual foi ligeiramente desviada para machos em varias espécies (exceto
Alouatta seniculus), embora estatisticamente a razao tenha tendido a uniformidade 1:1.
De acordo com a modelagem dos autores, fémeas tenderdo a produzir mais filhotes
machos quando as densidades populacionais forem altas. No caso do PECB, a densidade

populacional parece ser baixa, o que vai de encontro a tal explicacao.

Ja o trabalho de TREVES (2001), também com varias espécies de bugio, porém
individuos adultos, mostrou que o sucesso reprodutivo das fémeas aumenta quando a
razao sexual dos adultos ¢ desviada para os machos. O autor também verificou que a
presenga de machos aumenta as chances de sobrevivéncia dos filhotes (VAN SCHAIK &
HOSTERMANN, 1994; CROCKETT & JANSON, 2000). A diferenga com relagdo a
estes trabalhos € que, no presente estudo, havia apenas um macho adulto e reprodutivo,
apesar de os demais membros também serem machos, porém imaturos. Em um dado
momento, um dos machos subadultos (um em cada grupo) entrou na categoria adulto,
sobrepondo sua presenga com o macho mais velho e dominante. Esse macho recém-
entrado na fase adulta desapareceu alguns meses depois. Portanto, esse desvio sexual para
os machos ndo se refletiu em grupos com maior propor¢do de machos adultos, o que

contrapde com as questdes levantadas nos trabalhos anteriores.

A preponderancia de machos juvenis e adultos foi observada em outras espécies

(e.g. Alouatta caraya, RUMIZ, 1990; e A. seniculus, RUDRAN & FERNANDEZ-
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DUQUIE, 2003). De acordo com RUMIZ (1990), o motivo pelo qual se observa mais
machos que fémeas nos grupos ¢ que fémeas maturam mais rapidamente e ha maiores
chances de deixarem seu grupo natal antes dos machos. Ainda que essa hipotese possa
explicar o padrao, ndo justifica a auséncia completa de recém-nascidos fémeas. Portanto,
outra hipotese levantada é com relacdo a sobrevivéncia diferencial entre sexos e, por que
ndo, a hipdtese do filho sexy, onde fémeas com boas condi¢des fisicas tém maiores
chances de produzir filhotes machos (WEATHERHEAD & ROBERTSON, 1979), onde
se assume, entdo, que o PECB proveria excelentes condigdes as maes e estas produziriam

mais filhotes machos.

Em consonancia com essa hipotese, estd a andlise de DIAS et al. (2020) citada
acima, que aponta para altas densidades populacionais, atingindo a capacidade de suporte
do ambiente, como mecanismo regulador da razao sexual desviada para o nascimento de
filhotes machos. Os autores ressaltam que a condi¢do fisica das maes pode sim alterar o
investimento diferenciado entre sexos. Esse ¢ um dado extremamente interessante, porém
demanda que uma mesma populacdo seja acompanhada por diversos anos para se

entender os mecanismos reguladores da razao sexual.
Rede de Catacao

Nessa categoria comportamental, individuos imaturos engajaram-se menos nessa
atividade (cataram e foram catados menos frequentemente). Afora isso, os grupos de
bugios do PECB cataram-se com frequéncia similar ao relatado por outros trabalhos
(Tabela 1). Contudo, novamente houve grande variacao entre os dois grupos estudados.
Enquanto o G3 apresentou baixas taxas — apesar de similares a outras espécies, como A.
palliata —, o G4 apresentou uma das taxas mais altas registradas para o género. As
diferencas descritas para A. palliata foram relacionadas a falta de coesdo dos grupos, o
que pode valer para o G3 (BERNSTEIN, 1964; RICHARD, 1970; SMITH, 1977; JONES,
1979). Nesse grupo, a baixa coesdo pode ser interpretada como a variagdo na composi¢ao

do grupo, seus baixos valores de catacdo e valores mais baixos de associacdo espacial.

No caso do presente estudo, apenas individuos adultos e subadultos engajaram-se
nessa atividade. Para outras espécies do género Alouatta, individuos jovens também
foram observados catando coespecificos. Ja os machos — dominantes ou ndo —, raramente
cataram outros individuos (STEINMETZ, 2000; SANCHEZ-VILLAGRA et al., 1998).
Nesses estudos, nas raras vezes em que os machos adultos aderiram a catagdo, fémeas

ciclantes foram as principais receptoras (VAN BELLE & BICCA-MARQUES, 2015).
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Entretanto, ndo foi possivel definir se as fémeas envolvidas no presente trabalho estavam
ciclando ou ndo. Além disso, a catacdo, embora envolvesse frequentemente diades
heterossexuais, ndo estava necessariamente associada ao contexto sexual (i.e. nao foram
sucedidas ou precedidas por copula) e, portanto, nao foi um indicador de solicitagao

sexual por nenhuma das partes (VAN BELLE & BICCA-MARQUES, 2015).

A diversidade de organizagdes sociais dos primatas também se expressa em uma
diversidade de métricas de redes sociais, o que torna dificil uma comparagdo entre
espécies (KASPER & VOELKL, 2009). Todavia, a categorizacao numérica, provida pela
analise de redes sociais, permite que essa comparagdo seja possivel. Estudos que
incluiram a cata¢do na analise de redes sociais mostraram métricas bem mais altas que as
observadas no presente estudo. Por exemplo, em um estudo com individuos de Macaca
fuscata provisionados, as métricas (ex. o diametro, o coeficiente de clustering etc) foram
mais altas (ROMANO et al, 2016). Esses indices, entretanto, ndo surpreendem na
diferenga, visto que ambas as espécies variam amplamente em diversos aspectos, em
particular na catagcdo. A catagdo ¢ uma interagdo comum entre primatas antropoides,

porém mais rara em primatas Neotropicais (DUNKEL, 2019).

Fémeas adultas foram as mais “catadoras” e tal padrdo ja havia sido corroborado
por CHIARELLO (1995) e SANCHEZ-VILLAGRA et al. (1998), e aparentemente ¢
ubiquo aos primatas (SADE, 1965; STRUHSAKER, 1967, NEVILLE, 1972;
SEYFARTH, 1977, 1980; AHUMADA, 1992). Em espécies em que fémeas ndo-
aparentadas coexistem em um grupo, como os gorilas € macacos japoneses, a preferéncia
entre individuos para sessdes de catacdo sdo entre animais familiares entre si
(HARCOURT, 1979; MUROYAMA, 1991). Tal padrao pode ser verdadeiro para os
bugios, visto que a migragcdo bissexual do género se reflete em um parentesco e
familiaridade reduzidos entre individuos adultos. No caso do presente estudo, fémeas
direcionam catagdes mais frequentemente a outras fémeas, enquanto machos poderiam
ou nao dirigir seus comportamentos afiliativos a fémeas com igual frequéncia, o que esta
de acordo com alguns estudos anteriores (MILTON et al., 2016), porém diverge de outros
(CHIARELLO, 1995). O conhecimento sobre a familiaridade ¢ limitado ja que so ¢
possivel saber se os individuos estavam juntos ou ndo ao inicio do estudo. Com relacio
ao parentesco, este ndo foi analisado, embora ndo haja indicios de que os individuos
adultos sejam aparentados e, de acordo com outros trabalhos, o parentesco ndo ¢ um

preditor de interagdo em Alouatta (MILTON et al., 2016).
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As métricas individuais do presente trabalho apresentaram valores conflituosos. Por
exemplo, uma tnica fémea (G4 FA 2) foi a maior responsavel pelas cata¢des, enquanto o
macho adulto do G3 foi o segundo maior. Enquanto o macho pode ter interesse em manter
relagdes estreitas com outras fémeas, confirmada pela direcao de suas catacdes, a intencao
da fémea ¢ tida como menos clara. Dentre os modelos propostos por SEYFARTH (1977)
para explicar por que fémeas eram as principais catadoras, estdo incluidas mudangas no
estado reprodutivo. Ademais, fémeas com recém-nascido recebem mais catagdo (atragao
natal, GLANDER; 1974; MACK, 1979). Novamente, o status reprodutivo permanece
desconhecido para as fémeas em questdo, e praticamente todas elas estavam com crias,
agindo tanto como catadoras e quando alvos da catacdo. Portanto, ndo se pode descartar
a possibilidade de atracdo natal. Além disso, diferencas individuais em niveis de catagao
foi também exposto no estudo de SANCHEZ-VILLAGRA et al. (1998).

CHIARELLO (1995) ressalta que fémeas sdo subordinadas aos machos e, em geral,
dominantes s3o mais atraentes para catagdo. O autor também discorre sobre o fato de que
as fémeas cataram com frequéncia apos situagdes agonisticas, o que poderia ser
interpretado como uma resolugdo de conflitos. De acordo com os presentes resultados,
esse padrao ndo procede, ja que as fémeas cataram mais frequentemente outras fémeas
(que sdo supostamente subordinadas aos machos adultos). Ademais, as fémeas foram as
que mais iniciaram catagdes, € maiores taxas de catacdo estavam presentes no grupo mais
afiliativo. Tal padrao converge com os achados em A. palliata, em que os dominantes
catam individuos de menor status hierarquico (JONES, 1979). Os padrdes de catagao

requerem mais estudos para se entender as direcionalidades.
Associacdo Espacial

Assim como as redes de catagdo, a associacdo espacial também apresentou
resultados divergentes, com o Uinico padrao recorrente o de valores altos para os imaturos.
No caso dos bugios, os machos sdo designados centrais, e raramente sdo chamados de
“dominantes”. Entretanto a centralidade dos machos adultos ndo foi recuperada pela
analise de redes da associagdo espacial. WHITEHEAD (2008) explica que a forca de
centralidade (aqui chamada de grau de centralidade) estd intimamente associada ao
tamanho do grupo. No caso dos grupos do PECB, o fato de serem reduzidos (maximo de
7 individuos) pode limitar a diferenca dos valores observada entre os individuos. Portanto,
o reduzido tamanho dos grupos pode impedir a categorizacdo de machos dominantes

como “centrais” a partir dos valores de centralidade.
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E interessante perceber que, espacialmente, o grupo mais instavel apresentou os
maiores valores de associacdo e for¢ca. Além disso, apenas para a fémea sem filhote (FA
2 do G3) ¢ que houve maior associagdo entre ela e 0 MA. No caso do G4, onde ambas as
fémeas apresentaram filhotes dependentes, o MA apresentou maiores valores de
associacdo ao MS. Pode-se especular que quando as fémeas estdo com filhotes, essa ¢ a
associacdo mais forte. Entretanto, na auséncia de filhotes, as FA podem associar-se aos
MA, ou com MS (na auséncia de fémeas disponiveis). Portanto, os presentes resultados
corroboram o estudo de MILTON et al. (2016), em que os autores encontraram que o

sexo explicou melhor os padrdes de interacdo social e espacial.

Além dos valores de associa¢ao mais altos entre maes e seus filhotes, esses mesmos
individuos imaturos apresentaram altos valores de forca e centralidade, além dos valores
elevados de associacao entre os imaturos e os demais membros do grupo (particularmente
para o G4). Esse posicionamento espacial pode estar relacionado a uma prote¢ao do grupo
ou, a0 menos, protecio por parte da mie (ARROYO-RODRIGUEZ et al, 2007;
TOLENTINO et al., 2008).

O posicionamento espacial entre individuos de um grupo pode ser relevante para a
transmissdo de informagdes ecoldgicas fundamentais para a sobrevivéncia como a
vigilancia, a coordenagdo de grupo e também a alimentagio (RAMOS-FERNANDEZ et
al., 2006). No estudo com Alouatta palliata, uma espécie que apresenta um grande
tamanho de grupo, onde fissdes e fusdes sdo comuns. o sexo também foi fator
determinante de formagao de subgrupos (BEZANSON et al., 2008). Esse estudo também
detectou associacdes preferidas, como por exemplo fémeas e alguns machos, como
também foi observado no presente trabalho. Portanto, afora a associacdo entre maes e
seus filhotes, associagdes heterossexuais entre individuos adultos parecem ser a segunda
conformagdo preferida. Esse padrdo esta em sintonia com o levantado por BEZANSON
e colaboradores (2008), onde machos parecem preferir associar-se a potenciais parceiras
sexuais e fémeas agrupam-se com suas proles, ou outras fémeas adultas, focando no

forrageio e sobrevivéncia dos filhotes.
Padroes de Interacao e Associacdo Combinados

Os padrdes de interagdo social e associacdo espacial foram complexos e bastante
distintos entre os grupos. Os atributos individuais (sexo e idade) ndo influenciaram
consistentemente em como os individuos se associaram a outros em nenhum grupo € em

nenhuma rede. Os dados mostram alguns poucos padrdes gerais e diversos padroes
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especificos. Por exemplo, o tnico padrao consistente foi a associagdo espacial preferida
entre maes e filhotes, porém ndo necessariamente associagdo preferida na rede de catagao.
Portanto, boa parte da variagao pode ser explicada pelo sexo, embora maes e seus filhotes
apresentaram-se como associagdes preferidas. Ademais, vale ressaltar que todas as
fémeas eram adultas e seus filhotes, machos. Portanto, a influéncia da maternidade pode
estar ofuscando os padrdes de interacdo entre machos e fémeas. Adultos e subadultos
envolveram-se mais nas interagdes, ao passo que os padroes de associacao espacial
mostraram maior efeito da maternidade, enquanto o status hierarquico dos machos adultos
também nao ditou os padrdes de associagdo espacial e afiliativos. Aparentemente, hd uma

setorizagdo entre atividades e entre individuos.

No caso dos grupos do presente estudo, o G3 apresentou menores taxas de catagdo
e maior forca de associagdo espacial, se comparado ao G4. Além disso, o territério do G3
¢ metade do tamanho do G4. Portanto, contrario ao que JONES (1980) havia identificado,
a distancia reduzida entre individuos do G3 nao facilitou interagdes. Adicionando-se a
1sso estd a instabilidade da composicao do grupo e a influéncia antropica/efeito de borda
ao qual o G3 esta sujeito. Os grupos de bugios-ruivos sdo demasiado pequenos, de modo
que com frequéncia as fémeas do grupo estdo com filhotes, ao passo que filhotes mais

velhos possivelmente ja migraram, ou migrardo em breve.

CONCLUSOES

A relacdo mae-filhote foi a principal for¢a preditora dos padrdes de associagdo
espacial, seguido pelo sexo, o que contradiz as expectativas. As fémeas foram as
principais catadoras, porém os padrdes de emissdo e recep¢dao ndo foram claros. Tal
realidade possivelmente deve-se ao fato de que as maiores taxas de catagdo sao
provenientes de um unico individuo, o que pode indicar personalidades distintas entre os
animais. Finalmente, a associacdo espacial demonstrou que todos os individuos
permaneceram proximos, raramente estavam sozinhos e os machos adultos, geralmente
designados de “centrais”, nao foram espacialmente centrais. Contudo, eles apresentam
acesso prioritario a recursos alimentares e oportunidades de acasalamento. Os imaturos
apresentaram os maiores valores de associagdo diadica, o que pode indicar uma iniciativa
(in)consciente do grupo de manter sempre um individuo préximo aos imaturos como uma
forma de prote¢ao. Devido a grande variabilidade entre os grupos do presente trabalho, ¢
necessario mais estudos e mais réplicas para se entender os padrdes de interagdes sociais

em bugios-ruivos.
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CAPITULO III
ANALISANDO DIFERENCAS INDIVIDUAIS NO CUIDADO
MATERNO: PODEMOS APLICAR AS CATEGORIAS DE
CATARRHINI EM BUGIOS-RUIVOS (Alouatta clamitans)?
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RESUMO

O cuidado materno dos mamiferos compreende um conjunto de comportamentos vital
para o desenvolvimento dos filhotes. Contudo, apesar de sua importancia, hd drasticas
diferencas individuais intraespecificas. Entre os primatas Catarrhini, a variagao individual
no cuidado materno ¢ classificada de acordo com um gradiente, sendo um extremo
“rejeitador” e o outro “protetor”. Visto que tal categorizagdo depende da observagao
frequente de interagcdes e que esses grupos interagem mais do que outras populagdes, o
objetivo do presente trabalho ¢ investigar a adequagao das categoriais de estilo materno
a uma espécie de primata Neotropical que pouco interage, o bugio-ruivo (4louatta
clamitans). Também se comparou outras fontes de informag¢do comportamental para
deteccao de variagdo individual. Quatro diades foram acompanhadas assiduamente por
um ano (2018), onde se coletaram dados comportamentais pelo método de animal focal
para analise do estilo materno, varredura para célculo da associacdo espacial e indice de
Hinde. A maioria das categorias foi extremamente rara e apenas o tempo em contato fisico
foi altamente variavel entre as fémeas, sendo esta a unica variavel significativa. Apesar
disso, os indices de associagdo espacial foram iguais entre as maes, assim como a analise
do estilo materno ndo foi capaz de detectar diferencas individuais. A categoria mais
adequada para deteccao de diferencas individuais no cuidado materno em bugios ¢ o
percentual em contato com o filhote, analisado a partir do focal, um padrao recorrente
para a familia Atelidae. Como dire¢des futuras, sugere-se o estudo das consequéncias
para a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos filhotes, além dos possiveis efeitos de

hormonios proteicos nas maes e os diferentes padrdes individuais.

Palavras-chave: Cuidado parental; estilo materno; personalidade; associa¢do espacial;

interagdo mae-filhote
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INTRODUCAO

Diferencas individuais consistentes no comportamento tém recebido atengdo dos
pesquisadores hd mais de 20 anos, quando se documentaram “personalidades” em
mamiferos, aves, lagartos, sapos, peixes, moluscos e artropodes (GOSLING, 2001). O
termo personalidade, entretanto, ainda ¢ utilizado com cautela por alguns pesquisadores,
que preferem chamar de temperamento (REALE et al, 2007) ou de “sindromes
comportamentais” (SIH et al., 2003). Sindromes comportamentais sdo definidas como
um conjunto de comportamentos correlacionados, porém o nivel analisado ndo ¢
necessariamente um individuo, podendo ser designado para um grupo, populacao ou

espécie.

O estudo das variagdes individuais mostra que os comportamentos nao sao
infinitamente plasticos, tampouco engessados. Determinados comportamentos, sejam
eles designados sindromes, personalidades ou estereotipias, podem alterar a trajetoria de
um individuo em um determinado contexto. Apesar da importancia do cuidado materno
para os mamiferos, o comportamento ndo ¢ inalteravel e existe ampla variacdo
intraespecifica, com diferentes fémeas apresentando variagdes individuais. Por exemplo,
trabalhos tradicionais demonstraram que maes primiparas tendiam a fornecer um cuidado
materno menos adequado do que maes multiparas (ver trabalho de SEAY, 1966 ¢ as
referéncias ali inclusas). Maes também podem ajustar seu cuidado materno dependendo
do sexo da prole (ALLEVA et al., 1989; HINDE, 2009), posicao hierarquica (LEE, 1984;
ALTMANN & SAMUELS, 1992), ou at¢ mesmo ordem de nascimento (JACOBS &
MOSS, 1976).

Especificamente no que tange o cuidado materno, diferengas individuais
geralmente resultam em distintas trajetorias de vida do filhote. No caso do iconico estudo
de BARDI & HUFFMAN (2002), filhotes de maes rejeitadoras iniciam contato mais
frequentemente com outros membros do grupo, embora também chorassem mais que
filhotes de maes protetoras mesmo em idade avancada. Os efeitos no desenvolvimento
dos filhotes podem ser duradouros, como no caso dos chimpanzés e bonobos (DE
LATHOUWERS & VAN ELSACKER, 2004), ou aparentemente breve, como no caso
dos Macaca (BARDI & HUFFMAN, 2002).

Algumas personalidades podem ser herdaveis e apresentarem consequéncias para a

sobrevivéncia do individuo (e.g. SZYF et al., 2008). Porém, as alteragdes no programa
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epigenético estdo limitadas ao periodo inicial pos-natal (MEANEY & SZUF, 2005).
Apesar de um periodo restrito, as influéncias podem ser duradouras. Em um estudo com
ratos de laboratorio, maes mais “cuidadoras” (high lick-groom) alteraram a expressao dos
receptores de glicocorticoides, de modo que seus filhotes eram menos reativos a agao do

cortisol e, portanto, mais tranquilos, se comparados aos filhotes das ratas menos

cuidadoras (low lick-groom) (MOORE, 2017).

