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PERFIL DE PROGESTERONA EM MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarai
infulatus) EM CATIVEIRO

RESUMO - Macacos-da-noite s&o tidos como excelentes modelos
experimentais, que podem contribuir com o desenvolvimento de biotécnicas da
reproducdo em primatas. O monitoramento do ciclo € um procedimento basico,
porém complexo em animais selvagens. Tem-se desenvolvido métodos néo
invasivos para avaliar o perfil hormonal reprodutivo desses animais expandindo
o conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva de primatas em cativeiro e vida
livre. O presente estudo visa monitorar a atividade folicular e as concentractes
fecais de metabdlitos de progesterona para ampliar os conhecimentos sobre a
fisiologia reprodutiva dessa espécie. Foram utilizadas 12 fémeas adultas,
pertencentes a colénia de reproducdo de macacos-da-noite do CENP. O
estudo foi realizado a partir do exame ultrassonografico do ovario e colheita de
fezes para monitoramento dos niveis de metabdlitos de progesterona dos
animais por enzimaimunoensaio. Por meio da dosagem de metabdlitos de
progesterona foi possivel apenas sgerir o ciclo da espécie para o periodo
estudado. Porém, os niveis basais (2,1 + 0,8 ng/g de fezes secas), a médio do
pico (36,6 + 8,6 ng/g fezes secas), os niveis médios (4,7 + 1,8 ng/g de fezes
secas) e os valores minimo (0,4 ng/g de fezes secas) e maximo (49,9 ng/g de
fezes secas) de metabdlitos de progesterona foram determinados para espécie
em cativeiro sob estas condi¢cdes. A determinacdo do pico e concentracdes
basais de metabdlitos de progesterona, conjuntamente a avaliacdo
ultrassonogréfica sdo ferramentas ndo invasivas e factiveis na avaliagdo do

ciclo estral de macacos-da-noite.

Palavras-chave: Enzimaimunoensaio, esteroides, primatas, ciclo estral,
ultrassom



PROGESTERONE PROFILE IN OWL MONKEYS (Aotus azarai infulatus) IN
CAPTIVITY

ABSTRACT - Owl Monkeys are considered excellent experimental
models and can contribute to the development of biotechnologies of
reproduction in primates. Monitoring the reproductive cycle is a basic
procedure, however complex in wild animals. Noninvasive methods has been
developed to assess the reproductive hormonal profile of these animals
expanding knowledge on reproductive physiology of primates in captivity and
the wild. This study aims to monitor follicular activity and fecal progesterone
levels to increase knowledge about reproductive physiology of this species. 12
adult females belonging to the breeding colony of owl monkeys of CENP were
used. The study was performed using the ultrasound examination of the ovaries
and feces collection for monitoring the levels of metabolites of progesterone by
enzymeimuneassay. By progesterone assay we may suggest the cycle of the
species for the period studied. However, the baseline levels (2.1 £ 0.8 ng/g),
mean peak (36.6 £ 8.6 ng/g), mean levels (4.7 + 1.8 ng/g) and the minimum
(0.4 ng/g) and maximum (49.9 ng/g) metabolites of progesterone were
determined for the specie in captivity. The determination of the peak and basal
levels of progesterone together to the sonographic evaluation are noninvasive

and feasible in the evaluation of the estrous cycle in owl monkeys.

Keywords: Enzimeimuneassay, Esteroids, Primates, Estrous, Ultrasound
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do planeta e possui
ainda um grande numero de espécies de primatas. Segundo Machado et al.
(2005) o pais possui 133 espécies e subespécies de primatas, sendo que 80
espécies sdo endémicas da regido amazobnica, e 11 estdo ameacadas de
extingéao.

Considerando a grande quantidade de espécies primatas ameacados de
extingdo em nosso pais, torna-se fundamental o desenvolvimento de pesquisas
sobre a fisiologia reprodutiva e biotécnicas para reproducdo e conservagao
desses animais. Jurke et al. (1994) e Guimardes (2001) consideram que
pesquisas com primatas neotropicais em cativeiro auxiliam o aumento do
desempenho reprodutivo e contribuem para o desenvolvimento de estudos
biomédicos, em medicina e veterinaria, sem ser necessaria a utilizacdo de
animais de vida livre.

Neste contexto, macacos-da-noite sao tidos como excelentes modelos
experimentais, que podem contribuir com o desenvolvimento de biotécnicas da
reproducdo em primatas (FERNANDEZ-DUQUE, 2012). COUTINHO et al.
(2011), COUTINHO et al. (2013) e MONTEIRO et al. (2009, 2011a, 2011b),
conseguiram estabelecer parametros biométricos reprodutivos e importantes
aspectos sobre a dinamica folicular para os macacos-da-noite, utilizando a
ultrassonografia transabdominal modo-B e Doppler. Ademais, ainda séo
necessarios novos estudos, a fim de descrever a biologia reprodutiva da
espécie e utilizd-la para o avan¢co nas biotécnicas reprodutivas em primatas
ameacados de extingdo. Para a maioria das espécies e subespécies de Aotus,
pouca ou nenhuma informacédo sobre a fisiologia reprodutiva esta disponivel
em literatura.

O monitoramento do ciclo € um procedimento bésico, porém complexo
em animais selvagens. A ultrassonografia é uma técnica de imagem que
permite 0 acompanhamento ndo invasivo de orgaos internos (ORTIZ et al.,
2005). Com o advento de equipamentos cada vez mais modernos, tem se
tornado uma excelente ferramenta no estudo ginecolégico em primatas
(MONTEIRO et al.,, 2009; COUTINHO et al., 2011; COUTINHO et al., 2013).

Somado a esta técnica, nos ultimos anos, tem-se desenvolvido métodos nao



invasivos para avaliar o perfil hormonal reprodutivo desses animais,
expandindo o conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva de primatas em
cativeiro e vida livre (LASLEY; SAVAGE, 2007). A utilizacdo e desenvolvimento
da técnica séo justificados por minimizar os efeitos deletérios causados pela
contencdo fisica ou quimica, devido ao estresse que interfere direta ou
indiretamente no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal dos animais.

O presente estudo visou monitorar o ciclo ovariano de macacos-da-noite
a partir da atividade folicular e as concentracbes fecais de metabdlitos de
progesterona para ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva
dessa espécie, por meio da ultrassonografia e da técnica de dosagem

hormonal em fezes por enzimaimunoensaio.



2. OBJETIVOS

Monitorar o ciclo ovariano em macacos-da-noite por meio de
ultrassonografia da atividade folicular e dosagem fecal de metabdlitos de
progesterona.

2.1.0Objetivos Especificos

Determinar o perfil de metabdlitos de progesterona em fezes por EIE;
Conhecer a concentracdo de metabdlitos de P4 em fémeas adultas;

Definir a duracéo do ciclo ovariano na espécie em cativeiro

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Taxonomia

Os primatas pertencem a ordem Primates e estdo divididos em duas
subordens: Strepsirhini e Haplorhini. Os Haplorhini constituem as infra-ordens
Tarsii, Catharrhini, os Primatas do Velho Mundo (PVM) e Platyrrhini, os
Primatas do Novo Mundo (PNM) ou Primatas Neotropicais (PN), que s&o o0s
primatas que habitam as Américas Central e do Sul (BRASIL, 2008). Rylands et
al. (2012), propuseram uma nova classificagdo taxonomica para PN. Esses
autores identificaram 152 espécies (204 espécies e subespécies) de PNM
(Platyrrhini), que foram classificados em 20 géneros e quatro ou cinco familias.

Nessa classificacdo, os macacos-da-noite foram considerados 0s Unicos
integrantes da familia Aotidae. Anteriormente eram pertencentes a familia
Cebidae, mas em funcdo dos avancos recentes na filogenética e o estudo
molecular foram descritos com caracteristicas Unicas e com diferencas
marcantes dos cebideos (PERELMAN et al., 2011).

Hershkovitz (1983) descreveu o género Aotus como sendo constituido
por dois grupos baseados na coloragcédo ao redor do pescogo: acinzentados, no
norte do rio Amazonas e avermelhados ao sul do rio Amazonas. Entretanto,
apos estudos moleculares a divisdo mostrou-se equivocada ou ndo conclusiva
(ASHLEY; VAUGHN, 1995; PLAUTZ et al., 2009 e MENEZES et al., 2010).

Estudos citogenéticos e morfolégicos (PIECZARKA et al., 1993; FORD,

1994; PLAUTZ et al., 2009) apresentaram novas alternativas e outras



descri¢cOes para o género. Os estudos de Rylands et al. (2012) e Svesson et al.
(2010), demonstraram a existéncia de 11 espécies e 13 subespécies: Aotus
trivirgatus, A. vociferans, A. nancymaae, A. lemurinus, A. griseimembra, A.
zonalis, A. azarae (subespécies — Aotus azarae azarae, Aotus azarae
bolivienses e Aotus azarae infulatus) (Figura 1), A. miconax e A. nigriceps.
Outra espécie, A. jorgehernandezi, foi descrita por Defler e Bueno (2007) e os
mesmos autores propuseram, baseado na variabilidade cariotipica conclusiva,
gue a espécie A. brumbacki, ndo pode ser uma subespécie de A. lemurinus,
definindo assim uma nova espécie.