Diferencas individuais podem ter implicagdes amplas, como a nivel populacional.
Em geral, filhotes de maes rejeitadoras tornam-se independentes mais cedo e sdo mais
engenhosos e “empreendedores”, iniciando contato e mantendo-se proximos a outros
individuos. Em outras palavras, sdo mais sociais. Por outro lado, esses mesmos filhotes
podem ser mais petulantes, ansiosos ¢ estressados, € uma mae altamente rejeitadora pode
resultar em um cuidado materno inadequado, levando o filhote & morte (ver revisao de
FAIRBANKS, 1996). J4 os filhotes de maes protetoras sdo cautelosos com relagdo a
novidades e situacdes desafiadoras, desenvolvendo-se mais lentamente e mantendo-se
proximos as maes até idade tardia, porém vivos. Em determinados contextos, como reagao
a predadores, filhotes ousados ou cautelosos podem ter sua benesse, de modo que haja
compensagoes (frade-offs) em um ou em outro (SIH et al,, 2003). O entendimento da
influéncia que o cuidado materno pode ter na histéria de vida dos filhotes mostra
profundas consequéncias populacionais, haja vista que determinados comportamentos

maternos podem atuar na sobrevivéncia dos individuos.

O termo “estilo materno” tem sido, entdo, utilizado para descrever o padrao de
cuidado materno que seja consistente ao longo do tempo e entre filhotes de uma mesma
fémea (FAIRBANKS, 1989; BERMAN, 1990). O termo abrange dois extremos
categorizados como “protetora” e “rejeitadora”, e um padrao intermediario chamado
“laissez-faire” (FAIRBANKS, 1996). Maes protetoras mantém contato de maior duragao
com os filhotes, restringem seus movimentos com maior frequéncia e, quando afastados,
ficam de vigilia durante mais tempo. Em contrapartida, maes rejeitadoras interrompem e
impedem contato mais frequentemente, e também permanecem distantes de seus filhotes
por mais tempo. Entre esses extremos, as maes “/aissez-faire” sdo mais tolerantes ao
contato, mas ndo restringem o movimento dos filhotes tanto quanto as maes protetoras

(ALTMANN, 1980; FAIRBANKS & MCGUIRE, 1988; MAESTRIPIERI, 1994).

Animais com longos periodos de cuidado materno sao excelentes modelos para esse

tipo de estudo, como os elefantes Loxodonta africana (LEE & MOSS 1986) e cetaceos
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Tursiops sp. (HILL et al. 2007). Os primatas apresentam ndo apenas extenso periodo de
cuidado, mas também rico repertorio comportamental e, em geral, mais intuitivamente
interpretados, de modo que o cuidado materno tenha sido estudado em diversos géneros
(FAIRBANKS & MCGUIRE, 1988; BERMAN, 1990; MAESTRIPIERI, 2001; DE
LATHOUWERS & VAN ELSACKER, 2004). Os comportamentos categorizados para
os primatas Catarrhini (PC) sdo refinados e complexos. FAIRBANKS (1996) e BARDI
& HUFFMAN (2002), por exemplo, descrevem cerca de oito categorias de interagdes
mae-filhote em Catarrhini cercopithecideos. Contudo, os primatas Platyrrhini (PP)
diferem com relagdo as interagdes sociais. Tomemos como exemplo um comportamento
classico, a catacdo. Os PP catam-se menos (em algumas espécies sequer € registrada), ao

passo que as sessoes de catacao do PC podem durar horas (DUNKEL, 2019).

Entre os PP, o cuidado materno foi estudado em poucas espécies, geralmente
individuos cativos de Callithrix jacchus (SAITO & NAKAMURA, 2011; TAYLOR &
FRENCH, 2015). A andlise do cuidado inclui, fundamentalmente, a duracdo ¢ a
frequéncia do transporte e da amamentagao (FRAGASZY et al., 1991; VAN ELSACKER
et al., 1992; ROSS et al., 2010). A proximidade espacial também tem sido um aspecto
relevante no estudo de interagdes entre maes e filhotes de PP (e.g. SEKULIC, 1983;
MILTON et al., 2016). Contudo, até 0 momento nao ha trabalhos que tenham aplicado as
categoriais tradicionais de FAIRBANKS (1996), propostas para PC, as espécies de PP.

Os bugios (género Alouatta) sdo notdrios por sua natureza letargica e algumas
espécies, como A. pigra, podem passar até 80% de seu tempo descansando e apresentam
baixas taxas de interagcdo (HORWICH et al., 1993), de modo que o tempo destinado para
interagdes social seja restrito. E possivel, portanto, que isso explique o porqué de poucos
trabalhos terem analisado o cuidado materno esmiugadamente para o género. Um desses
trabalhos apresentou uma abordagem engenhosa para contornar as baixas taxas de
interacdo, utilizando a vigilancia materna pelo olhar (TREVES et al. 2003), enquanto
outros utilizaram a abordagem da associac¢ao espacial, como dito acima (e.g. MILTON et
al., 2016). Nenhum dos trabalhos encontrou — ou avaliou — diferencas individuais

consistentes entre maes.

O bugio-ruivo (4louatta guariba) ¢ uma espécie comum, distribuida por boa parte
do leste brasileiro (CORTES-ORTIZ et al., 2003). Ao longo dos tltimos trés anos, a
espécie se tornou uma das mais ameagadas do mundo por conta de uma severa redugao

nas populagdes apos um surto de febre amarela (BUSS et al, 2019), enfatizando a
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necessidade de se entender comportamentos essenciais para a manuten¢ao de populagdes
na natureza. O periodo de lactagdo e desenvolvimento sdo razoavelmente curtos para um
primata desse tamanho (6.5kg, ROBINSON & REDFORD, 1986), na qual as maes dao a
luz filhos tnicos apos uma gestao de cerca de seis meses, desmamando-os por volta dos
10-18 meses de idade (RAGUET-SCHOFIELD & PAVE, 2015). Durante as primeiras
semanas pés-natais, a mae carrega o filhote exclusivamente no ventre e ele raramente
interage com outros individuos. Com poucos meses de vida, os filhotes complementam
sua rede de interagcdes com outros membros do grupo (CLARKE et al., 1998; MIRANDA
et al., 2005; RAGUET-SCHOFIELD & PAVE, 2015). Estudos sobre comportamento e

variagdo no cuidado materno permanecem escassos para esta espécie.

Portanto, o objetivo do presente trabalho ¢ testar as categoriais tradicionalmente
descritas para os Catarrhini a um Platyrrhini de vida livre, o bugio-ruivo (4louatta
guariba). Também se comparou com indices de associagcdo espacial na expectativa de
entender qual o melhor preditor de variagdo individual para este primata que pouco
interagi, apesar de a populacao interagir mais que a média (SOBRAL, 2020). Nossos
resultados podem auxiliar no entendimento do cuidado materno e evidenciar as diferencas

das intera¢des sociais entre primatas Platyrrhini e Catarrhini.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual Carlos Botelho (PECB), Sao Paulo,
Brasil, um fragmento com cerca de 38.000 ha. O indice pluviométrico ¢ de 1.700mm a
2.400mm distribuidos em periodos de chuva bem definidos no verao (dezembro a margo),
alternando-se com periodos de menor pluviosidade no inverno, e temperatura variando
entre 4 (inverno) e 35°C (verdo). A altitude da regido variou entre 700 ¢ 850 m anm. A
vegetagdo ¢ composta por Floresta Ombrofila Denso-Montana e Sub-Montana,

majoritariamente primaria (PLANO DE MANEJO, 2015).
Grupos de Interesse

Na regido de estudo, ha seis grupos vizinhos de bugios, sendo que dois deles (G3 e
G4) foram acompanhados assiduamente entre novembro de 2017 e dezembro de 2018.
Os animais podem ser identificados individualmente por caracteristicas singulares, como

formato do rosto, marcas naturais, cicatrizes e despigmentagao. Cada grupo era composto
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por sete individuos, sendo dois deles fémeas adultas e seus filhotes dependentes. Além

dessa diade (mae e seu filhote), o parentesco entre os demais individuos ¢ desconhecido.
Coleta de Dados Comportamentais

Cada diade foi observada por cerca de nove horas por dia, durante cinco dias por
més (ca. 1.200h de contato, sendo 640h para o G3 e 570h para o G4). Dados
comportamentais consistiram em dois métodos distintos e excludentes, sendo eles o
animal focal e a varredura (ALTMANN, 1974).

A duragao de cada diade focal foi de 10 minutos gravados em video. As sessoes de
observagao foram distribuidas aleatoriamente entre 6h e 19h, concentradas durante os
periodos de descanso quando os animais interagiam mais, sendo esse um viés do estudo.

O or¢amento de atividades por hora esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Orcamento de atividade por hora nos dois grupos de bugios-ruivos (Alouatta clamitans)
conjuntamente. Um dia completo compreendeu a duragdo das 6 as 20h (verdo), porém um maior nimero

de observagoes ocorreu entre 7 ¢ 19h.

A gravagao acompanhou os individuos mesmo quando apenas um dos membros da
diade se encontrava no quadrante. A preferéncia era de manter a mae no quadrante,
embora isso nem sempre fosse possivel. Por vezes, o bloqueio da vegetacdo ou o
deslocamento dos animais impedia a observacao. Esse tempo foi considerado como “fora
de visdo” e desconsiderado do tempo total de 10 minutos do focal. O método animal focal
foi aplicado a todas as maes com filhotes dos grupos G3 e G4. Essas diades consistiram

na fémea Reco-Reco e seu filhote Cuica (diade RRC), que pertenciam ao G3; a mae Lolo
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e seu filhote Manu (LM) e a mae Teresa e seu filhote Tié€ (TTi), sendo esses membros do
G4. O total de horas de observagao para cada foi 217 horas para LM; 123 horas para RRC
e 183 horas para TTi.

Ja os dados para associagdo espacial consistiram em varredura instantanea a cada
20 minutos (scan sampling, ALTMANN, 1974), onde o vizinho mais proximo foi
registrado. As varreduras foram conduzidas em 40 dias distintos no G3 e 52 dias no G4,
com uma média de 95 varreduras por dia (minimo 4 ¢ maximo 190), totalizando 3.655
registros para o G3 e 3.659 para o G4. Todos os individuos apresentaram igual
probabilidade de serem observados durante as varreduras. Estes dados foram coletados
para as trés diades anteriores, assim como para a diade Reco-Reco e seu filhote mais

velho, Naldo (RRN), entre novembro de 2017 e dezembro de 2018.

Comportamento Materno

Seguindo-se os parametros de FAIRBANKS (1996) e BARDI & HUFFMAN (2002), as

seguintes categoriais comportamentais foram registradas no focal:

1) Tempo em contato fisico. Calculado pelo percentual de tempo em que a diade
passa em contato;

1) Contatos fisicos iniciados pela mae. Contagem de eventos;

1i1) Contatos fisicos rompidos pela mae. Contagem de eventos;

iv) Afastamentos realizados pela mae, aumentando a distancia entre a diade para
mais de Im. Contagem de eventos;

v) Aproximagoes realizadas pela mae, diminuindo a distancia da diade para
menos de 1m. Contagem de eventos;

vi) Tempo catando o filhote. Calculado pelo percentual de tempo em que a mae
passa catando o seu filhote;

vii) Restrigdo. Numero de tentativas do filhote de romper contato que foram
prevenidas pela mae;

viii) Rejei¢do. Numero de tentativas de contato do filhote que foram rejeitados pela

mae.
Adicionalmente, também foram incluidas as seguintes categorias:

ix) Agressao. Numero de comportamentos agressivos direcionados ao filhote (e

qual comportamento);
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X) Amistoso. Numero de comportamentos amistosos direcionados ao filhote (e
qual comportamento);

xi) Laténcia. Tempo de reagdo quando seu filhote se afasta mais de 1m.

Adequacdo das Categorias de Cuidado Materno

Com relagdo aos comportamentos analisados pela varredura, houve a necessidade
de adaptar as categorias propostas para Catarrhini. Para tanto, foram realizadas as

seguintes adequacoes:

Tempo em contato. Foi computado o tempo total de contato entre a diade estava
em contato fisico, mesmo que o contato fosse sutil, como apenas a ponta dos dedos
ou a cauda. Exemplos incluem contato cauda-cauda, filhote presos a mae pela

propria cauda ou em contato com a cauda da mae;
Contatos fisicos iniciados/interrompidos pela mae;

Tempo catando o filhote. Eventos de catacdo foram identificadas quando um
individuo (emissor) passava uma mao ou duas pela pelagem do receptor em

qualquer parte do corpo, podendo ser acompanhado ou nao pela boca;

Restricdo. Foi considerado como restricdo quando o filhote tentava se afastar,
porém a mae o impedia. O comportamento restritivo foi interpretado quando a
mae se curvava, enrolando o proprio corpo como uma bola e mantendo o filhote

na regido ventral, impedindo que o filhote se afastasse;

Rejeicdo. A rejeigdo podia ser sutil, como a mae se afastar do filhote enquanto
este tenta contato fisico. Outros comportamentos de rejei¢cao incluiram bloqueio
com os ombros, maos ou bragos quando o filhote tentava montar na mae ou acessar

o mamilo.

As categorias foram transformadas em frequéncia (comportamentos/segundo) para
cada sessdo de observacgdo. Entretanto, uma andlise preliminar mostrou que ndo apenas
havia muitos zeros (85% dos dados), mas também uma taxa extremamente baixa. Dessa
forma, decidiu-se agrupar as categoriais em ‘“negativo” (os itens iii, 1v, Vviil € iX) ou

“positivo” (itens ii, v, vii € X). As categoriais i e vi foram analisadas separadamente.
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Indice de Hinde

Também foi calculado o indice de proximidade de HINDE & ATKINSON (1970),

que informa qual dos individuos de uma diade ¢ responsavel por manter a proximidade,

. , ApA LA o T
calculada pela seguinte formula: APAZA ~ ot sendo ApA a aproximagao do individuo

A ao individuo B, ApB a aproximagdo de B ao individuo A, LA4 o afastamento de A em
relacdo a B, e LB o afastamento de B em relagdo a A. O valor positivo significa que A ¢
responsavel por manter a proximidade, ao passo que valor negativo indica B como o
responsavel. E importante ressaltar que o sinal negativo demonstra apenas a
responsabilidade de manutencao de proximidade e que, quanto mais afastado de zero,

mais alto o indice. O indice de Hinde foi calculado para as diades RRC, LM e TTi.

Associacdo Espacial

Para espécies que interagem pouco, as relacdes entre individuos sdo mais bem
expressas por indices de associagdo, em oposi¢ao a medidas de interacdo. A analise de
redes sociais (ARS) mede diretamente a relagdo entre membros de um grupo, sendo uma
forma refinada de entender a dindmica social dentro do mesmo. Tal andlise ¢
particularmente importante, sendo por vezes uma das Unicas formas de se analisar a
natureza e a intensidade dos lagos sociais (CROCKETT & EISENBERG, 1987). Nesse
sentido, os dados de associagcdo espacial foram analisados no programa SOCPROG
(WHITEHEAD, 2008). O indice de associag¢do simples (simple ratio) foi utilizado em
uma matriz de associagdo simétrica.

Para testar a acuracia dos resultados, foi gerada uma segunda matriz de associagao.
Para que os valores sejam considerados precisos, os valores alcangados pelo Bootstrap
devem ser < 0,005. O indice de associacdo espacial foi calculado para as quatro diades

(RRC, RRN, LM e TTi).

Anadlise Estatistica

Os indices de associacao espacial, as taxas de comportamentos negativos e as taxas
de comportamentos positivos foram testados para normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, onde apenas a associacdo espacial apresentou distribui¢do normal. Para detec¢do

de diferengas individuais, cada mae foi considerada como um grupo e diferenga entre elas
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foram feitas pela ANOVA seguida do teste Tukey. Ja as taxas comportamentais foram
testadas pelo teste pareado de Wilcoxon. Uma vez que a idade do filhote pode ser um
fator influenciador do comportamento materno (e.g. ALTMANN, 1980), também foi
levada em consideragdo a idade do filhote. O limiar de significancia foi de p=0.05.
Devido a quantidade de comportamentos analisados, as categorias
comportamentais foram analisadas conjuntamente pela Andlise de Componentes
Principais (PCA) com base em uma matriz de correlacio (BARDI & HUFFMAN, 2002).
Para a PCA, foi removida a categoria “tempo em contato fisico” por ser a categoria mais
frequente e mais varidvel entre as observagdes, enquanto as demais observacdes eram
quase sempre zero. Dessa forma, ao realizar uma PCA, o primeiro componente foi
responsavel por 99% da variagdo, explicada principalmente por essa categoria. Em
seguida, foi realizada a Analise Fatorial com um modelo estimando dois fatores com

rotagdo “varimax” da PCA, pacote psych do R.

RESULTADOS

Diferencas Individuais

A frequéncia de expressdo de comportamentos maternos foi muito baixa para a
maioria das categorias. Ainda assim, o teste de Wilcoxon detectou diferengas entre os
comportamentos agrupados como negativos e positivos entre as trés diades analisadas
(RRC, LM e TTi). Combinando-se todos os comportamentos, a fémea Lold apresentou
taxas de comportamento mais altas que Teresa, e ambas mais ativas que Reco-Reco
(Tabela 1). Em um unico episddio, o filhote Manu foi visto posicionado axialmente na

fémea Teresa, possivelmente um evento de alolactagao.

Apenas a catacdo ¢ o tempo em contato com filhote apresentaram ocorréncias
suficientes para serem testadas entre as diades. Encontrou-se que as taxas de catacdo
foram estatisticamente iguais entre as maes. Ja o tempo em contato foi estatisticamente
diferente para a mae Lol em relagdo as demais, viso que ela passou 74% do tempo com

seu filhote, Reco-Reco 47% e Teresa 43%.
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Tabela 1: Identidade da Mae (ID Mae), comportamentos positivos e a contagem, comportamentos

negativos e a contagem, total de cada categoria e¢ taxas de emissdo dessas categorias comportamentais

(mimero total de comportamentos emitidos por segundo).

ID Mae Positivo Negativo Total Geral
Amistoso 16 Afastar 10
Lolé Aproximar 10 Agredir 1
(L) Fazer Contato 13 Rejeitar
Restringir 13 Romper Contato
Total 52 22 74
Taxa 0,158 0,066 0,217
Amistoso 2 Afastar 4
Reco-Reco Aproximar 4 Agredir 2
(RR) Fazer Contato 4 Rejeitar 1
Restringir 5 Romper Contato 4
Total 15 11 26
Taxa 0,043 0,031 0,075
Amistoso 0 Afastar 17
Teresa Aproximar 1 Agredir 14
(T) Fazer Contato 2 Rejeitar 3
Restringir 0 Romper Contato 15
Total 3 49 52
Taxa 0,008 0,135 0,144

Associagdo Espacial

A ANOVA da associacdo espacial detectou diferenga entre as quatro diades (RRC,
RRN, LM e TTi). As diades RRC e LM eram comparaveis entre si em termos de idade

do filhote, assim como RRN e TTi. Entretanto, a ANOVA nao detectou diferencgas

relacionadas com a idade do filhote (Fig. 2). Apesar da auséncia de significancia

estatistica, ha um padrao visual. As fémeas com filhotes jovens (L e RR) destoaram entre

si, porém, a partir do sétimo més de idade, todas as diades apresentaram uma média de

associacao espacial de 0,48. Esse valor ¢ mais alto que a média dos grupos estudados,

como visto no capitulo II (0,36 de média total).
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Figura 2: Média dos indices de associagdo espacial de cada diade ao longo da idade do filhote em meses.
RRN: Reco-Reco e Naldo, RRC: Reco-Reco e Cuica, TTi: Teresa e Tié, LM: Lolé e Manu. A barra

tracejada demonstra a média total dos dois grupos de Alouatta clamitans estudados (0,36).

Indice de Hinde

O indice de Hinde foi negativo para as trés diades analisadas, de forma que o
responsavel por fazer e manter o contato entre a diade foram os filhotes. Para as maes
Lol6 e Reco-Reco, seus indices foram proximos a zero (-0.01 e -0.06, respectivamente),

enquanto a mae Teresa teve indice mais distante de zero (-0.33).

Laténcia

Laténcia de reacdo ao afastamento do filhote foi altamente rara de ser observada
(n=21), porém em 15 vezes, ela foi vista na fémea Lold, ao passo que as demais seis
observagoes foram para a fémea Reco-Reco (Fig. 3). Nos demais casos em que o filhote
se afastava, as maes ndo reagiram ao seu afastamento e mantiveram-se iméveis ou alheias
a movimentacdo do filhote. A fémea Lol6 apresenta laténcia breve quanto mais jovem o
seu filhote, ao passo que a fémea Reco-Reco apresenta longa reagdo com filhote de
mesma idade. Ela s6 foi observada reagindo ao afastamento do seu filhote novamente na

idade de cinco meses.
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Figura 3: Laténcia em segundos para cada uma das maes (Lolo em preto, Reco-Reco em cinza) de bugios-

ruivos (Alouatta clamitans) ao longo da idade dos filhotes.