Amplamente utilizado em pesquisas biomédicas, os macacos-da-noite
foram recomendados como excelentes modelos experimentais pelo “World
Health Organization”. Foram amplamente utilizados em estudos sobre cancer
(ABLASHI et al., 1972; BARAHONA et al., 1976), trabalhos relacionados a
fisiologia visual (ALLMAN; KAAS, 1974), enfermidades cardiovasculares
(SANCHEZ et al., 2006), estudos sobre hepatite A e E (LEDUC et al., 1983;
TICEHURST et al.,, 1992, ASHER et al., 1995), sobre dengue em Aotus
nancymaee (MAVES et al., 2011), producdo de vacinas (ESPINOSA et al.,
2009; ROJAS-CARABALLO et al., 2009) e para estudos sobre a malaria em
testes pré-clinicos de sua vacina, assim como pesquisas basicas de seu
sistema imune (AYRES; DEUTSCH, 1982; JORDAN-VILLEGAS et al., 2011).

Atualmente, quatro espécies, A. brumbacki, A. griseimembra, A.
lemurinus e A. miconax, estdo na lista IUCN (2008), como espécies na
categoria Vulneravel, as demais espécies ndo correm riscos ou possuem dados

deficientes.

3.2.Comportamento reprodutivo e fisiologia ovariana
Os Aotus séo considerados animais de atividade noturna, sendo 0s
Unicos antropoides com esse tipo de comportamento. Porém, algumas
espécies possuem uma conhecida atividade “cathemeral”’, determinada pela
intensidade da luz da Lua. Essa influencia sobre a atividade noturna estaria em
direta relacdo com o periodo reprodutivo (FERNANDEZ-DUQUE, 2012;
KHIMJI; DONATI, 2014).



Dentre as espécies de primatas, as espécies do Novo Mundo, criadas
em cativeiro, ndo sofrem influéncia marcante do ambiente em regides tropicais
(BRONSON, 1988). Porém, ja foram descritas mudancas no fotoperiodo em
funcdo da temperatura ambiente interferindo na atividade reprodutiva da fémea
de Aotus spp (FERNANDEZ-DUQUE et al., 2008). Animais de cativeiro
alojados em recinto ao ar livre, a 25° de latitude Norte, tornaram-se cada vez
mais sazonais (HOLBROOK et al. 2004). E populacdes de vida livre na regido
do Chaco argentino, hemisfério sul, os nascimentos forma restritos ao periodo
de margo a junho, indicando a influéncia do fotoperiodo na atividade
reprodutiva dos animais (FERNANDEZ-DUQUE; HUNTINGTON, 2002).

Os macacos-da-noite tem bom desempenho reprodutivo em cativeiro
(GOZALO; MONTOYA, 1990). Para isso, € importante conservar praticas de
manejo adequadas para manter o fotoperiodo constante e que estimulem a
formac&o da estrutura social encontrada em populagdes de vida livre (MALAGA
et al., 1997). Esse comportamento reprodutivo estavel favorece os estudos
reprodutivos na espécie (COUTINHO et al.,, 2013). Outros eventos, porém,
ainda estéao obscuros no estudo reprodutivo do género Aotus, a puberdade nos
machos apesar de bem definida, ndo culmina com o inicio da atividade
reprodutiva (FERNANDEZ-DUQUE, 2012), mais ainda, nas fémeas ndo existe
estudo que determine a ocorrencia do evento. Sabe-se que o primeiro cio fértil
define a ocorréncia da puberdade, mas a literatura consultada apresentou
informagdes escassas a esse respeito (FERNANDEZ-DUQUE; HUNTINGTON,
2002).

Os PN apresentam, em sua grande maioria, ciclo estral. Os Aotus fazem
parte desse grupo, com duracdo meédia de 16 dias para o ciclo, segundo
estudos hormonais de BONNEY et al. (1979). De acordo com Bonney e
Setchell (1980) e Dixson (1994), a fase folicular do ciclo ovariano de macacos-
da-noite dura, em média, seis dias, desde o pico de 17 estradiol e o aumento
das concentracfes de progesterona. A fase luteal dura em torno de 10 dias.
Estudos mais recentes de Fernandez-duque et al. (2011), utilizando dosagem
em fezes de animais de vida livre determinou um ciclo de 22 dias, o prorpio
autor admite que a faixa entre as espécies do género pode variar de 13 a 25
dias (FERNANDEZ-DUQUE, 2012). Ja Coutinho et al. (2013) a apartir de

analise ultrassonografica dos ovarios e foliculos, definiu o ciclo em 17 dias.



Os ovarios, em Aotus trivirgatus, tanto de fémeas adultas como de
jovens, foram caracterizados por grande quantidade de tecido intersticial
luteinizado na regido medular, fazendo com que o cértex seja estreito (VERAS,
2004). Essa caracteristica do estroma ovariano dificulta a identificacdo de
corpo lateo (CL), quer pela forma ou por estigmas, tanto na macroscopia
guanto microscopia e ultrassonografia (HERTIG et al.,1976; MONTEIRO et al.,
2009).

3.3.Sintese e metabolismo da Progesterona

A sintese dos hormdnios esteroides da reproducdo se da em locais
especificos do corpo, como 0s ovarios, placenta e glandula adrenal (GUYTON;
HALL, 2006). Os principais esterdides reprodutivos sdo formados a partir da
molécula de colesterol, 0 mais abundante dos hormoénios da classe e séo
formados por um anel estrutural denominado ciclopentanoperidrofenantreno. A
progesterona (P4), o principal hormbénio feminino, juntamente com o0s
estrogenos, esta enquadrada nessa categoria (FURTADO, 2007).

O principal responsavel pela producdo da progesterona em vertebrados
€ 0 eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. O estroma ovariano determina a
producdo de estrégeno e progesterona, tanto a partir das células da teca,
guanto a partir das células da granulosa de foliculos antrais (MAKRIS; RYAN,
1974, LANGE et al., 2002). Além dos foliculos, a progesterona é principalmente
produzida nos ovarios pelo corpo lateo, e ainda pela placenta, que se torna o
principal sitio de producdo de progesterona logo no inicio da gestacdo de
primatas. Por se tratar de um hormoénio esteroide, caracteristicamente, a
progesterona € produzida e logo liberada na corrente sanguinea, onde se ligara
a proteinas carreadoras que as torna biodisponivel para as células-alvo.
(LANGE et al., 2002, FURTADO, 2007).

O papel da progesterona em fémeas primatas € manter a gestacao, por
meio do estimulo da luteotrofina, Gonadotrofina Corionica (GC) e estimular por
meio de feedback negativo a inducdo de um novo ciclo. E a progesterona que
determina a duragao do ciclo na maioria dos vertebrados (BERTAN et al.,
2006).

Apés sua acdo, a progesterona entdo € metabolizada no figado,

retornando posteriormente a corrente sanguinea para eliminacdo renal ou



sendo desviada para o0 intestino, onde sera eliminada nas fezes
(SCHWARZENBERGER et al., 1992). No curso de seu metabolismo a
progesterona € transformada em hidroxiprogesterona-17a ou outros 18
metabdlitos diferentes (FURTADO, 2007) Os niveis plasmaticos de
progesterona, serdo detectados nas fezes cerca de 24-48 horas
(SCHWARZENBERGER et al., 1992). PALME et al. (1996) em estudo realizado
em ovinos e utilizando esteroides marcados com C14, identificou 77% da
progesterona sendo eliminada nas fezes na sua forma livre e concluiram que a
técnica é viavel para o acompanhamento da endocrinologia reprodutiva de

varias espécies, em especial animais selvagens.

3.4.Avaliacao hormonal ndo invasiva em primatas

Realizar a avaliacdo hormonal de animais selvagens por meio do sangue
constitui uma excelente forma de avaliacdo dos niveis de esteroides ovarianos
em funcéo dos dados obtidos, porém a colheita desse material exige, de modo
geral, um manejo complexo, em funcdo do estresse ao qual o animal é
submetido, seja por contencédo fisica e/ou quimica ou em funcdo do maior
tempo de treinamento dos animais a colheita, além do maior risco a acidentes,
tornando assim a analise laboriosa e por vezes alterada. A avaliacdo de
metabolitos de esteroides fecais € uma forma néo invasiva e bastante sensivel
de avaliar a fungdo ovariana, que tem dominado as técnicas de monitoramento
hormonal e pesquisas em comportamento animal nas Udltimas décadas
(BHEERNE; WHITTEN, 2004). Wasser et al. (1986) e Risler (1987)
introduziram a técnica na avaliacdo de primatas e desde entdo as mais
diversas espécies ja foram estudas quanto ao comportamento endocrino
(SCHWANBERGER et al., 2007).