Estilo Materno

A PCA com todos os comportamentos mostrou que o primeiro componente
explicava 99% da variacdo, e o comportamento “percentual em contato” era o mais
variavel e, consequentemente, mais importante. Para se entender os efeitos das demais
variaveis, esta categoria foi removida e o resultado mostrou-se diferente. O primeiro € o

segundo componentes explicavam, juntos, 66% da variacdo (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de eigenvector da PCA realizada com as varidveis colapsadas e excluindo-se percentual
em contato. Aqui s@o apresentados os valores para o primeiro componente principal (PC1) e o segundo
componente principal (PC2). Os demais componentes principais foram suprimidos. Os valores estdo em

ordem decrescente e os valores negativos em cinza.

Categorias

Comportamentais pCl pC2
Romper contato 0.7009 0.0052
Afastar 0.6858 0.0141
Agressao 0.1919 -0.0116
Rejeitar 0.0242 -0.0032
Fazer Contato 0.0239 0.0239
Catagao 0.0138 -0.0715
Aproximar -0.0070 0.9620
Restringir -0.0091 -0.0112
Amistoso -0.0151 0.2614

Explicacao 49% 17%
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J& a andlise fatorial ndo se mostrou significativa (p=0.74). Ainda assim, o fator 1
explicou 64%, enquanto o fator 2 explicou 36%. Além disso, os comportamentos com
maiores valores em um fator ndo eram os mesmos no outro, além da mudanga no sinal
(Tabela 3). As categorias comportamentais mais altas e positivas para o fator 1 foram
afastar, agressdo e romper contato, ao passo que para o fator 2, os maiores valores e
positivos foram para amistoso e aproximar. Dessa forma, as medidas correlacionadas
positivamente com o fator 1 referem-se a comportamentos maternos contrarios a
proximidade e, portanto, foi considerado como o eixo rejeitador, enquanto o fator 2 indica

0 eixo protetor.

Tabela 3: Valores de correlagdo (loadings) entre as categoriais comportamentais e os fatores extraidos da
PCA ajustada (andlise fatorial). Os valores negativos estdo marcados em cinza. Coeficientes altos

(marcados em negrito, maiores que 0,50), independentes do sinal, indicam forte relagdo entre a variavel e

o fator.
Categorias Fator 1 Fator 2
Comportamentais (Rejeitador) (Protetor)
Afastar 0.9 0.08
Agressdo 0.65 -0.02
Amistoso -0.11 0.72
Aproximar -0.07 0.77
Catagdo 0.03 -0.09
Fazer contato 0.18 0.33
Rejeitar 0.27 -0.06
Restringir -0.06 -0.12
Romper contato 0.93 0.1
Explicacao 64% 36%

Ao se dividir os dois fatores no ponto 0,0, tem-se quatro estilos maternos: BR-AP
(baixa rejeicdo-alta protecdo); AR-AP (alta rejei¢do-alta protecdo); BR-BP (baixa
rejeigdo-baixa protecao) e AR-BP (alta rejeicao-baixa protecdo). A posi¢ao do centroide
de cada mae nos quadrantes demonstra o estilo materno adotado por cada uma (Fig. 4).
Nenhum centroide foi encontrado além dos limites +1 ou -2 de forma que eles fossem

estatisticamente iguais.
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Figura 4: Os quatro estilos maternos encontrados em fémeas de bugios-ruivos (Alouatta clamitans)
separados por quadrantes. Os quadrantes foram definidos de acordo com a analise fatorial, onde o fator 1
refere-se ao eixo rejeitador, ao passo que o fator 2 refere-se ao eixo protetor. BR-AP: baixa rejeigdo-alta
protecdo. AR-AP: alta rejei¢ao-alta protecdo. BR-BP: baixa rejeigdo-baixa protegdo. AR-BP: alta rejeig@o-
baixa protecdo. Marcadores pretos: Lolo; marcadores azuis: Teresa; marcadores vermelhos: Reco-Reco.

Marcador triangular: observagdes comportamentais. Marcador em cruz: centroide da elipse de cada mae.

Embora a andlise do estilo materno nao tenha conseguido detectar diferencas
significativas entre as maes, as trés fémeas analisadas apresentaram diferengas em varios
comportamentos analisados (Tabela 4). As fémeas Lol6 e Teresa apresentaram valores
diametralmente opostos, ao passo que, com valores intermediarios, temos a fémea Reco-
Reco. Nos parametros analisados a partir dos focais e, portanto, envolvendo apenas trés
diades (RRN, LM e TTi), as taxas de comportamento “positivos” foi mais alto para Lold,
seguido de Reco-Reco e Teresa (essa com o filhote quase desmamado). Ja as taxas de
comportamentos “negativos” foi mais alta em Teresa, seguida de Reco-Reco e Lolo,
sendo essas duas ultimas proximas entre si. No total, a fémea Lold foi a mais ativa,
seguida de Teresa (metade da taxa de Lolo) e Reco-Reco (metade da taxa de Teresa).
Além disso, a fémea Lold passou mais tempo com seu filhote, seguida de Reco-Reco e
depois Teresa. O indice de Hinde de Lol6 e Reco-Reco foram similares e proximos a zero,
enquanto foi mais alto para Teresa. Por fim, a laténcia foi frequente e curta na mae Lolo,

rara na mae Reco-Reco e ausente na mae Teresa.
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Tabela 4: Sumario dos valores obtidos para cada uma das analises e cada uma das fémeas de bugios-ruivos

(Alouatta clamitans) com filhote.

Fémea Lold Reco-Reco Teresa
Estilo NS NS NS

Laténcia Comum Rara Ausente
Taxa Pos 0,16 0,04 0,08
Taxa Neg 0,06 0,03 0,14
Taxa Total 0,22 0,08 0,14
Percent Contato 74% 47% 46%
Assoc Espacial 0,67 0,60 0,48
Hinde -0,01 -0,06 -0,33

NS: diferencas ndo significativas.

DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel detectar diferengas individuais no cuidado materno
em bugios apenas quando as categorias propostas para PC foram ajustadas e combinadas.
Vale ressaltar que para designar tais diferengas como estilos, uma mesma fémea deve ser
seguida ao longo do tempo e ao longo de varias crias para que sejam detectadas diferencas
consistentes (FAIRBANKS, 1996), uma restri¢do do presente estudo. Dentre as quatro
diades, RRC serviu de comparagdo para LM, ao passo que RRN serviu de comparagdo

para TTi.

Em geral, as interagdes observadas para as diades RRC, LM e TTi foram raras. A
exemplo da fémea Lol0, ela foi o individuo com maiores graus de entrada e saida nas
redes de catacdo (SOBRAL 2020, presente tese, Cap II). Entretanto, ela ndo dirigiu suas
catagOes para seu filhote, e sim outros individuos adultos. O seu percentual de catagao
para com o filhote nao foi estatisticamente diferente da fémea Teresa. A inclusdo da
catagdo nos estilos maternos classicos para primatas neotropicais ja foi questionada por
VERDERANE & IZAR (2019). Segundo as autoras, embora a catagdo ndo pertenca a
nenhum dos dois extremos de rejei¢ao e catagdao, podendo ser incluida em uma terceira
categoria ou até mesmo ser empregado por maes permissivas e rejeitadoras. A catagdo ¢
um foco de ampla discussdo para os PP visto que ndo apresentam a mesma motivagdo que
os PC para realizé-la (e.g. DUNBAR, 1991). Em macacos-prego, a catagao ¢ utilizada
como comodity para obter tolerancia aos recursos alimentares ou apoio em interagdes

agonisticas (TIDDI et al., 2011), e em Ateles, individuos familiares que trocavam catagao
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também compartilhavam acesso a recursos (PASTOR-NIETO, 2001). Esses trabalhos

ndo analisaram especificamente a catacdo da mae em seus filhotes.

Ja com relagdo a aproximar-se ou fazer contato (bem como afastar-se e romper
contato), também foram bastante infrequentes, € a mae mais “protetora”, Lold, foi a que
realizou os comportamentos em igual propor¢do. J& as demais fémeas, Teresa e Reco-
Reco ndo s6 se afastavam com mais frequéncia, mas também rompiam o contato mais
frequentemente. Essas duas categorias se diferenciam em que uma requer o contato fisico
(realizado por qualquer membro do corpo), ao passo que a aproximacao nao resulta,
necessariamente, em toque. Entretanto, o resultado disso, o percentual do tempo em
contato fisico, foi a variavel mais relevante para a analise do presente capitulo. Além
disso, o indice de Hinde, que evidencia a responsabilidade em manter proximidade para
um dos individuos, foi proximo a zero, mostrando que ambos — mae e filhote — sdo
igualmente responsaveis por manterem-se proximos um do outro. O tempo em
proximidade ¢ algo j& visto em espécies proximas, como Alouatta palliata (ARROYO-
RODRIGUEZ et al., 2007), Lagothrix (SHANEE, 2014); Ateles (HIDALGO-AGUIRRE
et al., 2020) e Brachyteles (TOLENTINO et al, 2008). No caso do estudo com
Brachyteles, maes permaneceram proximas de seus filhotes mais velhos, ainda que
desmamados. Esse padrao de continued bonding até a idade avangada de 5 anos foi
descrito para espécies proximas (SYMINGTON, 1987; STEVENSON, 1998; SHANEE,
2014).

Comportamentos tipicos dos PC, como a restri¢do, foram tdo raros quanto os
afastamentos, embora novamente a mae Lold tenha expressado esse comportamento mais
do que as outras duas fémeas. Aqui vale a ressalva que a descricdo da restri¢ao precisou
ser ajustada para os bugios. Este comportamento nao foi detectado em Sapajus em estudo
similar, um primata notoriamente capaz de manusear objetos, altas taxas de catacdo e
interagdo (VERDERANE & IZAR, 2019). Contudo, o filhote da fémea Teresa ja estava
em ¢época de desmame, sendo mais velho que os filhotes das fémeas Reco-Reco e Lolo.
A rejeigdo, o afastamento e o rompimento de contato, conjuntamente, sao essenciais para
a independéncia do filhote (SCHINO et al,, 2001). Tendo em vista que a idade do filhote
impde um importante fator de variagdo (e.g. MIRANDA et al., 2005), seria interessante

analisar tais dados ao longo do tempo.

Além destas categorias propostas para PC no trabalho de FAIRBANKS (1996) e
BARDI & HUFFMAN (2002), trés categorias foram adicionadas, sendo -elas
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comportamentos agonisticos e afiliativos direcionados ao filhote, ¢ a laténcia ao
afastamento dele. Comportamentos agonisticos foram virtualmente ausentes, enquanto
comportamentos afiliativos foram baixos. Quando os comportamentos foram agrupados
em “negativo” e “positivo”, a diferenca entre as fémeas ficou mais evidente. A fémea
Lol6 apresentou maiores taxas de comportamentos positivos, contrariamente a fémea
Teresa, com maiores taxas negativas, enquanto a fémea Reco-Reco apresentou valores

intermediarios para ambos.

Ja com relacdo a laténcia, também foi possivel observar um gradiente, onde a mae
Teresa ndo foi observada reagindo ao afastamento de seu filhote, enquanto a mae Lold
foi bastante e rapidamente responsiva ao afastamento de seu filhote. Dificilmente seu
filhote recém-nascido permanecia longe dela. Finalmente, a fémea Reco-Reco reagia,
porém raramente e mais lentamente. Essas informagdes puderam ser correlacionadas com
observagdes a campo. Ela deixava seu filhote frequentemente com outros membros do
grupo enquanto comia. O filhote passou parte do seu tempo com o macho dominante e
também foi visto com outros individuos, inclusive o mais jovem (filhote mais velho de
Reco-Reco). Ademais, quando o grupo ja estava posto para dormir, o filhote também nao
era necessariamente posicionado no centro do aninhamento (huddle), estratégia que prové
protecdo e calor (PATERSON, 1981; FAN & JIANG, 2008; LI et al, 2010). Esse
comportamento pode ser ainda mais necessario durante o inverno, quando as temperaturas
do parque chegam perto do congelamento, periodo em que o filhote de RR nasceu. Além
disso, as vocalizagdes de choro eram frequentes quando o filhote estava longe da mae,
embora isso ndo tenha sido contabilizado sistematicamente. No trabalho de
VERDERANE & IZAR (2019) com Sapajus, a categoria “recuperar filhote”, aqui

chamada de laténcia ao afastamento, foi bastante rara.

Com relacdo a associacao espacial, avaliada ao longo do tempo para quatro diades,
ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre elas. Embora os indices fossem
diferentes entre as fémeas nos primeiros dois meses, eles diminuiram conforme o filhote
crescia, atingindo uma média similar entre as maes a partir dos sete meses. Esses indices
eram mais altos que qualquer outra diade analisada (SOBRAL, 2020, presente tese),
demonstrando que, espacialmente, a diade que mais se associa sao os filhotes e suas maes,
e esse padrao foi ubiquo entre os grupos. Conforme dito acima, o continued bonding
(SYMINGTON, 1987; STEVENSON, 1998; SHANEE, 2014) parece ser uma realidade

para os bugios, embora isso ndo seja variavel entre as maes.
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Quando colocadas no contexto de grupo, as diferencas individuais ndo parecem
condizer com o ambiente social experimentado pela mae e pelo filhote. As métricas de
associacao espacial (SOBRAL, 2020, presente tese) como valores de forga, centralidade,
graus médio e ponderado médio, ndo foram diferentes entre os grupos analisados. Além
disso, o grupo G3 (ao qual a fémea RR pertence), apresentou maiores taxas de agressao
e menores taxas de catacdo, o que poderia ser interpretado como um grupo menos
“amistoso” e, portanto, inesperado para um cuidado materno mais “rejeitador”, visto que

o filhote estaria mais exposto as altas taxas de agressao.

CONCLUSOES

Um obstaculo na deteccdo de diferencgas individuais ¢ a baixa taxa de interacao
observada entre os bugios. Embora o G4 apresente altas taxas de interagao (SOBRAL,
2020, presente tese), o G3 apresentou taxas semelhantes ao descrito para o género na
literatura. Portanto, as categorias propostas para PC sdo adequadas para serem aplicadas
aos bugios apenas quando combinadas. Dessa forma, ao se aumentar o tamanho da
amostra, ¢ possivel detectar diferengas estatisticas entre individuos. O tempo dispendido
em contato fisico mostrou-se a categoria mais adequada para deteccdo de diferencas
individuais, embora esse contato fisico ndo fosse iniciado ou mantido pela mae, e sim
pelo filhote. Frequentemente a associacao espacial € posta como uma resolucao adequada
para responder perguntas em espécies com baixas taxas de interagdo. Entretanto, isso ndo
corresponde aos resultados do presente estudo, visto que os indices foram indistintos entre
maes. Portanto, diferencas individuais foram encontradas em maes de bugios-ruivos
principalmente a partir das categorias comportamentais coletadas pelos focais. Ademais,
embora os indices de associacdo espacial entre maes e seus filhotes fossem maiores que

os observados entre outras diades, estes nao puderam ser diferenciados individualmente.
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CAPITULO IV
EVOLUCAO, ACAO E MENSURACAO DE HORMONIOS
PROTEICOS E ESTEROIDES ENVOLVIDOS NAS
INTERACOES SOCIAIS DE BUGIOS-RUIVOS
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RESUMO

A atuacao hormonal sobre os mais diversos sistemas organicos ¢ sabida ha mais de um
século e destacam-se a atuagdo dos hormodnios esteroides e proteicos no comportamento
social. Hormonios esteroides como a testosterona, a progesterona e o estrogénio, estao
majoritariamente envolvidos no comportamento sexual, ao passo que a ocitocina, um
hormonio proteico, esta principalmente envolvida nas relagdes sociais duradouras,
enquanto os glicocorticoides estdo envolvidos em diversos ramos da socialidade animal.
Devido a importancia, sobretudo dos esteroides, hd estabilidade e similaridade nos
receptores e nas moléculas de esteroides ao longo da evolu¢ao dos mamiferos. J4 com
relagdo a ocitocina, foram encontradas algumas variacdes na molécula dentro do clado
dos primatas. Nesta revisdo, sdo apresentadas a evolu¢do, a agao e a mensuragao desses
horménios, apresentando, inclusive, novos protocolos de dosagem hormonal. Esses
protocolos de dosagem envolveram técnicas utilizadas em poucos primatas até o
momento, como o ensaio de ocitocina urindria e o ensaio multiesteroide por LC-MS. Nao
foi possivel detectar a razdo pela qual o ensaio ndo foi validado, e estes resultados
mostram que embora se baseassem em métodos descritos para espécies proximas,
espécies-irmds podem divergir quanto a producdo, metabolizacdo e sucesso na
mensuracdo hormonal nao-invasiva, de modo que uma espécie ndo sirva,

necessariamente, de modelo para todas as demais.

Palavras-chave: Ensaio de ocitocina urinaria; ensaio multiesteroide; LC-MS;

Platyrrhini; ndo-invasivo; urina; fezes.
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INTRODUCAO

O Ciclo Reprodutivo dos Mamiferos

A atuacdo hormonal sobre os mais diversos sistemas organicos ¢ sabida hd mais de
um século, quando STARLING (1905) definiu hormonios como “mensageiros quimicos
que corriam pelo sangue, desde o local onde eram produzidos até os 6rgdos-alvo,
coordenando atividades de diferentes partes do corpo”. A defini¢ao de hormdnios sofreu
alteragdes, mas mesmo passados mais de 100 anos, sua esséncia permanece virtualmente
inalterada. Uma das atividades mais amplamente estudadas dessas moléculas € seu papel
nas gonadas, coordenando a funcao reprodutiva dos organismos (e.g. NEWERLA, 1944),
e tal popularidade provavelmente deve-se ao fato de que a reproducao ¢ um mecanismo

vital para a permanéncia e a evolucao das espécies.

A reproducdo dos mamiferos ¢ dioica e sexuada, dependendo de dois individuos —
o macho e a fémea — e seus gametas para que seja bem-sucedida. Entretanto, ¢
intrinsicamente dependente do organismo feminino, pois as fémeas sdo responsaveis por
gestarem e cuidarem dos filhotes, enquanto os machos, em geral, contribuem apenas com
o esperma (KOKKO & JENNIONS, 2012). A reproducdo feminina ¢ regida por diversos
hormdnios, porém dois merecem destaque, sendo eles a progesterona e o estrogénio
(DIZEREGA & HODGEN, 1981; SENGER, 2005). A producao e a secre¢ao desses
hormonios dependem de outros dois, o hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e o
luteinizante (LH), ambos regulados, por sua vez, pelo hormodnio liberador de
gonadotrofina (GnRH) (MOLINA, 2014). Essa cascata hormonal traduz-se em mudangas
morfoldgicas no sistema reprodutivo — referidas como ciclo ovariano —, bem como
mudangas comportamentais e outras alteracdes sistémicas (BONELLO et al., 2004;

STOCCO et al., 2007).

Cada ciclo pode ser dividido entre fases folicular e lutea. Na fase folicular, o FSH
¢ responsavel pelo recrutamento e maturagdo dos foliculos, além da sintese de estrogénio.
Os foliculos em desenvolvimento apresentam dois conjuntos de células: a granulosa —
células epiteliais diferenciadas, camada mais interna — ¢ a teca — células do estroma
ovariano, uma camada mais externa (SENGER, 2005; MOLINA, 2014). Durante a fase
folicular, as células da granulosa sdo responsivas apenas ao FSH, enquanto na fase lutea

ha um aumento dos receptores de LH. A partir daqui, o LH substitui o FSH nas cé¢lulas
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da granulosa, culminando com a ovulacdo e consequente formagao do corpo luteo, que

produz progesterona e estrogénio (SENGER, 2005; MOLINA, 2014).

Caso nao haja uma fertilizagao bem-sucedida, os niveis hormonais diminuem e um
novo ciclo se inicia (ROBECK et al., 2001). Na eventualidade de uma fertilizagdo bem-
sucedida, a gestagdo, o nascimento de filhotes e a lactagdo geram novas alteracdes
hormonais nas fémeas. Durante a gestagdo, o principal horménio ¢ a progesterona,
responsavel pela manutencdo da gravidez (SPENCER & BAZER, 2002). Entretanto,
outros hormdnios ganham importancia, como a ocitocina ¢ a prolactina, hormoénios
proteicos essenciais para as contragdes do parto, produgdo e ejecdo de leite e ligagdo entre
mie e filhote (KENDRICK et al., 1987; UVNAS-MOBERG, 1998; LUPOLI et al., 2001;
SPENCER & BAZER, 2002). Suas produgdes dependem de estimulos como o
alongamento do cérvix e do utero durante o parto e também da estimulagdo dos mamilos
durante a lactacdo (RUSSEL & LENG, 1998), além de outras pistas providas pelos
filhotes, como choro e cheiro. Em algumas espécies, esses hormdnios proteicos podem
inibir a ciclicidade ovariana ao inibirem a produ¢ao de GnRH, de modo que a mae seja
menos capaz de conceber novos filhotes enquanto estiver cuidando da prole atual
(DORRINGTON & GORE-LANGTON, 1981, DIAZ et al., 1989; CAMPINO et al.,
1994; MOLINA, 2014).

Embora a contribuicdo com a prole seja desproporcional a fémea, os machos de
mamiferos também apresentam ampla variacdo hormonal ao longo de suas vidas
reprodutivas. Um exemplo ¢ a ciclicidade espermatica, também regida pelo GnRH que,
assim como nas fémeas, coordena a secrecdao de FSH e LH (BONELLO et al., 2004;
STOCCO et al., 2007). A espermatogénese, um mecanismo complexo e ainda ndo
completamente  compreendido, depende  majoritariamente da  testosterona
(MCLACHLAN et al., 2002). Nos testiculos, ha receptores para este hormdnio tanto nas
células de Leydig — localizadas no espaco intersticial do testiculo — quanto nas de Sertoli
— situadas dentro dos tibulos seminiferos (JOSEPH, 1994). As células de Leydig,
estimuladas pelo LH, secretam testosterona fora dos tubulos. J& as células de Sertoli,
reguladas pelo FSH, secretam a proteina ligadora de androgenos (androgen binding
protein, ABP). A testosterona, estimulada pelo ambiente rico em ABP, entra na célula de
Sertoli que, curiosamente, ¢ estimulada pela propria testosterona. Assim como nas
fémeas, a acdo orquestrada desses hormonios ¢ essencial para o bom funcionamento da

espermatogénese, acarretando alteracdes comportamentais e sistémicas nos machos.
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Animais sazonais apresentam variacdo na concentra¢do hormonal quando dentro ou
fora da estagao reprodutiva. O padrao fora da estagdo ¢ caracterizado por uma diminui¢ao
dos niveis de GnRH e, consequentemente, ha decréscimo da liberagdo do LH e do FSH
para ambos os sexos. No caso dos machos, essa alteracdo gera reducao dos niveis de
testosterona, resultando na atrofia dos testiculos e reducdo do tecido testicular e, nas
fémeas, por vezes ha completa interrup¢do do ciclo ovariano (ROBECK et al., 2001).
Espécies poliéstricas exibirdo diversos ciclos ovarianos em sequéncia, podendo ou nao
estarem limitados a uma época do ano (e, portanto, serem poliéstricas sazonais), ao passo
que espécies monoéstricas apresentam apenas um unico ciclo no ano e, em casos extremos
de semelparidade, um tnico ciclo reprodutivo em toda a sua vida (e.g. KRAAIJEVELD
et al., 2003).

Sintese e Cascata de Sinalizacdo de Hormonios Esteroides e Proteicos

O sistema enddcrino € uma rede intrincada de 6rgaos, hormoénios e células-alvo e,
atualmente, a importancia do sistema nervoso na regulacio dessa rede fez com que muitos
autores adotassem a nomenclatura de “sistema neuroenddcrino” (MOLINA, 2014). Com
base na estrutura quimica, os hormonios podem ser categorizados como proteicos (ou
peptidicos), esteroides e aminas (MOLINA, 2014). As duas principais classes hormonais
preponderantes na fun¢do reprodutiva sdo os esteroides (e.g. androgenos, estrogenos,
progestagenos e glicocorticoides) e os proteicos (e.g. ocitocina, prolactina, FSH, LH e
GnRH). Os 6rgaos-alvo incluem os 6rgaos reprodutivos e o cérebro, por exemplo. Essas
duas classes de hormonio divergem em varios aspectos, desde sua sintese, sua

“comunicagdo” com a cé€lula e até sua via de excregao.

Os hormonios esteroides sdo assim chamados por se tratar de esteroides (i.e.,
lipidios com estrutura bésica de 17 4&tomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados
entre si, sem acidos graxos em sua estrutura) que atuam como hormonios (LEDNICER,
2011). Os esteroides sdo sintetizados a partir do colesterol e sua metabolizagdo se inicia
nas células esteroidogénicas. Apos diversas conversdes bioquimicas, o esteroide pode,
entdo, atuar como hormoénio na célula-alvo. Quando um hormonio encontra sua célula-
alvo (Fig. 1), por sua natureza hidrofobica, os hormoénios esteroides (nessa situagao
também chamados de primeiros mensageiros ou ligantes) sdo capazes de se difundir para
dentro da célula por intermédio de seu receptor, ndo requerendo a acdo de outras
moléculas sinalizadoras, os segundos mensageiros (HEIDEMANN, 2004; LEDNICER,

2011). A entidade fisiologicamente ativa dos hormdnios esteroides ¢ pela interagdo do
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hormdnio com seus receptores intracelulares, ou receptores nucleares (KUMAR ef al.,
1987). Esses receptores regulam a expressao dos genes-alvo ao se ligarem a determinadas

por¢des da sequéncia de DNA (EVANS, 1988; OLEFSKY, 2001).

a. Resposta de hormdnios esteroides b. Resposta de hormdnios ndo-esteroides
3 Horménio esteroide Célula-alvo @ — | Horménio =
2 2 Célula-alvo
/ / nao-esteroide /
Recepton 3 N, R\ -
Protein synthesis ——< 1% "“ b 7 Receptor ! Product
y )

J Receptor de —\§\j \ Activated enzyme —< I

(or other protein) @ |

| -
| .»9__»[ w xS
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mRNA Starting substance

estermdes

Figura 1: Esquema de sinalizacdo por hormodnios esteroides e ndo-esteroides e seus respectivos

mecanismos. Adaptado de: CAMPBELL et al. (2003).

Ja os hormonios proteicos dizem respeito a proteinas sintetizadas nas células a partir
da transcricdo do mRNA em aminodcidos dentro de seu proprio reticulo endoplasmatico
(BROWNSTEIN, 1983). Apo6s a sua producao, sdo empacotados e transportados para fora
da célula via vesiculas secretoras frente a um estimulo especifico. Ao navegarem pela
corrente sanguinea, essas proteinas interagirdo com um receptor na superficie da célula-
alvo. Diferentemente do que ocorre com os hormdnios esteroides, a maioria dos peptideos
sdo moléculas hidrofilicas que ndo podem cruzar a bicamada fosfolipidica (Fig. 1) das
células para iniciar a cascata fisiologica (SCALLY, 2018). Nesses casos, a sinalizagao
celular se da por receptores de membrana (receptores extracelulares, no caso acoplados
as proteinas G) e requerem o segundo mensageiro, gerando uma resposta celular e por
vezes, resulta em uma amplificacdo do sinal (NIAL, 1982; MOHR et al., 1995; MOLINA,
2014). Em ambas as classes hormonais, os hormonios sdao chamados de primeiros
mensageiros (ou ligantes) por se tratar de fatores extracelulares. A ligacao entre o ligante
e seu receptor desencadeia etapas primordiais para a transdu¢do intracelular correta,

chamada cascata fisiologica.
Evolucdo dos Hormoénios Esteroides

A designacdo de “receptores nucleares” refere-se ao nome da superfamilia

homoénima, da qual outros receptores esteroides evolutivamente relacionados também
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fazem parte. Dentro dessa superfamilia, ha quatro subfamilias nomeadas de 1 a 4. Os
receptores de hormonios esteroides sdo parte da subfamilia 3, designados de NR3 —
nuclear receptor subfamily 3, composta por trés subgrupos: 3A, 3B e 3C. O subgrupo 3A
inclui os receptores de estrogenos em suas duas formas ERa (estrogen receptor alpha) e
ERp (estrogen receptor beta), também chamados NR3A1 e NR3A2 (nuclear receptor
subfamily 3 subgroup A member 1 e 2) respectivamente. J4 o subgrupo 3C inclui os
receptores de glicocorticoides (GR), de mineralocorticoides (MR), de progesterona (PR)
e de diidrotestosterona (AR). E, por fim, a subfamilia 3B sdo receptores “orfaos”, i.e.,
sem ligantes naturais conhecidos (ESCRIVA et al., 2004; THORNTON et al., 2003;
PROSSNITZ et al., 2007).

A comparagdo entre a sequéncia de aminoacidos dos receptores em diferentes
espécies mostrou conservacdo quase surpreendente, com uma organizagdo estrutural
comum entre os receptores e entre espécies (Fig. 2). A partir de estudos evolutivos,
verificou-se que os receptores nucleares surgiram no inicio da evolugdo dos metazoarios
e as mais de 50 moléculas que compdem essa superfamilia derivam de um ancestral

comum (ESCRIVA et al., 1997, OWEN & ZELENT, 2000).

A conservagdo ndo diz respeito apenas aos receptores, mas também as moléculas.
Os esteroides diferem entre si com relagdo ao que, especificamente, estd conectado aos
carbonos dos anéis aromaticos e ao niumero de dupla ligagdes (ADKINS-REGAN, 2005,
Fig. 3). Os estrogenos, por exemplo, apresentam trés duplas ligagdes, que difere de outros

hormonios esteroides. Analisemos cada categoria em detalhe.

NTD DBD LED

PRa

AF-1 AF-2
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Figura 2: Dominios compartilhados entre os hormonios esteroides, sendo ER para receptor de estrogénio;
GR receptor de glicocorticoide; PR receptor de progesterona; AR receptor de androgeno ¢ MR receptor de

mineralocorticoide. Adaptado de: SCALLY (2018).
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Figura 3: Biosintese completa dos horménios esteroides. Adaptado de: HAGGSTROM & RICHFIELD
(2014).

O termo “estrogénio”, na realidade, ¢ uma designagdao genérica para hormonios
estrogenos. Os estrogenos sao produzidos a partir de trés fontes principais, sendo elas as
células da granulosa dos ovarios, a placenta e o cortex adrenal fetal (FAIRBROTHER,
2000). Os principais estrogenos sdo a estrona (E1), derivada da progesterona; o estradiol
(E2), derivada da testosterona; e o estriol (E3), derivada da androstenediona, essa ultima
proveniente também da testosterona (FAIRBROTHER, 2000; GRUBER et al., 2002). A
estrona (E1) ¢ produzida pelo ovario e foi descrita em mamiferos (importante durante a
menopausa de primatas), possivelmente répteis e seguramente em anfibios, peixes
teledsteos e na espécie de condricte Scyliorhinus caniculus. J& o estradiol (E2) € o
principal hormoénio sexual feminino, produzido pelo foliculo em desenvolvimento (pelas
células da granulosa em mamiferos; células da teca externa em répteis) (GUILLETTE et

al., 2007), sendo importante para regulagdo do ciclo estral. O estradiol esta presente em
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mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes teledsteos e a mesma espécie de condricte citada
anteriormente. Por fim, o estriol (E3) € crucial durante a gravidez, sendo produzido
principalmente pela placenta e com participacdo do cortex adrenal fetal (GRECCO &
STABENFELDT, 2004). At¢ o momento, foi descrito apenas para mamiferos
(FAIRBROTHER, 2000).

Tanto a testosterona quanto a progesterona sdo intermedidrios na sintese de
estrogenos, os hormonios finais (Fig. 3). O mecanismo de sintese desses hormonios esté
presente tanto em vertebrados quanto em cefalocordados, tendo evoluido antes mesmo da
separagdo desses grupos (MIZUTA & KUBOKAWA, 2007; MIZUTA et al., 2008).
Além disso, ha também trabalhos que mostram que os moluscos sdo capazes de sintetizar
diversos esteroides dos vertebrados, porém se € pelo mesmo mecanismo ou nao, ainda ¢
inconclusivo (EICK & THORNTON, 2011). E interessante ressaltar que, embora a
sintese de androgenos e progestagenos seja anterior a sintese de estrogenos no tempo
evolutivo, seus receptores surgiram mais tardiamente na evolucdo (EICK &
THORNTON, 2011). Contudo, o papel da progesterona também esta intimamente ligado
a evolucao dos vertebrados. Em animais nao-viviparos (e.g. testudines e aves), existe um
surto pré-ovulatdrio, a0 passo que em animais viviparos (e.g. alguns tubardes, cobras e

mamiferos), o surto ¢ pds-ovulatorio (ver revisdo de CALLARD et al., 1992).

Dessa forma, as categoriais de “estrogenos”, “andrégenos” e “progestinas” se
referem as variagdes na estrutura basica das moléculas de esteroides. Contudo, esteroides
especificos sdo idénticos entre espécies. As similaridades estruturais (i.e. conservagao)
entre os receptores e a homologia entre os hormonios dos tdxons estudados até 0 momento
demonstram a importancia de sua fungao fisiologica (EICK & THORNTHTON, 2011).
Todas as espécies de vertebrados apresentam, portanto, respostas semelhantes a
estimulagdo desses hormonios nas fungdes reprodutivas (BRANDENBERGER et al,
1997; COUSE et al., 1997; SHUGHRUE et al., 1997). Uma vez que a reprodugao sexuada
¢ um mecanismo longevo, existente desde os primeiros organismos procariontes

(SCHOPF, 1978), entao ¢ esperado que exista a conservacao dessas estruturas.
Evolucgdo dos Horménios Proteicos

O surgimento no tempo evolutivo dos hormonios peptideos ¢ mais antigo. Ha
moléculas que se assemelham, por exemplo, a insulina em organismos unicelulares e
bactérias (LE ROITH et al., 1980), a calcitonina em invertebrados (CHAN et al., 1981),
e a gonadotrofina coridnica em bactérias (COHEN & STRAMPP, 1976; MARUO et al.,
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1979), demonstrando um surgimento muito cedo na histdria evolutiva e pouca mutagao
desde entdo (NIALL, 1982). Tomemos como exemplo a familia dos nonapeptideos (nove
aminoacidos peptidicos), uma familia que inclui hormdnios notaveis como a ocitocina e
a vasopressina (ou arginina-vasopressina). O pequeno tamanho faz com que sejam pouco
tolerantes a mutagdes (HOYLE, 1999; WALLIS, 2012), embora variagdes em apenas um
aminodcido seja suficiente para alterar completamente a fun¢do desses hormonios,

diferentemente do que acontece com os hormdnios esteroides.

Vertebrados basais (peixes, anfibios e agnatos) secretam homoélogos da ocitocina,
chamados mesotocina, isotocina, glumitocina, valitocina, aspargtocina e vasotocina
(ACHER, 1978; DONALDSON & YOUNG, 2008). Embora considerados originalmente
como hormonios dos vertebrados, homdlogos da ocitocina e vasopressina existem ha mais
de 700 milhdes de anos, e tanto vertebrados quanto invertebrados apresentam peptideos
estruturalmente semelhantes (KEVERNE & CURLEY, 2004). Alguns exemplos sdo a
annetocina e a conopressina, nonapeptideos atuantes na fungdo reprodutiva de anelideos

e caramujos (VAN KESTEREN et al., 1995; SATAKE et al., 1999).

Com relagdo especificamente a linhagem da vasopressina/ocitocina, ainda nao ¢
possivel definir qual dos dois hormdnios surgiu primeiro na evolugao (Fig. 4). Tal conflito
deve-se ao fato de que nos agnatos foi identificado um peptideo similar tanto a ocitocina
(Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly) quanto a vasopressina (Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-
Cys-Pro-Arg-Gly), a vasotocina (Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly). A
semelhanga entre os trés peptideos ndo permite definir se a substitui¢ao mais provavel de
ocorrer foi da vasotocina para a vasopressina ou para a ocitocina (MOHR et al., 1995;
HOYLE, 1999). A andlise da fisiologia evolutiva dessa linhagem aponta para um
ancestral comum com gene codificante para vasotocina que, apos duplicagdo, originou a
ocitocina e a vasopressina, presentes ja nos elasmobranquios, em vez de se tratar de
origens independentes (SAWYER, 1977; VAN KESTEREN et al., 1992; MOHR et al.,
1995; HOYLE, 1999). Ambos os hormdnios compartilham 80% de homologia e, apesar
da pouca diferenca, isso ¢ suficiente para resultar em fung¢des fisioldgicas bem distintas:
enquanto a ocitocina estd relacionada a reproducdo, a vasopressina esta ligada a
homeostase — balango hidrico ¢ eletrolitico (BENTLEY, 1980; HOYLE, 1999; INSEL &
YOUNG, 2000), e devido a isso, a vasopressina também ¢ chamada de hormonio

antidiurético (MOLINA, 2014).
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Figura 4: Diagrama esquematico da evolucdo da familia da ocitocina/vasopressina. Adaptado de: HOYLE

(1999). Nota: ndo indica evolugdo filogenética das linhagens animais.

A exemplo da ocitocina (OT), esta é produzida no hipotdlamo, secretada pela
neurohip6fise e atua em regido proxima, no cérebro e na amigdala. Ela ¢ composta por
nove aminoacidos, onde as posigdes 1, 6, 7 ¢ 9 sdo as mais conservadas, se comparadas
as posigoes menos estaveis 2-5 e 8. Apesar de conservada, foram descritas recentemente
variantes da molécula de ocitocina em primatas neotropicais, com substituicao da leucina
por prolina (LEE et al., 2011), alanina, fenilalanina ou treonina, Leu®, Pro® e Fe? (REN et
al., 2015). Admiravelmente, a diversificacio das moléculas de OT nos primatas
Neotropicais foi associada a maior frequéncia de cuidado biparental (FRENCH et al.,
2016), enfatizando o papel primordial desse hormdnio entre os primatas, sobretudo o
cuidado parental. O estimulo para sua producdo ¢ referente ao alongamento do cérvix e
utero durante o parto e também pela estimulacdo dos mamilos durante a lactacao
(RUSSEL & LENG, 1998). Porém, apesar de ser geralmente associada as fémeas, os
machos podem produzir ocitocina tanto no sistema hipotdlamo-hipdfise quanto nos
testiculos (IVELL et al., 1997). O estimulo pode advir da ejaculagdo, por exemplo,
atuando tanto no cérebro quanto no sistema reprodutivo, com profunda conexdao com o
comportamento sexual (e.g. ARGIOLAS & MELIS, 2004). Ha diversos desdobramentos
para o funcionamento da reproducdo dos machos, mas esse topico ainda € pouco

conhecido (IVELL et al., 1997).
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Hormonios e Comportamento

Além de regularem a fungdo reprodutiva, os hormonios sdo capazes de alterar o
comportamento dos animais. Tanto os esteroides quanto a familia dos nonapeptideos
influenciam o comportamento social. Tal influéncia deve-se ao fato de haver receptores
para estes hormonios distribuidos em diversas regides do cérebro, o orgio-alvo
responsavel por alterar o comportamento dos individuos. Apesar de tradicionalmente
dizer-se que os hormoénios sdo o mecanismo fisiologico regulador e causador das
alteragdes comportamentais, atualmente reconhece-se a possibilidade da dire¢ao
contraria, a de o comportamento causar mudangas hormonais (BEACH, 1975; 1976).
Nesse sentido, determinados comportamentos podem incrementar tanto a producdo

hormonal quanto a expressao de receptores hormonais (e.g. SWANEY et al., 2012).

O comportamento animal, portanto, ¢ resultado da atividade conjunta dos sistemas
nervoso e endocrino, permitindo que um organismo responda ao ambiente no qual ele
estd inserido (ALCOCK, 2001). Contudo, o comportamento ¢ mais do que apenas o0s
movimentos exercidos pelo corpo de um animal, requerendo a iniciagdo, a coordenacao
e o encerramento de padrdes controlados tanto por fatores endogenos (sistema nervoso
central), quanto pelo ambiente exdgeno (TINBERGEN, 1963). E interessante pensar que
0 comportamento, sobretudo o comportamento sexual, evoluiu como uma forma de
comunicag¢do entre individuos. Nesse contexto, hé intera¢do entre o emissor e o receptor
do sinal, um macho e uma fémea, por exemplo. Os movimentos do emissor, que antes
serviam uma func¢ao, sofrem mudancas evolutivas e alteram a resposta do receptor, nesse
caso referindo-se a quem recebe o sinal comportamental (HUXLEY, 1914; CULLEN,
1966). Essa comunicag¢ao foi tdo eficiente em reduzir a ambiguidade do sinal que talvez
seja a razao pela qual alguns padrdoes de comportamentos sexuais sejam amplamente
distribuidos entre taxons tdo diferentes, tornando-se, entao, a chamada ritualizagdao, em
que a estereotipia de determinados movimentos ajuda no seu reconhecimento (CULLEN,
1966; HINDE, 1966). Destacam-se os comportamentos de corte, lordose e monta,
observados em roedores, grandes felinos, primatas e aves (HUXLEY, 1914; CULLEN,
1966; BEACH, 1967; PFAFF, 1973; STANTON et al., 2015).

Ha diversos hormonios envolvidos nas interagdes sociais, sobretudo os hormonios
esteroides, especificamente androgenos, progestagenos, estrogenos e glicocorticoides, e
também hormonios nao-esteroides, como a prolactina e a ocitocina (BLAUSTEIN &

OLSTER, 1989). Deve-se ressaltar, contudo, que um hormonio nao € responsavel por um
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comportamento especifico, e sim que existe interacdo entre diversos hormoénios e
comportamentos (ADKINS-REGAN, 2005). Além disso, parece haver certa hierarquia,

pois a atuacao de hormonios peptidicos depende de uma preparagao prévia por esteroides.