O uso das fezes como matriz para estudos reprodutivos contempla a
mais facil obtencdo das amostras, facil conservacdo e transporte, porém
demanda um aparato laboratorial mais complexo e com técnicas mais laborais
(SCHWANBERGER et al., 1996). Porém, o perfil analitico de metabdlitos em
fezes traca um padrdo completo dos eventos hormonais de determinado 6rgéao
secretor (FURTADO, 2007)



A avaliacdo da producdo de progesterona € fundamental para o
acompanhamento do ciclo ovariano e do periodo peri-ovulatério, independente
do substrato utilizado para sua dosagem (CAROSI et al., 1999). Estes mesmos
autores, em estudo realizado em Cebus apela, confirmam que a atividade
hormonal € marcadamente o principal fator de ciclicidade em primatas.
Portanto o acompanhamento dos niveis hormonais pode determinar o
comportamento reprodutivo.

A diferenciacdo entre a fase luteal e folicular & baseada na diferenca
entre os picos e as concentracfes basais da progesterona e estrégenos.
Cerda-molina et al. (2006), realizaram estudo hormonal em primatas a partir
das fezes e consideram a dosagem valida para a determinagdo do ciclo,
inclusive com altas concentracdes de metabdlitos e concentracdes maiores de
progesterona em fémeas mais velhas. Portanto a dosagem de metabdlitos da
progesterona é diretamente o reflexo da fungéo luteal (BONNEY; SETCHELL,
1980). As concentragfes séricas de progesterona tendem a ser muito alta em
primatas do novo mundo, quando comparada a primatas do velho mundo,
consequentemente a concentracdo de metabdlitos na urina e em fezes tende a
ser também muito alta (BONNEY et al., 1979).

Em primatas neotropicais, o0 monitoramento reprodutivo por metabdlitos
fecais de esteroides é uma alternativa viavel ao estudo do ciclo estral, também
muito utilizada para determinar tempo de gestacdo, para comparacao de niveis
hormonais e comportamentais ou até para diagnéstico de anormalidades
estrais (HEUGTEN et al., 2009, KUGELMEIER et al., 2011, KIM et al., 2012 e
MARTIN, 2012).

A técnica exige que as fezes sejam rapidamente e corretamente
armazenadas, em baixas temperaturas, para que nao ocorra a deterioracéo
dos esteroides pelas bactérias entéricas (KHAN et al., 2002). Para avaliacdo de
animais em vida livre, este armazenamento torna-se mais critico. Em cativeiro,
o rapido armazenamento das amostras em freezer a -20°C é simples e viavel,
até a extracdo e dosagem (WHITTEN et al., 1998). Outros fatores como o
momento do dia, hora da armazenagem e homogeneizacdo da amostra podem
influenciar a acuracia da deteccdo dos metabdlitos de esteroides fecais
(BHEERNE; WHITTEN, 2004). Os métodos de extracao ja foram descritos por

varios autores para primatas, tanto realizados a partir de amostras secas ou



amostras umidas (HEISTERMANN et al., 1993, HEISTERMANN et al., 1995,
MATSUMURO et al.,, 1999, CAROSI et al, 1999, KULGEIMEIER, 2011,
ZIEGLER; WITTNER, 2005).

Os primeiros estudos em Aotus utilizaram a Cromatrografia em fase
gasosa e espectrometria em massa, para dosagem de hormonios em urina
(SETCHELL; BOONEY, 1979). Neste estudo, os autores conseguiram
identificar mais de 40 esterodides diferentes sendo liberados na urina, onde em
maior proporcao estavam os metabolitos de progesterona. Fernandez-duque
(2012) utilizaram amostras fecais e Wolovich et al. (2008) utilizaram urina, para
o monitoramento da funcé&o reprodutiva de macacos-da-noite, a partir da

analise de metabdlitos de progesterona e estrogeno.

3.5.Enzimaimunoensaio

Os métodos mais utilizados para a deteccdo de horménios em matrizes
sdo o radioimunoensaio e 0 enzimaimunoensaio (EIE). Onde anticorpos
monoclonais ou policlonais séo utilizados para deteccdo de metabdlitos de
esteroides, sendo o método enziméaticos o mais utilizado na atualidade
(FURTADO, 2007). Isso em parte, se da em funcdo da sua vantagem de nao
exposicao a radioisétopos e mais consistentemente a sua grande sensibilidade,
gue leva a uma economia na utlizacdo de reagentes, pois utiliza micro
amostras (ZIEGLER; WITTNER, 2005). O ensaio pode ser analisado de forma
competitiva ou ndo competitiva, e a leitura das placas € feita de forma
automatizada (JOHANNSSON, 1991).