Exemplos relacionados as fémeas ajudam a elucidar essa questao. Durante o ciclo
ovariano de fémeas adultas, ocorre a flutuagdo de importantes hormonios, especialmente
a progesterona e o estrogénio (DIZEREGA & HODGEN, 1981; SENGER, 2005). Essa
cascata hormonal traduz-se em mudancgas morfologicas no sistema reprodutivo — referidas
como ciclo ovariano —, bem como mudancas comportamentais e outras alteragcdes
sistémicas, geralmente resultando na ovulagio em meados do ciclo (periodo
periovulatério ou estro) (BONELLO et al., 2004; STOCCO et al., 2007). Durante o
periodo periovulatério, os altos niveis de estrogénio tornam as fémeas mais atraentes aos
machos, mais proceptivas em buscad-los € mais receptivas a intromissao peniana
(BEACH, 1976). Portanto, os hormonios regulam o comportamento sexual de forma que
o interesse de ambos 0s sexos convirja para a copula no periodo periovulatédrio (e.g.

ZIEGLER et al., 2005; VAN BELLE & BICCA-MARQUES, 2015).

Ademais, muitas maes lactantes estdo sob efeito do anestro lactacional, definido
como a inibi¢do da ciclicidade ovariana por conta da lactacdo ja que, durante esse periodo,
ha a atuacdo da ocitocina e da prolactina, hormdnios proteicos inibidores da produgdo de
hormdnios sexuais e, consequentemente, da ciclicidade ovariana (ALTMANN et al.,
1978; STEWART, 1988; GORDON et al., 1992). Esses hormonios proteicos também
apresentam papel crucial na ligagao entre mae e filhote e na expressao do comportamento
materno (KENDRICK et al., 1987, UVNAS-MOBERG, 1998; LUPOLI et al., 2001).
Com o avancar da idade do filhote, a amamentagdo ocorre com durac¢do reduzida e
intervalos maiores, de forma que os niveis de prolactina na mae reduzam. Dessa forma,
ela retoma sua ciclicidade ovariana e o interesse da diade passa a ser oposto, com a mae
rejeitando o acesso a teta cada vez mais frequentemente, enquanto o filhote prossegue
com sua demanda continua pelo leite (BERMAN et al.,, 1993; JOHNSON, 2003;
FAIRBANKS & HINDE, 2013). O periodo de desmame, entdo, ¢ caracterizado por
conflito entre maes e filhotes, podendo ser detectado a partir da inversao dos valores
desses hormonios, pois quando os niveis dos hormdnios proteicos caem,
consequentemente os niveis dos hormonios sexuais aumentam (MANECKIJEE et al.,

1976; MCNEILLY et al., 1982). O filhote, por sua vez, responde com chamados tipicos
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de distresse durante os momentos de rejei¢do, aumentando seus niveis de cortisol ao longo

do processo de desmame (MANDALAYWALA et al., 2014).

Alguns mamiferos vivem em grupos estaveis ao longo de suas vidas, diversificando
as interagdes sociais entre individuos adultos ndo necessariamente com cunho sexual
(EISENBERG, 1981). Por exemplo, algumas sociedades sdo majoritariamente
matrilineares, com interacdes mais frequentes entre fémeas adultas (e.g. hiena Crocuta
crocuta. HOLEKAMP et al., 1997); enquanto outras apresentam interagdes mais
frequentes entre machos (e.g. esquilo-de-chao Xerus inauris WATERMAN, 1997).
Primatas sdo animais notoriamente sociais e ha diversos estudos que apontam outro fator
de influéncia na interacdo entre comportamento € hormoénios: o ambiente social
(ABBOTT et al., 2003). Em espécies com hierarquias bem-definidas, primatas de baixo
ranking social estdo sujeitos a estresse social e, consequentemente, apresentam altos
niveis de cortisol. Outras espécies, entretanto, o padrao ¢ contrario: individuos de niveis
hierdrquicos mais altos apresentam niveis de cortisol proporcionalmente mais altos.
Outras, ainda, ndo apresentam diferengas nos niveis de cortisol relacionado ao status
social. Ha também os casos em que a variagdo nos niveis de cortisol ¢ independente da
hierarquia, porém estimulada pela presenca de fémeas no cio (Macaca sp. GLICK, 1984;
Miopithecus sp. MARTENSZ et al., 1987; Sapajus sp. LYNCH et al., 2002 etc.). Dessa
forma, individuos sdo flexiveis quanto ao ajuste de seu sistema enddcrino e de seu
comportamento (e.g. cuidado parental) em resposta ao contexto social — demografia,
ecologia, dominancia, e tal relagdo foi definida como socioendocrinologia

(BERCOVITCH & ZIEGLER, 2002).
Mensuragdo Hormonal Ndo-Invasiva

Finalmente, apds exercerem seus efeitos nas células-alvo, tanto os esteroides quanto
os peptideos sao metabolizados pelo organismo, transformados nas suas formas
biologicamente inativas antes de serem excretados (HEISTERMANN, 2010). Os
hormonios podem ser metabolizados via trato gastrointestinal, entrando pela corrente
sanguinea ou pela bile e serem excretados nas fezes, ou via rins e excretados na urina
(Fig. 6). A metabolizacdo pode resultar na conjugacdo (transformacao) ou ndo dos
horménios e a propor¢do de conjugacio ¢ espécie-especifico (ZIEGLER et al., 1996), de
modo que algumas espécies podem apresentar maiores concentragdes de metabolitos de
um determinado hormoénio na urina se comparado as fezes. Na urina, hd hormoénios

soluveis que, em geral, sdo os peptideos, ou entdo formas soltiveis conjugadas dos
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esteroides (associados a glicuronideos, por exemplo) (ADLERCREUTZ et al., 1976). No
caso das fezes, ha predominancia de formas ndo-conjugadas (livres) (ZIEGLER et al.,
1996). A extensao do processo metabolico também ¢ espécie-especifico, de forma que ha
diferentes metabolitos do mesmo hormdnio-nativo mesmo entre espécies proximas
(BAHR et al, 2000; MOHLE et al., 2000), além de a rota de metabolizacdo ser
preferencialmente pela urina ou pelas fezes também varia consideravelmente entre

espécies e entre hormoénios (ZIEGLER et al., 1989).

E importante enfatizar que ha uma diferenca de tempo entre o estimulo hormonal
(i.e. sua ligacdo com o receptor), sua resposta e seu aparecimento nas fezes/urina
(LASLEY & KIRKPATRICK, 1991; WHITTEN et al., 1998). Em geral, esse atraso ¢ de
alguns minutos na urina e de algumas horas nas fezes. Uma questao com relagdo as fezes
¢ que a presenga de bactérias intestinais pode alterar e quebrar os hormonios que ali se
encontram, alterando a concentragcdo e forma dos metabdlitos (WASSER et al., 1988;

HEISTERMANN, 2010).
—
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Figura 6: As duas vias de metabolizag@o dos hormoénios, resultando na presenga concentrada de

metabdlitos nas fezes e/ou urina. Adaptado de: WHITTEN ez al. (1998).

Tradicionalmente, hormdnios sao aferidos a partir da corrente sanguinea, exigindo
que o individuo seja capturado, anestesiado e confinado para a coleta de sangue
(SHIMIZU, 2005). Além de causar estresse ao animal, tal procedimento ¢ inviavel de ser
aplicado de modo rotineiro para espécies selvagens. O advento das técnicas ndo-invasivas
para mensurac¢ao hormonal por meio de urina e fezes aprimorou o estudo da relagdo entre

comportamento € hormonios (VAN BELLE, 2014), além de permitir o acompanhamento
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da variagdo hormonal didria concomitante as observacdes comportamentais. A
popularizagdo dos métodos ndo-invasivos foi mais pronunciada entre os primatas
Catarrhini, como os gorilas, chimpanzés, babuinos e o género Macaca, porém permanece

incipiente nos primatas Neotropicais.

Para a mensura¢do hormonal, ¢ necessaria a aplicagdo de protocolos especificos
correlacionados a espécie, ao hormonio alvo, & matriz bioldgica e ao método analitico
(HEISTERMANN, 2010). As amostras ndo-invasivas geralmente ndo apresentam a
molécula biologicamente ativa do hormdnio, mas sim seus metabolitos. Esses metabolitos
sdo resultantes dos processos de excrecdo e de metabolizagdo e, portanto, qualquer
componente que atue sobre a taxa metabdlica ird afetar sua excre¢ao (TAYLOR, 1971;
PALME, 2005). Ademais, os metabolitos sdo cumulativos ao longo do tempo, sendo
importante demonstrar que as medidas obtidas a partir de amostras nao-invasivas refletem
de fato os eventos biologicos, classicamente conceituado como “validagdo bioldgica” ou
fisiologica (NARAYAN, 2013; VIAU & SOILA, 2014). O protocolo mais difundido para
validagdo ¢ a prova de fun¢do ou desafio hormonal (hormonal challenge). Esse teste
consiste na injecdo do hormoénio exdgeno conhecido de interesse (alvo), ou de seu
agonista, no animal de estudo. Para que o teste seja validado, o aumento hormonal
decorrente dessa estimulacdo exogena deve ser detectado nas amostras ndo-invasivas
subsequentes a estimulacdo (VIAU & SOILA, 2014; BEHRINGER & DESCHNER,
2017). Outros testes menos invasivos dizem respeito a comparagdo de niveis de
metabolitos hormonais entre individuos em situacdes fisioldgicas distintas como, por
exemplo, individuos imaturos versus individuos maduros sexualmente; fémeas prenhes

versus ndo prenhes, além de outros estados fisioldgicos passiveis de comparacao.

Além desta etapa da validacao biologica, € necessario que os processos laboratoriais
escolhidos tenham sido validados, chamados de “validagcao laboratorial”. Para tanto,
pressupoe-se que ja constem como publicados na literatura, ou que sejam previamente
validados, garantindo a coeréncia dos dados gerados. A validacdo laboratorial consiste
em determinar se o ensaio estd medindo efetivamente os metabolitos de interesse (VIAU
& SOILA, 2014). Para tal, ha diversos testes de valida¢do, dos quais os mais amplamente
utilizados sdo o de precisdo, o paralelismo e o de recuperacdo (ANDREASSON et al.,
2015). No teste de paralelismo, por exemplo, determina-se a correlacdo entre a curva

produzida na matriz bioldgica em estudo e a curva-padrao do “kit” utilizado para o ensaio.
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Considera-se o teste validado quando o coeficiente de regressao linear for proximo de 1

e a inclinagdo da curva estiver entre 0,80 e 1,20.

Os ensaios hormonais mais amplamente empregados s3ao 0s ensaios
imunoenzimaticos como o radioimunoensaio (RIE) e o enzimaimunoensaio (EIE). Os
ensaios imunoenzimaticos sdo assim chamados por serem métodos bioanaliticos que
depende da reacdo de um antigeno (o analito) e um anticorpo (FINDLAY et al., 2000).
No RIE, o método baseia-se no uso de um agente ligante especifico e de hormonios
radioativos como elementos tragadores. Esses hormonios radioativos competem com o
horménio a ser medido (idéntico ao radioativo) por um niimero limitado de ligagdes com
agente ligante (anticorpos de alta afinidade). Os antigenos marcados livres e os ligados
aos anticorpos sao entdo separados em fase soélida ou liquida, em geral com o uso de um
segundo anticorpo e posterior centrifugacdo e/ou decantagdo antes de se mensurar a
radioatividade remanescente na fase ligada. A concentracdo de antigenos (hormonios) nas
amostras testadas ¢ inversamente proporcional a quantidade de radioatividade da fragdo
ligada. J& no segundo método (EIE), enzimas sdo utilizadas como elementos tracadores.
A principal vantagem refere-se ao fato de se evitar possiveis contaminacdes radioativas,
da possibilidade de amplificacdo catalitica e associacdo a marcadores quimio ou

fluorescentes.

A especificidade de um ensaio ¢ feita com base na exclusividade da ligacao entre
anticorpo e antigeno (RAEM & RAUCH, 2007). Reagdes cruzadas ocorrem quando o
anticorpo do ensaio também se liga a outras substancias que sdo estruturalmente similares
e geralmente sdo incluidas j4 no manual do fabricante. No caso da OT, hé possivel reagdo
cruzada com a vasopressina (7,5%) e mesotocina (7%) para determinados kits, e até¢ 100%
com a mesotocina em outros kits. A maioria dos ensaios € a partir de sangue ou soro, onde
os metabolitos estdo em baixas concentragoes. Entretanto, amostras nao-invasivas,
conforme explicitado anteriormente, apresentam metabdlitos e, portanto, apresentam
efeitos complicadores ja que a reagdo cruzada ¢ mais provavel (PREIS et al., 2011;

WELTRING et al., 2012), necessitando validagdes especificas.

Apenas recentemente alguns poucos trabalhos mensuraram ocitocina urindria em
primatas nao-humanos, sendo eles em chimpanzés Pan troglodytes (CROCKFORD et al.,
2013; WITTIG et al., 2014); gorilas Gorilla gorilla (LEEDS et al., 2018); saguins-
cabeca-de-algodao Saguinus oedipus (SNOWDON et al., 2010); saguis Callithrix spp.
(FINKENWIRTH et al., 2015); macacos Rhesus Macaca mulata (LEE et al., 2018);
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babuinos Papio hamadryas (MOSCOVICE & ZIEGLER, 2012) e macacos-prego
Sapajus apella (BENITEZ et al., 2018). E possivel que a escassez de trabalhos se deva a
dificuldade de se obter urina dos animais. Ainda assim, os trabalhos tém confirmado o
papel da OT no comportamento social e outros comportamentos afiliativos (e.g.
CROCKFORD et al., 2013; BENITEZ et al., 2018). J4 com relagio as diferengas, a OT
nos primatas Catarrhini aumenta ap6s sessoes de catagdo (CROCKFORD et al., 2013).
Contudo, os primatas Neotropicais apresentam baixas taxas de interacao (e.g. DUNBAR,
1991), de modo que a OT se relaciona a outros comportamentos afiliativos, como o fur-
rubbing (BENITEZ et al., 2018), evidenciando que os primatas Neotropicais estreitam

seus vinculos sociais de outras formas.

Com relacdao a mensuragdo de hormonios fecais, esta ¢ amplamente empregada nas
mais variadas espécies. Ao contrario da urina, as fezes sdo mais facilmente coletadas e,
portanto, a mensuragdo ndo-invasiva por fezes vem se popularizando desde a década de
1970 SCHWARZENBERGER et al., 1996). Apesar do longo historico, tecnologias
recentes t€ém possibilitado a mensuragao simultanea de varios horménios, como a técnica
de Cromatografia Liquida Acoplada ao Espectrometro de Massas (LC-MS). O LC-MS ¢
um método que combina a alta performance da cromatografia liquida (HPLC) com o
espectrometro de massas em tandem. Sua utilizagdo em humanos data desde a década de
1990 (MATTERN et al., 1991), porém a aplicabilidade em animais foi apenas a partir
dos anos 2000 e paulatinamente vem sendo incorporada aos estudos com animais

selvagens.

Sucintamente, o LC-MS ¢ uma técnica de separa¢do usada para identificar
metabolitos especificos em uma dada amostra. O equipamento separa a amostra em
fragdes, e cada fracdo ¢ analisada por reacao cruzada. A separagao ¢ realizada pelo HPLC,
quando duas fases sdo colocadas em contato, uma fase estaciondria (a coluna) e outra
movel (liquido). As amostras sdo forgadas através da coluna por pressdo e passam por
uma série de interacdes entre as fases estaciondria e movel. As interacdes exploram as
diferencas nas propriedades quimicas ou fisicas dos componentes com a amostra. Essas
diferencas governam a taxa de migragao dos componentes individuais sob a influéncia da
fase movel se deslocando pela coluna. Componentes separados aumentam a interagao
com a fase estacionaria. Os componentes com menor resisténcia saem primeiro, enquanto
o material mais fortemente retido sai por ultimo. Um exemplo € o uso de coluna de silica

na qual os compostos apolares saem primeiro (MURTAGH et al., 2013). E possivel
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adicionar ao sistema uma segunda fase mével de polaridade oposta, chamado sistema
isocratico. Dessa forma, os compostos polares e apolares sairdo de acordo com sua
afinidade, alterada pela mudanga da fase movel. Essa técnica melhora a performance e
diminui o tempo de eluicdo. Em seguida, os compostos sdo transferidos para o MS,
separados e lidos de acordo com a razdo carga/massa do composto (DE HOFFMANN,
2005). A leitura pelo equipamento MS ¢ complexa, levando em consideracao a ionizagao

dos analitos. Essa ¢ uma técnica altamente sensivel (até 4 ordens de magnitude).

Os hormonios esteroides sao metabolizados pelo figado e rins, excretados via urina
e fezes nas formas conjugadas ou ndo, como glicuronideos e sulfatos. Embora o LC-MS
seja capaz de mensurar formas conjugadas e ndo-conjugadas, ¢ preferivel mensurar as
formas nao-conjugadas devido ao alto de numero de possibilidades das formas
conjugadas. Entretanto, ¢ necessario nao alterar/degradar o analito apos a desconjungagao

(HAUSER et al., 2008a).

O LC-MS ndo necessita de validagao laboratorial porque ndo sofre dos efeitos de
reacdo cruzada, embora ainda dependa de validagdo biologica (PALME, 2005). Apesar
de ainda ser uma metodologia cara, o LC-MS permite a mensuragao simultanea de
diversos hormdnios, com uma quantidade reduzida de amostra (0,1g) se comparada aos
imunoensaios (0,5g) embora os imunoensaios continuem sendo mais rapidos e mais
baratos. Além disso, como a utilizagdo dos imunoensaios ¢ amplamente difundida, ndo
ha a necessidade de desenvolver métodos do zero, o que nao ¢ verdade para o LC-MS.
Uma vantagem ¢ que, uma vez que o LC-MS permite a mensuracao de diferentes
hormdnios e seus metabolitos simultaneamente, ele ¢ preferido nos estudos interessados

em uma multitude de efeitos, com o caso da endocrinologia comportamental.

O tratamento das amostras nao-invasivas, i.e., extra¢do, continua sendo um
processo inerente a mensuragdo hormonal por LC-MS. Em geral, emprega-se a extragao
de fase solida e etapas de hidrélise ou solvolise dependendo do interesse em formas
conjugadas e ndo conjugadas (HAUSER et al., 2008b). Portanto, os métodos de extragcdo
para leitura ainda demandam muito tempo se comparados aos imunoensaios,
especialmente porque ainda ¢ um método pouco utilizado nesse quesito. Até o momento,
apenas trés trabalhos empregaram essa metodologia para amostras ndo-invasivas em
animais selvagens (WELTRING et al, 2012; GESQUIERE et al, 2014
HABUMUREMYI et al.,, 2014), realizados em dois laboratorios no mundo, o Wisconsin
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National Primate Research Center (WNPRC), nos EUA e o Max Planck Institute for
Evolutionary Anthropology, na Alemanha.

Além do prego e do tempo para extracao, os efeitos de matriz e problemas com
ionizacdo sdao duas das principais desvantagens do LC-MS. Os efeitos de matriz — o
aumento ou a supressao da resposta do analito — impactam a precisdo e a robustez dos
ensaios (GUO & LANKMAYR, 2011). Finalmente, além do custo do equipamento, ha
também a necessidade de pessoal especializado para o manuseio deste e um profundo

conhecimento bioquimico para o desenvolvimento de métodos e protocolos.

Portanto, o objetivo do presente trabalho ¢ aplicar e validar dois métodos de
mensura¢do hormonal ainda pouco difundidos: o ensaio imunoenzimatico de ocitocina
urinaria e a mensuragao multiesteroide fecal pelo LC-MS para amostras de bugios-ruivos
(Alouatta clamitans) selvagens. Dessa forma, espera-se ndo apenas obter resultados

inovadores quanto também validar a técnica para estudos futuros.

MATERIAL E METODOS

Area e Animais de Estudo

As amostras foram coletadas de bugios-ruivos (Alouatta clamitans) selvagens que
habitam o Parque Estadual Carlos Botelho (PECB), Sao Paulo. O regime pluviométrico
consiste em periodos de chuva bem definidos no verao alternados com periodos de menor
pluviosidade no inverno, embora sem estacao seca definida A vegetagao local ¢ composta
por Floresta Ombrofila Denso-Montana ¢ Sub-Montana, majoritariamente primaria,

embora haja lugares onde a vegetagdo ¢ secundaria (PLANO DE MANEIJO, 2015).

Na regido de estudo, ha cinco grupos de bugios vizinhos, sendo que dois grupos
foram acompanhados assiduamente entre novembro de 2017 e setembro de 2019. Os
animais podem ser identificados individualmente por caracteristicas singulares, como
formato do rosto, marcas naturais, cicatrizes e despigmentacdo. Em cada grupo ha entre
6 e 7 individuos, sendo um macho dominante, duas fémeas adultas e seus filhotes, e um

a dois machos subadultos de parentesco indefinido com os demais membros do grupo.
Coleta e Armazenamento de Amostras

Para relacionar os niveis hormonais ao comportamento social, foram coletadas
amostras frescas de fezes e urina que pudessem ser associadas a um individuo sem

equivoco e sem contaminacdo por outros individuos ou entre matrizes (e.g.
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HEISTERMANN, 2010). As fezes foram coletadas diretamente do chao e as vezes foram
coletadas mais de uma vez no dia para um mesmo individuo. Essa repeticdo permite
avaliar como os hormonios flutuam ao longo do dia, uma caracteristica relevante

sobretudo para os glicocorticoides e androgenos, que apresentam grande variagao diaria

(PARIKH et al., 2018).

No caso da urina, utilizou-se dois métodos: 1) interceptacdo com um funil antes de
a urina atingir o chdo; ou ii) aspiracdo com pipeta a urina de uma superficie (folha,
folhigo). As fezes foram coletadas diariamente de todos os individuos, enquanto a urina
foi pelo menos uma vez ao més. Em geral € necessario cerca de 0,5g de amostra fecal por
hormonio. Ja com relagdo a matriz urina, pode ser necessario at¢ ImL de amostra para

que o ensaio seja de boa qualidade.

Cada amostra foi identificada e armazenada in natura em freezer (-20°C) no
laboratorio de apoio do PECB e, em seguida, transferida para as dependéncias do
Laboratorio de Dosagens Hormonais (LDH) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia-USP. As amostras fecais foram liofilizadas, onde é eliminada a umidade ¢ o
material inerte. Para tanto, os tubos pernoitaram (24h) em freezer a -30°C antes de
permanecerem no liofilizador LIOTOP L108 até total secagem das amostras (geralmente
em torno de 24h). J4 as amostras de urina seguiram mantidas congeladas in natura até

analise.

Nessa etapa, as amostras foram enviadas ao WNPRC para andlise, laboratorio que
dispoe de toda a infraestrutura e pessoal necessarios para as analises em questdo. As
amostras fecais foram maceradas e peneiradas manualmente até pulverizacao, de modo a

retornar um pd sem sementes, gravetos e outros materiais inertes de menor escala.
Extracdo e Ensaio de Ocitocina e Creatinina

As amostras urindrias foram descongeladas em banho de gelo uma vez que a OT ¢é
um hormonio extremamente labil. Apds seu descongelamento, as amostras foram
passadas no vortex e centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. O método de extracao
utilizado foi por fase sélida (SPE), utilizando-se o cartucho Supelco (Sigma-Aldrich). As
amostras foram extraidas por pressao positiva no equipamento CEREX 48 SPE ware. A
primeira etapa consiste em condicionar os cartuchos enviando 1mL de 100% metanol,
seguido de 1mL de 4gua duplamente destilada. Em seguida, injeta-se ImL da amostra

(que, caso disponha de menos de ImL de volume, este devera ser completado com agua
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duplamente destilada). Nessa etapa, espera-se que o componente de interesse, no caso as
moléculas de ocitocina, prenda-se a coluna devido a sua afinidade. Apos essa etapa, os
cartuchos sdo lavados com 1mL de solu¢do de 10% acetonitrila (ACN)/0.1% de é4cido
trifluoroacético (TFA). Finalmente, adiciona-se 1mL de 80% ACN, amostras essas que

serdo coletadas para serem utilizadas no imunoensaio.

Em seguida os tubos sdo secados em uma centrifuga (concentrador) a vacuo
(SpeedVac) por pelo menos 1 hora, a uma temperatura de 50°C e pressdao de 6.5 Hpr
(pressdes atmosféricas). Apds secas, as amostras foram ressuspensas com 300uL de
100% etanol, onde foram posteriormente passadas no vortex por 30 segundos a
velocidade méxima. O ensaio de ocitocina seguiu as instrugdes do fabricante (ENZO Life
Science Oxytocin ELISA kit). Os resultados da concentragdo de ocitocina urinaria sao
relativos e devem ser interpretados em relagdo ao volume e a concentragdao da urina. A
relacdo mais comum ¢ a de OT em relacdo a creatinina urindria, que depende de uma
extracdo e andlises a parte. Para mensuragao de creatinina, precisa-se apenas de 6.3uL de
urina adicionada a 500uL de agua destilada. As amostras devem ser mantidas congeladas
até analise. O ensaio de creatinina seguiu as instrugdes do fabricante (ENZO Life Science

Creatinine Colorimetric Detection kit).
Extracdo e Ensaio Multiesteroide no LC-MS

Para o ensaio multiesteroide, foram testados sete diferentes protocolos diferentes,
embora as diferencas entre alguns deles sejam em maior ou menor escala. Os protocolos
2 a 7 incluiram sempre duas amostras em separado, sendo uma de um macho e uma de
uma fémea. O protocolo 1 utilizou um pool de amostras fecais, onde adicionou-se SmL
de etanol 50% a 0,1g de fezes secas pulverizadas. Em seguida, a amostra passou no vortex
por 8 minutos e depois na centrifuga por 10 min a 3000 rpm. Transferiu-se 3mL do
sobrenadante em um novo tubo de ensaio limpo. O sobrenadante foi novamente passado
no vortex e ImL foi transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 500uL de
agua duplamente destilada. Nessa etapa também foi adicionada 100pL do controle interno
(ISTD) — de uma concentragdo original de 200pg/uL de soro humano — para leitura
multiesteroide. Em seguida, realizou-se uma extragdo com éter metil tercidrio butilico
(MTBE), adicionando-se 2mL de MTBE, misturando por 5 minutos, centrifugando a
1500 rpm por 3 minutos e, em seguida, extraindo a camada de éter (superior) e
transferindo para outro tubo antes de ser secado em fluxo com banho-maria a 60°C. Apos

completa secagem, as amostras foram ressuspensas com 200uL de etanol a 100% e



157

passadas no vortex. Em seguida, foram adicionados 500uL de 4gua duplamente destilada,
seguido da extracdo com diclorometano (1mL de diclorometano, vortex por 5 minutos,
centrifugacao a 1500 rpm por 3minutos e extracao da camada inferior de dicloronometano
para ser transferido a um novo tubo de ensaio). O passo seguinte foi a derivatizagao com
cloreto de dansilo (DC). O DC ¢ diluido por ACN (150uL DC:500uL ACN), onde 25uL
de DC diluido sdo associados a 25uL de bicarbonato de sddio, gentilmente chacoalhados

e incubados a 40°C por 4 minutos.

No protocolo 2, adicionou-se uma etapa de extracao liquida-liquida (LLE) apds a
extracdo por MTBE. A extragdo liquida consistiu em adicionar 2mL de buffer de
bicarbonato de amonio com pH 8,0 em um tubo contendo 2mL de fezes homogeneizadas.
Em seguida, adiciona-se 2mL de 70:30 hexanos etil-acetato, onde sdo vortexados por 8
minutos e centrifugados a 1500rpm por 3 minutos. Pipeta-se a fase organica (camada
superior) em um novo tubo, secando seu contetido em banho-maria a 60°C e seguindo-se
com etapa de derivatizagcdo. Uma testagem paralela deste protocolo consistiu em utilizar,

inicialmente, 2mL de sobrenadante e também alterar o pH para 10.

Ja no protocolo 3, adicionou-se duas etapas: uma de solvolise e uma SPE, além do
aumento do volume de ISTD para 200 pL (durante a solvdlise). O tratamento inicial das
amostras de fezes secas também foi alterado. Em vez de 50% etanol, optou-se por
adicionar 3mL de 80% metanol, passando-as no vortex por 15 minutos na sequéncia e
também uma centrifugacao de 1500rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e alocados no speedvac até secagem total das amostras (pelo menos
duas horas). Em seguida, as amostras foram reconstituidas com 500uL 4agua
ultradestilada, 200puL de controle interno foram adicionados e também 100 pL de solugdo
de cloreto de sédio saturada. A esse tubo também foram adicionados 50uL de acido
sulfirico e 4mL de acetato de etila. Esse tubo foi passado em vortex por Sminutos e
incubado em banho maria a 55°C por 2 horas. Apds incubagdo, foram adicionados 2mL
de agua ultradestilada, passados novamente no voértex e centriguados a 1000 rpm por 3
minutos. A camada organica foi transferida para um novo tubo e seca em banho maria a
60°C. A camada organica foi transferida para um novo tubo e seca em fluxo com banho-
maria a 60°C. O cartucho da SPE foi condicionado da mesma forma, porém apos
passagem das amostras, os cartuchos foram lavados com 1mL de 4gua e 1mL de metanol
a 5%. Em seguida, os cartuchos foram eluidos com 1mL de metanol 100% em duas vezes,

de modo que o volume final fosse 2mL e essa fracdo foi coletada para ser seca em banho
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maria a 60°C. O passo seguinte consistiu em uma LLE onde as amostras foram
ressuspensas com 200uL de etanol 100% e 500uL de 4gua ultra destilada, ImL de
diclorometano, passadas no vortex e centrifugadas a 1500rpm por 3 minutos. A camada
inferior foi transferida para outro tubo e seca em fluxo com banho-maria a 60°C (que

durou cerca de 10 minutos). A etapa final foi a derivatizagao.

O protocolo 4 incluiu uma etapa de remogao de lipidios e o volume de ISTD voltou
para 100uL (durante a solvoélise). A preparagdo das amostras com 3mL de 80% metanol
se manteve, bem como a solvolise realizada na sequéncia. Contudo, apos ser seca em
fluxo com banho-maria a 60°C, as amostras foram reconsitutidas com ImL de acido
férmico em metanol (1%). Para remocao dos lipidios, foi utilizado um outro cartucho
(Hybrid SPE 30mg/1mL), o qual foi condicionado com 1mL de acido formico em metanol
(1%). As amostras foram passadas pelos cartuchos, e em seguida os mesmos foram
eluidos com 1mL de acido formico em metanol duas vezes, coletando-se essas fragdes
conjuntamente, de modo que o volume final fosse 1mL. Essas amostras foram secas em
banho-maria a 60°C, etapa essa que durou cerca de 20 minutos. As etapas seguintes de

SPE, LLE e derivatizacao foram iguais ao protocolo 3.

O protocolo 5 acrescentou mudangas na etapa de SPE e uma sonicagdo, além do
aumento do volume de ISTD para 300uL (durante a solvoélise). Diferentemente dos
protocolos anteriores, apds a secagem das amostras em banho-maria na etapa de remocgao
de lipidios, as amostras foram reconstituidas com 1mL de PBS e sonicadas por 5 minutos
para garantir total reconstituicdo. Em seguida, o cartucho de SPE foi condicionado com
ImL de metanol 100%, ImL de dgua duplamente destilada e ImL de PBS. Em seguida,
a amostra foi passada pela coluna, e a mesma foi lavada com 1mL de dgua duas vezes. A
ultima etapa consistiu em eluir os cartuchos com ImL de metanol 100% e coletar essas
fragdes. Também eluiu-se os cartuchos com 1mL de acetato de etila 100%, combinando-
se as duas fracdes no mesmo tubo. Apds serem secas em banho-maria 60°C, as etapas

seguintes foram de LLE e derivatizagao.

Ja o protocolo 6 alterou a preparagao inicial das amostras e a SPE, e o volume de
ISTD foi alterado para 200uL (adicionado durante a solvélise). Apos adicionar 3mL de
metanol a 80% as amostras pulverizadas, as mesmas foram vortexadas e centrifugadas
por 3minutos a 1500rpm. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tubo, e
repetiu-se a lavagem com 3mL de metanol a 80%, de modo que o volume final foi

proximo de 6mL. As amostras foram secas (cerca de Shoras para secagem total) e
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reconstituidas com 200uL de etanol 100%. A etapa seguinte foi de solvdlise, remocao
lipidica e SPE. Nesse caso, apds a secagem das amostras em banho maria, elas foram
reconstituidas com 1mL de metanol 5% e sonicadas. Os cartuchos, dessa vez maiores
(3mL/100mg), foram condicionadas com 3mL de 100% metanol e 3mL de agua
duplamente destilada. Em seguida, as amostras foram passadas pela coluna, seguida pela
lavagem dos cartuchos com 3mL de 4gua e 3mL de metanol 5% novamente. Os cartuchos
foram eluidos com 1mL de metanol 100% em duas vezes, de modo que o volume final
fosse proximo a 2mL. As amostras foram secas em banho-maria 60°C, seguidas pelo LLE
e derivatizagdo. Uma variante desse protocolo foi incluir os 200 pL de ISTD durante a
remogao lipidica, reconstituir as amostras com 3mL de metanol 5% antes da SPE e, além
disso, a lavagem dos mesmos consistiu em 3mL de hexanos (diferentemente da lavagem
com agua e metanol 5%). Ademais, os cartuchos foram eluidos com 1mL de 70% acetato
de etila/30% hexanos em trés vezes, de forma que o volume final também deveria ser
proximo a 3mL. As amostras foram secas e reconstituidas em 400uL 70% acetato de

etila/30% hexano, onde foram secas novamente em banho-maria ¢ derivatizadas.

Finalmente, o protocolo 7 suprimiu a etapa de remogao lipidica, alterou tanto o
cartucho da SPE quanto seus reagentes e aumentou o tempo de leitura pelo equipamento
(48 minutos). Nesse protocolo, o tempo de elui¢ao deve ser quadruplicado, de forma que
os metabolitos devem, entdo, aparecer em um momento quatro vezes mais tarde. O
volume de ISTD permaneceu 200uL (adicionados durante a solvolise). Apos a secagem
em banho-maria do ultimo passo da solvélise, as amostras foram reconstituidas com ImL
de metanol 5% e sonicadas. Os cartuchos (60mg Oasis HLB SPE) foram condicionados
com ImL de metanol 100% e 1mL de dgua duplamente destilada. As amostras foram
passadas pelas colunas e estas foram lavadas com 1mL de hexano em duas vezes. Os
cartuchos foram eluidos com ImL de 70% acetato de etila/30% hexano em duas vezes,
de modo que o volume final fosse proximo a 2mL. As amostras eluidas foram secas em
banho-maria 60°C e reconstituidas com 400uL. 70% acetato de etila/30% hexano, onde

foram secas novamente em banho-maria e derivatizadas.

As amostras foram lidas no espectrometro de massa com armadilha de ions (“ion
trap”) linear quadripolar QTRAP 5500 (Sciex) equipado com uma fonte de ionizacao
quimica a pressao atmosférica. O sistema incluiu duas bombas Shimadzu LC20ADXR e
um amostrador automatico Shimadzu SIL20ACXR. Detalhes sobre as especificacdes de

leitura do equipamento podem ser acessadas em KENEALY et al. (2013). O tempo de
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retengdo para cada analitos € de 2,7 Imin para cortisol, 2,75min para cortisona, 3,94 para
testosterona, 4,50 para androstenediona, 7,60 para progesterona, 18,85 para estradiol e
20,29 para estrona. Esses valores ndo sdo universais e variam, por exemplo, de acordo
com o gradiente da coluna da fase movel do LC-MS utilizado em cada

equipamento/laboratorio. O tempo de leitura padrdo ¢ de 12 minutos por amostra.

RESULTADOS

Imunoensaio para Ocitocina

Para a validagdo, ¢ necessario eleger amostras de alta e baixa concentragdo. Para
tanto, amostras que sabidamente devem apresentar niveis hormonais distintos. No caso,
escolheu-se machos e fémeas, fémeas sem filhote e fémeas com filhotes jovens. Os
resultados do ensaio de ocitocina estdo dispostos na Tabela 1. A curva padrao mostra que
o limite minimo de detecgdo ¢ de 1,56 pg/mL e o limite maximo ¢ de 100,00 pg/mL (Fig.
7). Uma curva padrdo foi produzida para cada placa lida, porém aqui serd apresentada

uma curva modelo.
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Figura 7: Curva padrdo do ensaio imunoenzimatico de ocitocina. A curva esta em escala logaritmica.
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Tabela 1: Listagem de amostras eleitas para o primeiro ensaio de ocitocina para serem utilizadas nas

validagdes.
Categoria Sexo- oT
Amostra Data de Coleta Etaria (peipoco) OT (pg/mL) Cr OT (mL)/Cr
GS312 3-Feb-2018 macho dominante  1121.396  2943.665  2.016 1460.15
GS420 17-May-2018 fémea adulta 333.361 875.072 2.157 405.69
GS425 2-Jun-2018 fémea com filhote  1203.677  3159.652 1.172 2695.95

GS624 29-Jul-2018 fémea com filhote ~ 167.843 440.589 2.146 205.31
GS627 26-Jul-2018 fémea com filhote  1013.709  2660.985  0.996 2671.67
GS797 5-Oct-2018 fémea com filhote 15.022 39.434 0.61 64.65
GS799 6-Oct-2018 fémea com filhote ~ 393.998 1034.244  0.557 1856.81
GS800 26-Sep-2018 fémea com filhote ~ 1025.87 2692.908 0.8 3366.14
GS802 13-Oct-2018 fémea com filhote 8.727 22.907 0.554 41.35
GS844 23-Nov-2017 macho dominante 8.192 21.505 0.599 35.90

Validacdo dos Ensaios de Ocitocina

Uma vez que a mensuragdo de ocitocina nunca havia sido realizada com urina de
bugio, os ensaios precisavam ser validados. Foram adotados trés procedimentos de
validagdo: 1) o paralelismo, ii) a acurdcia e iii) a recuperagdo. O teste de paralelismo
consiste em diluir serialmente um pool de amostras de alta concentragdo (de 1 até 10
vezes). Ja no caso da acuracia, ¢ utilizado um pool de amostras de baixa concentracao,
porém, em vez de diluir como no caso do teste de paralelismo, sdo adicionadas
concentragdes conhecidas do hormdnio em questdo que, no caso, consistem nos padrdes
do kit comercial (estes sim, sdo serialmente diluidos). Finalmente, o teste de recuperagao
consiste em adicionar concentracdes conhecidas da solugdo estoque contida no kit antes
da extragao e coletar as fracdes intermediarias do processo de extragcdo de forma a detectar
quanto e onde sdo perdidas as moléculas de ocitocina, caso ocorra perda. As amostras
GS624 e GS799 foram consideradas amostras de alta concentrag@o e as amostras GS802

e GS844 foram consideradas de baixa concentragao.

Os resultados do paralelismo ndo foram satisfatorios, mostrando que as amostras
diluidas serialmente ndo estavam correlacionadas com a curva padrdo do kit. Os
resultados do ensaio estdo dispostos no Apéndice IV.A. Devido a esses resultados, era
possivel que as dilui¢des tivessem sido muito abruptas e, portanto, decidimos por
intervalos menores. Portanto, além de repetirmos algumas dilui¢des, também testamos as

seguintes dilui¢des: 25%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%, considerando que a
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dilui¢do 1:2 equivale a 50%. Para este teste, elencamos quatro amostras (GS624, GS627,

GS797 e GS844). Os resultados dessas diluicdes estdo no Apéndice IV.B.

Ja no teste de acuracia, idealmente deve mostrar em uma porcentagem de variacao
entre = 15% (Apéndice IV.C). As dosagens foram realizadas em triplicata para verificar
possiveis erros de pipetagem. Ainda assim, o terceiro pogo da triplicata retornava valores

destoantes e possivelmente referem-se a material inerte contido nas amostras.

Similarmente, para o teste de acuracia elegemos valores intermedidrios que fossem
incluidos na curva padrao, sendo eles 0, 15, 20 e 80 pg/mL de concentragdao estoque de
ocitocina, adicionados a concentragdo da amostra elencada para este teste. Os resultados
estdo dispostos na tabela 4, evidenciando inconsisténcias ja que valores muito baixos e
muito altos apresentam uma taxa de recuperacdo mais baixa, ao passo que valores

intermediarios geraram uma recuperagao aceitavel de 66%.

Finalmente, para o teste de recuperagao, elencamos a amostra GS800. Os resultados
foram inconsistentes, de forma que a recuperagdo variou de acordo com a concentragiao
dos pocos (Apéndice IV.D). Concentragdes baixas e altas apresentaram valores de
recuperacao menores. As fragdes intermediarias foram coletadas e mensuradas em um

ensaio a parte (Apéndice IV.E).