Os trabalhos utilizando dosagem hormonal em fezes sao inidmeros em
PVM (HEISTERMANN et al., 1993, WASSER et al., 1994, FUJITA et al., 2001),
e tem se multiplicado para PN. Por isso, o método hoje, ja esta validado para
um grande numero de espécies, inclusive para Aotus azarai (FERNANDEZ-
DUQUE, 2011).

3.6. Ultrassonografia reprodutiva em Aotus
Diante da biodisponibilidade da espécie em cativeiro, com grande
potencial reprodutivo e da possivel contencdo, sem a utilizacdo de substancias

quimicas, apenas com 0 uso do treinamento e adaptacdo a contencdo fisica
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(Figura 1). A técnica ultrassonogréafica passou a ser uma alternativa disponivel
para o estudo reprodutivo de Aotus spp. (MONTEIRO et al., 2009; COUTINHO
et al.,, 2011; MONTEIRO et al, 2011b; COUTINHO et al.,, 2013). A
ultrassonografia reprodutiva pode ainda servir de base para o desenvolvimento
de biotécnicas, como o controle do ciclo estral a regimes de superovulacao,
programas de contracep¢do, na aspiragdo folicular e procedimentos de
transplante ovariano, como também auxiliar a colheita de sémen e técnicas de
extracao testicular do esperma, além da aplicacdo da inseminacao artificial,
colheita e transferéncia de embrides.

Figura 1: Contencéo fisica de macaco-da-noite para a realizagdo do

exame ultrassonografico, com a oferta de frutas no

condicionamento e exame. (Coutinho et al., 2013)

N&o existem relatos na literatura sobre o uso de da ultrassonografia
auxiliando o desenvolvimento de biotecnologias em Aotus. Outras espécies
neotropicais ocupam papel de maior destaque nessas pesquisas, como Cebus
apella (DOMINGUES et al.,, 2007, ORTIZ et al., 2005, ALVES et al., 2007),
Callithrix jacchus (OERKE et al., 1996 e 2002),

Em Aotus, os estudos ultrassonogréaficos séo recentes e iniciaram com o

trabalho de Monteiro et al. (2006), que descreveram a técnica para a realizacao
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de exame na espécie, descricdo morfologica do utero e ovario, avaliagdo renal
e hepatica (MONTEIRO et al., 2009; TAKESHITA et al., 2011, COUTINHO et
al., 2011 e MONTEIRO et al., 2011a). Segundo Monteiro et al. (2011b), as
frequéncias mais utilizadas para o estudo abdominal em PN s&o: 5, 7,5 e
10MHz, o mesmo autor verificou uma melhor visibilizagdo das estruturas
abdominais-pélvicas com transdutor de 12MHz, em Aotus azarai infulatus.

O utero e os ovarios devem ser analisados em varreduras transversais e
longitudinais. Em macacos-da-noite, o Utero apresenta contornos regulares,
ecotextura homogénea, localizado em posicdo medial a cavidade abdominal,
com dimensdes variando conforme o numero de partos (MONTEIRO et al.,
2006, MONTEIRO et al., 2009, COUTINHO et al., 2011). O endométrio e o
miomeétrio sado estruturas que também sofrem mudancas ciclicas detectaveis
por ultrassonografia (MONTEIRO et al., 2009).

Em Aotus, a ecogenicidade do parénquima ovariano pode variar de
homogéneo a heterogéneo, em funcdo da presenca ou ndo de foliculos. Sua
localizacdo quase sempre estd muito proxima ao utero, em funcédo do curto
ligamento do ovario, podendo variar em funcdo de fatores como replecédo de
alcas intestinais e vesicula urinaria (WISLOCKI, 1932; MONTEIRO et al.,
2009). A observagdo dos eventos ciclicos se mostra bastante dificil,
principalmente devido ao fato do tecido IUteo e o estroma ovariano possuirem
ecogenicidade semelhante (MONTEIRO et al., 2009).

Por meio do exame ultrassonogréfico, ainda néo foi possivel identificar a
presenca do corpo luteo em formacado, desenvolvimento ou regressdo, porém
Coutinho et al. (2013) inferiram a ocorréncia do fenbmeno ovulatério, a partir da
observacdo de estruturas foliculares em ovarios de Aotus azarai infulatus.
Esses autores definiram ainda a visibilizacdo dos foliculos como estruturas
anecoicas, em comparacdo ao parénquima do ovario, de ecogenicidade
homogénea e fina. O mesmo autor definiu uma relacdo entre esses achados e
o ciclo reprodutivo da espécie, determinada pelo intervalo entre duas
observacdes de foliculos pré-ovulatorios maiores de 4 mm, que desapareciam
no exame seguinte (ap6s 48h), acompanhados de aumento no fluxo sanguineo
periovariano e periuterino (artéria iliaca interna).