Devido a alta inconsisténcia, optamos por acrescentar etapas de purificagdo durante a
extragdo. Foram utilizadas duas técnicas: 1) passar as amostras por um filtro GD/X de
0,2um (PDVF Filter media) de 25mm de diametro; e i1) adicionar outra segunda etapa de
SPE. Para estas tentativas, foram elencadas as amostras GS627 e GS800 separadas e em

duplicata.

Para a tentativa i, os tubos foram secos no speedvac e reconstituidos com isopropanol
20%, porém o volume final foi de 10mL. Com a ajuda de uma seringa, o volume total foi
passado pelo filtro. Apos a passagem, mais 3mL de isopropanol 80% foram enviados para
recuperar moléculas de OT que possivelmente tivessem ficado retidas no filtro (utiliza-se
o isopropanol pela sua alta afinidade com a OT). Mesmo enviando-se cerca de 13mL, o
volume final foi de 1 1mL para as quatro amostras. As amostras foram secas e submetidas

ao ensaio de ocitocina.

J& na tentativa ii, as amostras que estavam estocadas em 300uL de etanol 100%, foram
secadas no speedvac e reconstituidas com 200uL de isopropanol 20% de forma que o

volume final fosse ImL. Durante a segunda SPE, a etapa de lavagem foi repetida trés
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vezes e, em vez de ACN/TFA, a lavagem consistiu em 0.1% TFA. As etapas seguintes

foram seguindo o protocolo padrao de extracdo e ensaio (Apéndice IV.F).

Especialmente no que tange a amostra GS627 dessas duas tentativas, o resultado das
duplicatas foi discrepante, onde uma apresentou valores de 29.182 pg/pogo e a segunda
de 15.360 pg/poco. Os resultados da tentativa ii (SPE) foram mais consistentes entre si,

embora muito préximos do limite minimo de detec¢do do ensaio.

Analisando-se as dosagens das amostras puras nos diferentes ensaios, € possivel
perceber que uma mesma amostra apresentou diferentes valores em diferentes ensaios.
Por exemplo, a amostra GS624 apresentou valores distintos (167.843pg/po¢o em um ensaio
¢ 476.801pg/poco em outro). Aliado a isso, uma vez que o teste de paralelismo falhou e
o teste de recuperagcdo mostrou uma percentagem baixa nos valores altos e baixos, entao
nao se pode dizer que o ensaio foi validado, ainda que o teste de acuracia tenha mostrado

um desvio satisfatorio.
Ensaio Multiesteroide no LC-MS

Todos os protocolos de extragao requereram dois dias para finalizagao, um processo
bem mais longo se comparado aos protocolos de extracdo por EIE/RIE. Ademais, o
controle interno (ISTD) ndo apareceu nas imagens geradas pelo LC-MS, motivo que nos
levou a alterar tanto seu volume quanto o0 momento em que o mesmo era adicionado, de
modo que nada fosse perdido em meio a tantas etapas de purificagdo. Os metabdlitos do
ISTD sao quimicamente e estruturalmente semelhantes aos metabodlitos encontrados nas
amostras, de modo que devem eluir em tempo proximo ao seu respectivo analito, com os
metabolitos do ISTD eluindo primeiro e os da amostra, cerca de 2 minutos ap6s o pico do
ISTD. E por conta da adi¢do do ISTD que cada amostra tem seu proprio controle interno,

ou sua propria “validagao”.

A progesterona sera utilizada aqui como exemplo (Apéndice IV.G). A progesterona
da amostra ¢ quebrada em duas regides que aceitam hidrogénio, de modo que seja possivel
rotular isotopicamente nove de seus hidrogénios (por isso designada como progesterone-
d9). Essa rotulagdo ocorre no equipamento LC-MS. Além disso, sao usados dois
fragmentos ionizados do mesmo analito, sendo um para quantificagdo (linha azul na
figura, massa 315/97) e outro para qualificacdo (linha vermelha na figura, massa

315/109), e o padrao de ambos no cromatograma deve ser o mesmo. A auséncia de
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correspondéncia entre os quantificadores e qualificadores também indicam problema de

leitura.

No protocolo 1, ndo foi possivel detectar os niveis de progesterona, o que nos levou
a aumentar o volume inicial das amostras no protocolo 2. Além disso, os primeiros 3
protocolos apresentaram muito ruido e as amostras entupiram o equipamento, 0 que nos
levou a incluir uma etapa de remogao lipidica no protocolo 4. Apenas no protocolo 6
observamos os niveis de progesterona, porém os demais hormonios nao foram detectados.
Os protocolos aqui empregados foram semelhantes aos utilizados na literatura para as
mais variadas matrizes (pelo, fezes e células do cérebro, por exemplo), porém nenhum
deles foi capaz de retornar todos os metabolitos de interesse, mesmo quando dobramos o

tempo de leitura pelo equipamento.

DISCUSSAO

Enzimaimunoensaio de Ocitocina

A mensuracao de ocitocina (OT) ¢ rodeada de muita controvérsia. Além da
discussao acerca da correlacdo entre niveis sanguineos periféricos e centrais, também se
discute questdes metodologicas como a necessidade ou ndo de extragdo desse hormonio
das matrizes biologicas (MCCULLOUGH et al., 2013; ZIEGLER, 2018). Ademais, um
estudo de SELTZER & ZIEGLER (2007) mostrou que a ocitocina urinaria corresponde
nao apenas a forma intacta, mas também a forma fracionada. Esse ¢ um fator complicador
ja& que dependendo de onde o anticorpo se conecta a molécula de OT, os resultados
referentes aos niveis de OT podem variar, de modo que os ensaios necessitem reconhecer
as diferentes fracdes desse hormonio. A OT urindria foi extraida com sucesso em primatas
e roedores (CARTER et al., 2008; SNOWDON et al., 2010; MOSCOVICE & ZIEGLER,
2012; CROCKFORD et al., 2013; REYES et al., 2014; FINKENWIRTH et al., 2015),

com especificidade satisfatdria e validados pelo paralelismo e pela acuracia.

Com relagdo a necessidade ou ndo de extracdo, os imunoensaios sdo sensiveis a
interferéncia e geralmente requerem purificagdao por extragdo (KUKUCKA & MISRA,
1994). As interferéncias — as vezes chamadas de “efeito matriz” — sdo das mais variadas
origens, desde ligagdes ao cdlcio e ao magnésio, altas concentragdes de sais, diferengas
no pH e outras substancias presentes na urina (BRIDGES & MARINO, 1987). O uso da
extracdo de fase solida (“solid phase extraction”, SPE) ¢ amplamente utilizado (e.g.

SCHAMS, 1983; SNOWDON et al., 2010). Nesse método, peptideos e esteroides sao
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separados por sua polaridade. O estudo de GRAY et al. (2007) mostrou uma recuperacao
alta de OT, de forma que pouco seja perdido no procedimento de SPE. J& um outro
trabalho mostrou que diluir amostras de plasma antes do ensaio retornou valores mais
altos (CARTER et al., 2008), enquanto outro mostrou que amostras purificadas com SPE

retornaram valores mais baixos (KANG et al., 2013).

Além de todas essas problematicas, ha também questdes quanto ao armazenamento
das amostras. A OT ¢ um hormdnio 1abil e degrada rapidamente caso as amostras nao
sejam mantidas congeladas ou, preferencialmente, em ambientes acidos (ZIEGLER,
2018). Idealmente, as amostras devem ser extraidas a campo ou mantidas acidificadas

(CROCKFORD et al., 2013).

No caso das amostras de bugio, ndo foi possivel detectar a razao pela qual o ensaio
nao foi validado. Sabe-se que os bugios se alimentam de folhas, inclusive folhas velhas,
essas de dificil digestdo, ricas em minerais e compostos secundarios (MCKEY, 1974;
ROCKWOOD, 1974), habito pouco comum entre os folivoros, ja que, em geral, eles
preferem folhas jovens e brotos de facil digestao e maior valor energético (ver MILTON,
1979). Os minerais e compostos fendlicos encontrados nas folhas, sobretudo nas folhas
maduras e velhas, sdo geralmente excretados na urina por meio de produtos
desintoxicantes (como os glicuronideos) de forma a manter a homeostase do animal
(TAHVANAINEN et al., 1991; ZHENG et al., 2002). Em um estudo que visava mensurar
minerais urinarios em Alouatta palliata, o ensaio detectou interferéncia por ions e,
portanto, ndo foi possivel obter resultados satisfatorios (NAGY & MILTON, 1979). E
possivel que essa dieta tnica dos bugios, diferente das demais espécies nas quais o ensaio
foi validado, tenha influenciado a concentracao de sais ou compostos conjugados contidos
na urina e, portanto, prejudicado o ensaio. Outra possibilidade ¢ que o congelamento da
urina in natura nao tenha sido suficiente para manter a estabilidade da OT, porém por
conta dos resultados dos ensaios, essa explicagdo ¢ menos provavel, embora nao

inteiramente descartada.

Outra hipotese para o insucesso dos ensaios seria por conta da baixa
compatibilidade entre os anticorpos produzidos para o ensaio de ocitocina e os do género
Alouatta. De acordo com dados e alinhamentos obtidos do GenBank, ha uma
compatibilidade de 95% entre os receptores de OT de humanos e saguis, um primata
amplamente empregado nos estudos de OT urinario (SELTZER & ZIEGLER, 2007), e

também entre caes e humanos, outro organismo cuja ocitocina urinaria também ja foi
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mensurada (SCHAEBS et al, 2019). Porém, a compatibilidade cai para 85% entre
receptores de OT humanos e de bugios. Contudo, isso ndo necessariamente significa que
a variagdo se encontra na regido de ligagdo com o hormonio, porém pode indicar uma
coevolucao entre receptor e molécula, onde a variagao observada no receptor pode refletir
uma variacao na molécula de ocitocina. De fato, conforme dito anteriormente, os primatas
Neotropicais apresentam cinco formas distintas da molécula de OT, ao passo que género
Alouatta apresenta uma forma Unica e exclusiva de ocitocina, com uma fenilalanina na
posicdo dois (Phe?), mas aparentemente essa variagdo ndo é suficiente para acarretar
funcdes fisioldgicas distintas (REN et al., 2015). As diferentes moléculas de OT
encontradas em primatas Neotropicais foram associadas ao padrao de cuidado biparental
comum nesse grupo (FRENCH et al., 2016). Os autores enfatizam que muitos estudos
com ocitocina, especialmente os que envolvem anticorpos € antagonistas, sao otimizados
para OT-Leu®. Portanto, diferencas na molécula e na expressdo génica dos receptores
podem ter efeito negativo em ensaios hormonais do presente trabalho, embora isso ainda

nao tenha sido comprovado.
LC-MS

Para o LC-MS, o efeito de matriz mais comum ¢ o dos fosfolipidios contidos nas
amostras e, at¢ o momento, ndo hd consenso sobre como contornar esse problema
(TRUFELLI et al., 2011). Os fosfolipidios (FL) constituem as membranas celulares e sdo
facilmente encontrados nas mais variadas matrizes, sendo o maior desafio para a analise.
A dificuldade em se lidar com os FL deve-se ao fato de sua natureza distinta, suas
diferentes propriedades quimicas e distintos pesos moleculares (GUO & LANKMAYR,
2011), chegando a quase 500 tipos de FL (TAGUCHI et al.,, 2000; HAN & GROSS,
2005). Os FL atuam como surfactantes, de modo que os procedimentos de purificagdo e

extracdo sejam menos eficientes.

Para contornar tal problema, diferentemente do que ¢ possivel com os
imunoensaios, adicionar hormonios sintéticos como padrdes internos (ISTD) geralmente
¢ suficiente (ALDER et al., 2004; VAN EECKHAUT et al., 2009). Entretanto, os efeitos
dos FL podem ser tao intensos que mesmo a adicdo de padrdes internos pode nao ser o
bastante. H4 algumas estratégias para contornar o efeito dos FL, como alterar a ionizagao
do equipamento. Contudo, a melhor solucio ¢ remover o efeito antes mesmo da inje¢ao
no equipamento, como adicionar etapas de SPE associadas a extra¢do liquida-liquida

(LLE) e, até mesmo, alterar o tempo de leitura durante a cromatografia (BHATT et al.,



167

2006; LITTLE et al., 2006; CHAMBERS et al., 2007; DU et al., 2008; XIA et al., 2009).
No estudo de CHAMBERS e colaboradores (2007), a adi¢ao da etapa de LLE retornou
extratos mais limpos, porém a recuperagdo foi baixa. Outros trabalhos relatam uma
significativa melhora com uma coluna polimérica para SPE, além de outras formas mais

caras e engenhosas de lidar com FL, embora nunca completamente removido (ISMAIEL

et al., 2010).

No caso dos bugios, além de sua dieta rica em folhas velhas, eles também sao
sabidamente frugivoros, e as sementes das frutas sdo ricas em lipidios (NAWAR, 1985).
Além disso, os fosfolipidios (FL) s@o o material bruto do qual ¢ produzido o acido
jasmonico, um composto de defesa das plantas contra patdgenos (CANONNE et al.,
2011). Contudo, os FL sdo encontrados em todas as membranas celulares, ndo sendo
exclusivos de plantas. Portanto, ndo se esperaria que uma dieta rica em plantas maduras
e/ou frutas apresentasse mais FL do que uma dieta animalivora, embora um estudo
comparativo ainda nao tenha sido realizado. Um estudo sobre concentragdes plasmaticas
de lipoproteinas em Alouatta palliata nao identificou valores muito diferentes das dos
humanos, e aparentemente independia da dieta (CLARK et al., 1987). Apesar do foco nos
FL, ¢ possivel que a interferéncia tenha sido de outra natureza. Ainda assim, similar ao
que ocorreu no ensaio de ocitocina, o metabolismo dos bugios pode ter influenciado os
resultados e impossibilitado a leitura pelo equipamento. E possivel que um aumento no
tempo de leitura do equipamento pudesse prover tempo suficiente para separacao dos
fosfolipidios e outros compostos dos metabodlitos hormonais. Como proximos passos,
seria interessante verificar a influéncia da dieta na qualidade dos ensaios hormonais tanto

imunoenzimaticos quanto pelo LC-MS.

CONCLUSOES

Os métodos de extragdo e analise do presente trabalho ndo foram bem sucedidos,
embora baseassem em métodos descritos para espécies proximas. Espécies proximas
podem divergir quanto a producao, metabolizacdo e sucesso na mensuragdo hormonal
nao-invasiva, de modo que uma espécie ndo sirva, necessariamente, de modelo para todas
as demais espécies (ADKINS-REGAN, 2005). Essa situagdo pode ser um embargo nos
estudos endocrinoldgicos de animais selvagens no contexto de crise da biodiversidade,

pois as espécies estao desaparecendo antes mesmo de serem estudadas adequadamente.
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O bugio-ruivo (Alouatta clamitans) sofreu forte declinio populacional nos tltimos
cinco anos devido ao surto de febre amarela, levando-o a constar na lista das 25 espécies
de primatas mais ameacadas do mundo em 2019 (BUSS et al., 2019). Uma vez que os
hormonios guiam tanto os processos reprodutivos quanto padrées comportamentais
(reprodutivos ou ndo), o conhecimento da endocrinologia ¢ fundamental para entender
como as espécies se mantém na natureza, esclarecendo os padrdes de manutengdo (i.e.
sobrevivéncia), acréscimo (i.e. nascimento) e decréscimo (i.e. morte) de individuos na

populagdo, sendo esses os pilares da conservagao (WIKELSKI & COOKE, 2006).
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Os primatas estdo passando por um momento delicado de declinio populacional em escala
global. As principais ameacas incluem a destruicdo do habitat, superexploragdo de
recursos naturais, cacga ilegal, invasdo por espécies exoticas e, em alguns casos, alta
suscetibilidade a doengas, como os bugios-ruivos Alouatta clamitans. Devido a essa crise
da biodiversidade mundial, o nimero de espécies continuamente incluidas nas categorias
ameacadas da IUCN ¢ crescente ¢ os esfor¢os de conservagao sao essenciais. Com relagao
a populacdes ex situ, o baixo sucesso reprodutivo geralmente resulta de conhecimento
insuficiente sobre sua fisiologia reprodutiva ou manejo sub6timo como consequéncia da

falta de conhecimento sobre as necessidades naturais da espécie.

Os bugios sdo tidos como um primata altamente resiliente a agdo antropica e parte de seu
sucesso se deve a flexibilidade ecologica, de modo que o tamanho do fragmento nao altera
seu padrdao comportamental. Contudo, parte dos estudos esta centrada em populagdes nao-
brasileiras, como Alouatta pigra e A. palliata. No que tange as espécies brasileiras, a
quase totalidade dos trabalhos, sobretudo com a espécie A. clamitans, diz respeito a
populagdes ao sul e em fragmentos pequenos. Portanto, o objetivo central dessa tese era
entender os desdobramentos para o comportamento social de grupos que vivem em um
ambiente grande e conectado, um dos maiores — e ultimos — fragmentos de Mata Atlantica

do mundo.

No Capitulo I, onde se abordou os parametros socioecoldgicos, viu-se que eles foram
semelhantes a outras espécies do género e semelhantes a outras populagdes vivendo em
fragmentos menores e de clima diferente, de modo que a area de estudo e os fatores
abioticos do presente estudo ndo se traduziram em parametros diferenciados. Entretanto,
ressalta-se a variagdo entre grupos com relacdo a area de vida, a auséncia de sobreposi¢ao
de territorios e a baixa competitividade entre grupos, entre individuos e entre espécies.
Esses dados sdo altamente relevantes para mostrar que grandes fragmentos pristinos,
embora ndo alterem o orcamento de atividades dos grupos, podem sim diminuir a
competitividade e, possivelmente, diminuir o estresse, revertendo-se em uma saude

melhor da populagao local.

Ja no Capitulo II, verificou-se que, apesar dos parametros ecoldgicos semelhantes ao
encontrado em outros trabalhos, as sociedades de bugios do PECB apresentaram um
padrao distinto e uma das mais altas taxas de interacdo entre individuos. Além da
verificacdo que ambos os sexos dispersam, a composi¢ao dos grupos foi extremamente

fixa. J4 as redes sociais destacaram as fémeas como agentes centrais na catagdo, um
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padrao ubiquo aos primatas. A associagdo espacial salientou a centralidade dos imaturos,
além de maes ¢ seus filhotes serem as diades com maiores indices de associagao. Outro
resultado interessante foi a relagdo entre mudancas demograficas e comportamento social,
onde o grupo com maiores mudangas também foi aquele com menores taxas de catacao e

maiores taxas de agressao.

Ao longo do Capitulo 111, as questdes que permeiam as diferengas individuais no cuidado
materno foram abordadas. Embora tenha se verificado que essa populacao interage mais
que outras, as interacoes mae e filhote ndo foram frequentes o suficiente para aplicar as
categorias propostas para estilo materno de Catarrhini em um primata Neotropical sem
combina-las em categorias mais abrangentes. Visto que as interagdes foram raras e as
vezes ausentes, 0 tempo em contato fisico entre maes e filhotes foi a categoria que melhor
explicou a variagao entre fémeas. Contrariamente, a associagdo espacial ndo foi diferente
entre as maes. Portanto, o contato fisico, mas ndo a proximidade, ¢ o principal indicativo

de relagdes mae-filhote.

Finalmente, o Capitulo IV mostrou que técnicas inovadoras, como o LC-MS, e técnicas
pouco incorporadas, como a dosagem de ocitocina urinaria, por serem ainda pouco
difundidas, carecem de valida¢do nos mais diferentes niveis. Os dados aqui providos
serdo de grande valia para que os futuros trabalhos economizem tentativas com amostras

de dificil obten¢ao, como a urina.

Portanto, como conclusio geral tem-se que, embora o tamanho do fragmento do presente
estudo ndo tenha se expressado em distintos parametros socioecologicos € orgamento de
atividades para essa populacao, as interagdes sociais variaram amplamente do relatado na
literatura, com maiores taxas de interagdo, maiores taxas de catacdo e menor
competitividade entre os grupos. Além disso, grupos podem responder individualmente
com relacdo a variagdes demograficas e area de vida, por exemplo. Ademais,
comportamentos extremamente raros € novos foram detectados para essa populacdo.
Esses resultados evidenciam como estudos de historia natural e do comportamento social
fornecem conhecimento fundamental para nossa compreensao de como grupos

individuais se comportam em ambientes pristinos, de modo que possamos entender as

consequéncias da nossa atividade e da fragmentagdo nas populacdes selvagens.
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APENDICE IV.A - Resultado das diluigdes seriadas do pool das amostras de alta

concentragdo para o ensaio de ocitocina urinaria.

Dilui¢do | pg/poco | Dilui¢do | pg/poco
1:1 726.707 1:6 0.254
1:1 725.521 1:6 0.421
1:1 720.800 1:6 0.434
1:2 3.015 1:7 0.592
1:2 2.360 1:7 0.319
1:2 2.838 1:7 0.365
1:3 0.481 1:8 0.229
1:3 0.515 1:8 0.174
1:3 0.527 1:8 0.187
1:4 0.694 1:9 0.537
1:4 0.763 1:9 0.231
1:4 0.515 1:9 0.264
1:5 0.387 1:10 0.554
1:5 0.324 1:10 0.344
1:5 0.238 1:10 0.268
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APENDICE IV.B - Dilui¢des menores de quatro amostras (GS624, GS627, GS797 e

GS844). “Fora” indica fora do limite de deteccao do teste. A sequéncia de diluicdo ndo

foi a mesma para todas as amostras por conta do menor volume.

Diluicio pg/poco Diluicio pg/poco Diluicdo | pg/pogo Diluicio pg/poco
GS624-25% | 15348 | GS627-25% | 8.604 | GS797-25% | 3.588 | GS844-25% | 1.730
GS624-25% | 15.705 | GS627-25% | 8.786 | GS797-25% | 3.407 | GS844-25% | 1.605
GS624-25% | 22.044 | GS627-25% | 9.603 | GS797-25% | 2.961 | GS844-25% | 1.338
GS624-60% | 1046.902| GS627-60% | 29.758 | GS797-40% | 3.729 | GS844-60% | 4.391
GS624-60% | 848.416 | GS627-60% | 28.846 | GS797-40% | 4.795 | GS844-60% | 3.872
GS624-60% | 532.916 | GS627-60% | 29.320 | GS797-60% | 5.166 | GS844-60% | 3.251
GS624-70% GS627-70% | 89.528 | GS797-60% | 4.846 | GS844-70% | 3.557
GS624-70% GS627-70% | 68.224 | GS797-60% | 6.279 | GS844-70% | 3.272
GS624-70% GS627-70% | 69.710 GS844-70% | 9.905
GS624-80% GS627-80% | 1183.026 | GS797-80% | 10.508 | GS844-80% | 4.760
GS624-80% GS627-80% | 632.957 | GS797-80% | 10.710 | GS844-80% | 4.280
GS624-80% GS627-80% | 809.765 | GS797-80% | 9.494 | GS844-80% | 4.968
GS624-90% GS844-90% | 5.875
GS624-90% GS844-90% | 3.706
GS624-90% GS844-90% | 3.575
GS624-100% | 967.678 | GS627-100% GS797-100% | 119.028 | GS844-100% | 5.395
GS624-100% | 436.967 | GS627-100% GS797-100% | 102.672 | GS844-100% | 5.051
GS624-100% | 476.801 | GS627-100% GS797-100% | 101.015 | GS844-100% | 5.595
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APENDICE IV.C - Resultado do teste de acuricia. Primeira coluna indica as
concentragdes tedricas adicionadas de acordo com os valores do kit; a segunda coluna
mostra o valor base mensurado do pool de amostras (hexaplicatas) e o valor mensurado
no ensaio; a terceira coluna indica o valor esperado (valor médio do poo/ mais o valor
adicionado); a quarta coluna mostra o valor observado; € a quinta coluna mostra a

variagdo em porcentagem. Os valores marcados em vermelho foram discrepantes.

~ . | Concentracao | Concentraciao
Concentracio | Concentracio
OT pipetada | OT calculada LOEL e
esperada observada
0 5.687
0 7.042
0 5.842
0 6.230
0 5.674
0 5.523 X =6.000
1.56 1242 7242 |NSS0B2 % variagio
1.56 1.242 7.242 6.08 83.96
1.56 1.242 7.242 6.412 88.54
3.12 4.698 9.120
3.12 4.698 9.120 9.128 100.09
3.12 4.698 9.120 8.113 88.96
6.25 5.189 12.250 13.23 108.00
6.25 5.189 12.250 12.696 103.64
6.25 5.189 12.250 11.901 97.15
12.5 11.56 18.500 19.608 105.99
12.5 11.56 18.500 19.21 103.84
12.5 11.56 18.500 21.659 117.08
25 23.608 3000 (GO 00
25 23.608 31.000 39.356 126.96
25 23.608 31.000 37.236 120.12
50 60.516 56.000 86.151 153.84
50 60.516 56.000 88.679 158.36
50 60.516 56.000 84.049 150.09
100 91.701 106.000 90.441 85.32
100 91.701 106.000 92.339 87.11
100 91.701 106.000 84.831 80.03
Média 108.84
DP 19.27
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APENDICE IV.D - Resultado do teste de recuperagdo. Primeira coluna indica as
concentragdes teoricas adicionadas de acordo com os valores do kit; a segunda coluna
mostra o valor base mensurado das quadruplicatas da amostra GS800 e o valor mensurado
no ensaio; a terceira coluna indica o valor esperado (valor médio das quadruplicatas mais
o valor adicionado); a quarta coluna mostra o valor observado; e a quinta coluna mostra

a variacdo em porcentagem. As concentracdes estdo em picograma por pogo (pg/poco).

Concentracdo | Concentracao e Concentraciao
(.1e oT de OT total esperada total % recuperado
pipetada calculada observada

0 6.008

0 4.561

0 5.219

0 5.663 x=5.36275

15 20.36275 7.025 34.50
15 20.36275 7.854 38.57
20 2536275 16.939 66.79
20 25.36275 16.465 64.92
80 85.36275 48.209 56.48
80 85.36275 35.122 41.14
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APENDICE IV.E - Resultado do ensaio envolvendo algumas das fragdes
intermediarias do teste de recuperacdo. SPE 1% e 2% indicam a ordem que foi realizada.
Limite minimo: 4.095pg/mL e limite maximo: 262.500 pg/mL.

Amostra Etapa SPE | OT pg/mL
GS800 ImL 10%ACN/0.1%TFA (3a) 1? >262.500
GS800 ImL 10%ACN/0.1%TFA (3a) 1? >262.500
GS800 + alta ImL 10%ACN/0.1%TFA (3a) 1? >262.500
GS800 + alta ImL 10%ACN/0.1%TFA (3a) 1? >262.500
GS800 lavagem 1 (0.1%TFA) 2 27.48
GS800 lavagem 1 (0.1%TFA) 2° <4.095
GS800 + alta lavagem 1 (0.1%TFA) 2° <4.095
GS800 + alta lavagem 1 (0.1%TFA) 2° 10.76
GS800 lavagem 2 (0.1%TFA) 2? 9.25
GS800 lavagem 2 (0.1%TFA) 20 86.45
GS800 + alta lavagem 2 (0.1%TFA) 2° 17.83
GS800 + alta lavagem 2 (0.1%TFA) 2° 62.69
GS800 lavagem 3 (0.1%TFA) 2° 4.77
GS800 lavagem 3 (0.1%TFA) 2° <4.095
GS800 + alta lavagem 3 (0.1%TFA) 2° <4.095
GS800 + alta lavagem 3 (0.1%TFA) 2° 9.91

APENDICE IV.F - Relagio das concentragdes oriundas do ensaio de ocitocina.
Amostras GS627 ¢ GS800 foram utilizadas como controle, sem utilizagdo de filtro ou de
uma segunda SPE. As amostras indicadas como “filtro” sdo aquelas da tentativa i, onde a
amostra diluida em isopropanol passou por um filtro. Ja as amostras indicadas como
“SPE” sdo aquelas da tentativa ii, onde se realizou uma segunda extracao de fase solida

(SPE).

Amostra | pg/poco | pg/mL
GS627 977.769 |2566.643
GS627 726.443 | 1906.914
GS627-filtro | 29.182 | 76.602
GS627-filtro | 15.360 | 40.320
GS627-SPE 6.663 | 17.490
GS627-SPE 6.689 | 18.030
GS800 1052.727 | 2763.409
GS800 1132.407 | 2972.568
GS800-filtro | 11.683 | 30.667
GS800-filtro 9.929 | 26.063
GS800-SPE 5219 | 13.701
GS800-SPE 5.663 14.864




195

APENDICE IV.G - Cromatogramas de Progesterona de cada um dos protocolos

utilizados na analise multiesteroide do LC-MS.
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APENDICE I.A: Lista de dias com a quantidade de horas de observagio para cada grupo.

Horas de G3 G4
observacio

<4 |11 4
4a5s 2 0
5a6 |0 2
6a7 0 0
7a8 |4 1
8a9 2 4
>9 | 46 43

APENDICE I.B: Lista de valores diarios das variaveis analisadas e incluidos no modelo da andlise de caminhos.

Grupo Chuva Més Estacdo IE IG Intra (':l"(:)r:la[;. Descanso Forrageio Locomocio Outro %Fruta %Folha PD
G3 47 Nov | Chuvosa 0 2 NA 2 NA NA NA NA NA NA 1078.6
G3 3.1 Nov | Chuvosa | 2 3 NA 5 NA NA NA NA NA NA 775.2
G3 0 Nov | Chuvosa 0 1 NA 1 NA NA NA NA NA NA 866.1
G3 0.2 Dez | Chuvosa 0 2 NA 2 61.1 17.4 7.4 14.1 0.0 36.4 1198.2
G3 0 Dez | Chuvosa 0 3 NA 3 41.6 22.6 16.8 19.0 21.4 57.1 1124.2
G3 0 Dez | Chuvosa | 0 1 1 2 46.2 10.9 235 19.3 8.3 50.0 947.9
G3 2 Dez | Chuvosa 0 1 NA 1 333 25.0 41.7 0.0 0.0 12.5 748.1
G3 2.7 Jan | Chuvosa 0 1 NA 1 NA NA NA NA 25.0 58.3 1088.8
G3 0.1 Jan | Chuvosa 0 1 NA 1 85.7 0.0 0.0 14.3 0.0 100.0 737.2
G4 0.8 Jan | Chuvosa 0 1 NA 1 NA NA NA NA 50.0 50.0 487.2
G4 2.8 Jan | Chuvosa 1 2 NA 3 NA NA NA NA 18.8 50.0 700.7




G4 1.8 Jan | Chuvosa @1 1 1 3 18.8 25.0 25.0 31.3 46.7 40.0 895.9
G4 21.8 Jan | Chuvosa 2 2 NA 4 NA NA NA NA 353 41.2 567.8
G4 44 Jan | Chuvosa @ 8 2 3 13 0.0 34.8 26.1 39.1 21.1 63.2 1093.3
G4 14.2 Jan Chuvosa 0 2 NA 2 34.7 20.4 28.6 16.3 NA NA 1075.7
G4 9.2 Jan | Chuvosa 0 1 NA 1 38.7 10.7 36.0 14.7 NA NA 1272.1
G4 15.3 Jan Chuvosa 0 1 1 2 60.3 17.8 13.7 8.2 50.0 30.0 645.9
G4 5.7 Jan | Chuvosa 2 1 NA 3 20.8 29.2 22.2 27.8 16.7 61.1 1426.3
G4 5.1 Fev | Chuvosa 1 1 NA 2 46.2 28.8 17.3 7.7 25.0 66.7 828.8
G3 1.7 Fev | Chuvosa 2 1 NA 3 40.0 26.0 24.0 10.0 33.3 50.0 771.9
G3 0.4 Fev | Chuvosa 2 1 1 4 66.3 12.0 4.3 17.4 23.5 52.9 857.2
G3 0.2 Fev | Chuvosa 0 2 NA 2 35.2 22.1 27.0 15.6 5.9 70.6 1025.3
G3 2.4 Mar Chuvosa 0 1 1 2 NA NA NA NA 41.2 41.2 758.7
G3 7.3 Mar  Chuvosa & 0 1 NA 1 74.6 5.1 8.5 11.9 36.4 36.4 1073.7
G3 9.7 Mar Chuvosa 0 1 NA 1 52.0 33.7 4.1 10.2 63.6 18.2 3534
G3 0.1 Mar  Chuvosa | 0 1 NA 1 50.0 0.0 10.5 39.5 100.0 0.0 256.1
G4 1.1 Mar Chuvosa 2 1 NA 3 21.1 36.6 16.9 254 42.9 42.9 737.7
G4 0.1 Mar  Chuvosa @2 1 NA 3 58.5 17.1 11.0 13.4 41.2 52.9 1270.7
G4 56.3 | Mar Chuvosa 1 1 NA 2 32.5 18.2 31.2 18.2 66.7 25.0 826.7
G4 0 Mar  Chuvosa & 0 1 NA 1 41.5 30.5 134 14.6 64.7 294 1027.2
G4 0 Mar Chuvosa 1 2 NA 3 NA NA NA NA 35.7 42.9 1076.5
G3 1 Abr | Chuvosa 0 1 NA 1 NA NA NA NA 42.9 28.6 586.7
G3 4.1 Abr | Chuvosa 0 1 NA 1 67.9 21.4 8.3 2.4 71.4 21.4 673.2
G3 0.2 Abr | Chuvosa 0 1 NA 1 17.2 51.7 20.7 10.3 41.7 333 563.8
G3 0.2 Abr | Chuvosa 0 1 NA 1 77.6 18.4 39 0.0 70.0 20.0 418.8
G3 0 Abr | Chuvosa 0 1 NA 1 54.4 40.4 53 0.0 57.1 28.6 294.0
G3 0 Abr | Chuvosa 1 1 NA 2 74.8 24.4 0.8 0.0 66.7 33.3 691.7
G4 0 Abr | Chuvosa 0 2 1 3 37.7 333 23.2 5.8 80.0 0.0 842.5
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G4 0 Abr Chuvosa 0 1 NA 1 323 40.0 23.1 4.6 54.5 0.0 733.5
G4 0 Abr | Chuvosa 1 1 NA 2 53.8 13.8 16.3 16.3 50.0 0.0 769.2
G4 0.2 Abr Chuvosa 0 1 NA 1 56.0 22.0 6.6 15.4 64.3 7.1 619.2
G4 15.1 | Abr Chuvosa 1 0 NA 1 70.2 26.2 3.6 0.0 57.1 0.0 266.8
G3 0 Mai Seca 1 1 NA 2 70.2 22.8 7.0 0.0 58.3 25.0 419.4
G3 0 Mai Seca 0 1 NA 1 55.2 20.9 9.0 14.9 90.0 0.0 430.1
G3 0 Mai Seca 1 1 2 4 61.5 28.1 7.3 3.1 52.9 47.1 785.1
G3 20 Mai Seca 1 1 NA 2 933 0.0 6.7 0.0 25.0 25.0 360.0
G4 0 Mai Seca 0 1 1 2 55.2 15.5 29.3 0.0 31.3 6.3 648.5
G4 0.2 Mai Seca 0 2  NA 2 66.2 18.2 14.3 1.3 80.0 0.0 691.0
G4 0.1 Mai Seca 1 1 NA 2 63.8 23.8 10.8 1.5 43.8 6.3 482.7
G4 1 Mai Seca 0 1 NA 1 65.9 13.0 21.1 0.0 63.6 9.1 987.0
G4 1.1 Mai Seca 0 1 NA 1 37.2 27.9 29.1 5.8 78.6 0.0 4343
G4 0.3 Mai Seca 0 1 NA 1 10.3 48.7 35.9 5.1 91.7 0.0 448.6
G4 0.3 Mai Seca 0 2 NA 2 44.6 26.2 15.4 13.8 69.2 7.7 734.2
G4 0 Mai Seca 1 1 NA 2 44.9 26.8 21.7 6.5 63.6 9.1 506.8
G4 0 Jun Seca 1 1 1 3 46.2 14.4 30.8 8.7 66.7 0.0 1040.5
G4 0 Jun Seca 0 1 NA 1 61.8 10.5 14.5 13.2 25.0 0.0 587.7
G4 0 Jul Seca 0 2 NA 2 48.1 15.2 24.1 12.7 25.0 0.0 684.0
G4 0.4 Jul Seca 0 1 NA 1 4.5 40.9 36.4 18.2 30.0 0.0 621.8
G4 4.5 Jul Seca 0 1 1 2 64.7 12.0 15.8 7.5 41.7 25.0 744.6
G4 0.4 Jul Seca 1 1 NA 2 52.0 27.2 17.6 3.2 235 59 875.8
G4 0.1 Jul Seca 0 1 NA 1 46.6 19.0 29.4 4.9 75.0 0.0 1021.8
G4 0 Jul Seca 0 1 NA 1 44.8 25.9 21.6 7.8 25.0 12.5 2592.6
G4 0.1 Set Seca 0 1 NA 1 62.0 20.7 9.9 7.4 16.7 0.0 395.3
G4 0.1 Set Seca 2 1 1 4 47.1 22.6 17.4 12.9 50.0 0.0 548.8
G4 0 Set Seca 0 1 NA 1 50.0 15.1 24.7 10.3 NA NA 861.0
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G4 0 Set Seca 0 2  NA 2 63.0 23.7 12.6 0.7 NA NA 592.8
G4 0 Set Seca 0 1 NA 1 59.5 20.8 15.0 4.6 30.0 10.0 789.4
G4 0 Set Seca 1 1 1 3 353 37.3 17.3 10.0 36.4 4.5 794.8
G4 0 Out Seca 0 1 NA 1 56.3 27.3 14.2 23 41.7 0.0 1121.7
G4 2.2 Out Seca 0 1 NA 1 40.4 213 225 15.7 15.4 23.1 633.5
G4 3.9 Out Seca 0 1 NA 1 66.7 0.0 30.0 33 46.2 15.4 829.8
G4 2.8 Out Seca 0 1 NA 1 66.2 27.2 2.6 4.0 23.1 23.1 885.9
G3 182 | Out Seca 0 1 2 3 65.4 18.0 13.5 3.0 333 0.0 549.1
G3 7.5 Out Seca 0 1 NA 1 58.4 29.2 6.2 6.2 36.4 0.0 524.8
G3 0.3 Out Seca 0 1 NA 1 81.6 7.9 6.1 4.4 75.0 0.0 474.5
G3 0 Nov | Chuvosa 0 1 NA 1 80.2 8.3 2.1 9.4 37.5 12.5 503.5
G3 2.1 Nov Chuvosa 0 NA NA 0 75.8 12.6 0.0 11.6 50.0 0.0 263.4
G3 9.7 | Nov | Chuvosa | 0 1 1 2 69.5 21.1 2.1 7.4 61.5 15.4 576.4
G3 0 Nov Chuvosa 0 1 1 2 442 41.6 3.9 10.4 62.5 25.0 580.5
G4 0 Nov | Chuvosa 1 1 1 3 71.1 14.5 0.0 14.5 62.5 12.5 269.9
G4 0 Nov Chuvosa 0 1 1 2 64.2 8.2 12.6 15.1 43.8 43.8 1058.8
G4 2.2 | Nov | Chuvosa 0 2 NA 2 NA NA NA NA 50.0 40.0 552.7
G4 0 Nov Chuvosa 0 1 NA 1 51.8 37.5 54 54 30.0 20.0 985.4
G3 0.8 Dez | Chuvosa | 0 1 NA 1 59.0 18.1 133 9.6 14.3 81.0 770.4
G3 0 Dez Chuvosa 1 1 NA 2 41.7 22.0 22.7 13.6 13.6 77.3 1085.6
G3 0.1 Dez | Chuvosa 1 4 1 6 61.5 11.9 19.3 7.3 42.1 52.6 9154
G3 0 Dez | Chuvosa 0 1 NA 1 69.9 14.0 8.4 7.7 NA NA 750.1
G4 0 Dez | Chuvosa 1 4 NA 5 71.7 15.9 44 8.0 22.2 55.6 944.4
G4 0 Dez Chuvosa 2 1 1 4 31.1 47.2 16.0 5.7 18.8 43.8 1079.7
G4 2.8 Mar  Chuvosa NA 0 | NA 0 NA NA NA NA NA NA 644.6
G3 57  Mar Chuvosa NA 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 5159
G4 5.7 Mar  Chuvosa NA 0 | NA 0 NA NA NA NA NA NA 475.5




G3 12 Mar Chuvosa NA 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 694.7
G3 14  Mar Chuvosa NA 0 @ NA 0 NA NA NA NA NA NA 226.5
G3 0.2 Jun Seca NA 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 445.5
G3 0 Jun Seca | NA 1 NA 1 NA NA NA NA NA NA 862.4
G4 NA Set Seca NA 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 405.1
G4 NA Set Seca |NA| 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 206.1
G4 NA Set Seca NA 0 NA 0 NA NA NA NA NA NA 84.7

IE: encontros interespecificos; IG: encontros intergrupais; Intra: competigdo intragrupo; Comp. Total: soma das trés fontes de competi¢ao; PD: percurso diario.

APENDICE I.C: Valores mensais do tamanho da area de vida em hectare para cada grupo, calculado a partir do 95% MCP

G3 G4
Jan 8,6 20,3
Fev 10,1 19,9
Mar 11,7 23,0
Abr 15,2 16,8
Mai 10,0 23,3
Jun 5,9 6,5
Jul - 26,4
Ago - -
Set - 24,6
Out 7,6 30,2
Nov 8,4 24,5
Dez 13,2 16,4
Total 15,0 41,3
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