O volume dos ovarios parece variar consideravelmente em funcéo da

formacédo de foliculos de volume e diametros desproporcionais para a espécie.
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Com isso, estudos anteriores de Monteiro et al. (2009) afirmam que o volume
do ovario direito € maior que o esquerdo (p < 0,01), e que quando acasaladas,
as fémeas tendem a ter os ovarios maiores do que quando ndo acasaladas.
Para esse estudo, foram observadas as seguintes medidas ovarianas para o
ovario direito e esquerdo, respectivamente: comprimento do ovario de 0.90 +
0.12 cm a 0.99 + 0.11 cm, largura de 0.69 + 0.10 cm a 0.79 £ 0.11 cm,
espessura 0.55 £ 0.09 cm a 0.61 + 0.08 cm e volume variando de 0,19 * 0,07
cm3 a 0,26 = 0,06 cm3. Porém, de acordo com Coutinho et al. (2013), ocorre o
inverso, com volumes médios descritos de 0.32 + 0.05 cm? para o ovario direito
e 0.38 + 0.09 cm® para o ovario esquerdo.

Novas tecnologias de imagem permitem, hoje, avaliar o processo de
ovulacdo por meio do mapeamento Doppler. As influéncias hormonais geram
respostas circulatorias que modificam o fluxo uterino e ovariano, causando a
modificagao no fluxo arterial ovariano, relacionado a dois fatores primordiais: o
crescimento folicular e formacdo do corpo liteo e ao fendmeno de
neovascularizacdo (CARVALHO et al. 2008). Estas técnicas tem tido boa
aplicacdo em estudo de primatas, ja tendo sido utilizada no estudo obstetrico
em PVM (SANTOLAYA-FORGAS et al., 2006) e calitriquideos (TCHIRIKOV et
al., 1998). Em PN Domingues et al. (2007) e Coutinho et al. (2013) sé&o os
unicos trabalhos realizados com essa analise, realizados em Cebus apella e

Aotus azarai infulatus, respectivamente.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Centro Nacional de Primatas (CENP),
localizado no municipio de Ananindeua, estado do Pard, Brasil (latitude
1°38'26" e longitude 48°38’22"). O projeto foi aprovado pelo Comiss&o de ética
para o uso de Animais — CEUA, n° 025120/12.

Foram utilizadas 12 fémeas adultas (sendo 2 nuliparas, 4 primiparas e 6
multiparas), com idade entre 5 e 10 anos de idade, pertencentes a colbnia de
reproducdo de macacos-da-noite (Aotus azarai infulatus) do CENP (Figura 2).
O estudo foi realizado a partir da colheita de fezes para monitoramento das
concentracbes de metabdlitos de progesterona dos animais. As fémeas
estiveram durante todo o estudo, ndo acasaladas, mantendo apenas contato
visual com o macho mantido em recinto similar a frente da sua respectiva
parceira, durante trés meses entre Junho e Agosto de 2011.

Para selecao dos animais, todas as fémeas deveriam estar clinicamente
sadias aos exames fisico e laboratorial (hemograma com contagem de
plaguetas, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e gama glutamil transferase). Ao exame
ultrassonogréfico prévio de 6rgdos do sistema reprodutor, 0s animais também
se encontravam higidos.

Os animais foram alimentados conforme o manejo adotado pelo CENP:
diversos tipos de frutas, legumes, raizes, tubérculos, leite, ovos, racdo
comercial para cebideos Megazoo® P18 (Racdes Megazoo. Contagem, MG,
Brasil), suplementos vitaminicos e minerais em agua ad libitum. E mantidos em
recintos no galpao de reproducéo de primatas | e IV do CENP, medindo 3,85m
x 1,20m x 2,40m e contendo caixa de contencdo medindo 35cm x 30cm x 30cm
(Figura 3).
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Figura 2. Espécimes de macacos-da-noite mantidos em cativeiro no
CENP. Fonte: CENP
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Figura 3. (A) Galpao | de reproducdo de Aotus no CENP. (B) Recintos
com caixas de coleta no Galpao I. Fonte: CENP

4.1.Colheita, armazenamento e extracdo das amostras fecais
Durante o estudo realizou-se a colheita de amostras fecais frescas do
recinto das fémeas, para dosagem hormonal. As amostras de fezes foram
colhidas no periodo matutino, entre 8 e 9 horas da manhd, a cada 48 horas. A
coleta era sempre realizada apés completa limpeza do recinto com jato de
agua sobre pressao e retirada de todo dejeto residual da noite anterior a coleta,
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objetivando a coleta de fezes frescas para dosagem de metabdlitos de P4,
durante o periodo interovulatério determinado por ultrassom em estudo prévio
(Coutinho et al. 2013). Cada amostra foi acondicionada em tubos de
polipropileno para liofilizagdo, identificadas, homogeneizadas e armazenadas
em freezer a — 20°C até o procedimento de extracdo no laboratério de
Dosagens Hormonais - LDH/FMVZ/USP.

Primeiramente, as amostras foram liofilizadas em aparelho evaporador
giratdrio (Savant Instruments INC, 100 Colin Drive Holbrook. NY, EUA), com o
intuito de garantir a padronizacdo do peso das amostras fecais e evitar a
contaminagdo bacteriana das amostras. Posteriormente as amostras foram
mantidas em refrigeracdo até serem extraidas.

Para a extracdo, 0,2g de fezes liofilizadas foram colocadas em tubos de
15ml e adicionados 5ml de Metanol 90% (Metanol, P.A. Synth®), Os tubos
foram vedados e agitados em equipamento multivortexer (DVX-2500 VWR®).
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500 RPM, por 15 minutos
(centrifuga Universal 320 - Hettich®). O sobrenadante resultante foi
armazenado em tubos de polipropileno e conservado a -20°C até os ensaios
hormonais. Durante estudo teste, constatou-se que as amostras deveriam
passar por diluicdo (1/100 e 1/200), para isso utilizou-se diluicdo em solugéo

tampé&o fosfato salino (PBS).

4.2.Dosagem hormonal

Os metabdlitos de progesterona foram dosados pela técnica de EIE “in
house” baseado no método descrito para outros primatas (ZIEGLER et al.,
1996; ZIEGLER & WITTNER, 2005), com a utilizacdo de kits diagnosticos da
Universidade da Califérnia, Davis, Califérnia, EUA. Para quantificacdo da
progesterona e seus metabdlitos foi utilizado o anticorpo (Ac) monoclonal anti-
progesterona clone 425 (CL 425), na diluicAo de 1/6000, a progesterona
conjugada 3-O-carboxymetiloxime, “Horseradish Peroxidase” (HRP) na diluigao
de 1/40000 e o padrdo de progesterona (Progesterone — minimum 99%, céd
P0130 — Sigma-Aldrich®) e a reacdo cruzada desse anticorpo descrito por

Graham et al. (2001) é descrito na tabela (Tabela 1). O ensaio seguiu as
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seguintes etapas descritas abaixo. E encontra-se validado pelo estudo de
Fernandez-duque et al. 2011).

Tabela 1. Ocorréncia de reacfes cruzadas (%) do anticorpo para progesterona
CL-425, segundo GRAHAM et al. (2001). Fonte: FURTADO (2007)

Metabolitos de progesterona Nome comum Reagao cruzada (%)
4- Pregnen-3,20-dione Progesterona 100
4- Pregnen-3o-ol-20-one 188
4- Pregnen -3p-ol-20-one 172
4-Pregenen - 11a-0l-3,20-dione 147
5a-Pregnan-3g-ol-20-one 94
Ho-Pregnan-3a-ol-20-one 64
5a-Pregnan-3,20-dione 55
5p- Pregnan-3p-ol-20-one 125
5p-Pregnan-3,20-dione 8,0
4- Pregnen-11g-ol-3,20-dione 27
5p-Pregnan-3a-ol-20-one 25
5p-Pregnan-3a,20a-diol Pregnanediol <0,1
5a-Pregnan-3c, 20p-diol <0,1
5p-Pregnan-3,17-dione Androstenediona <0,1
5p-Pregnan-11p,21-diol-3,20-dione Corticosterona <0,1

4.2.1. Imobilizacédo do anticorpo em fase solida

Microplacas com 96 pocos de alta absorcdo (NUNC® maxisorb) foram
marcadas com o0s anticorpos diluidos em solugdo tampao (“coating buffer”;
Na,CO3;, NaHCO3;, H,O e pH 9,6) e 50ul do Ac foi adicionado em todos os
pocos da placa, com excecao do primeiro que foi deixado em branco. Apos
selar as placas com selador em acetato (Sarstedt®) as mesmas foram

incubadas a 4° C durante 16 horas.

4.2.2. Teste de Titulacao

Para determinar a titulacdo ideal para o anticorpo (Ac) e do conjugado
(HRP). Para esta etapa, realizamos um EIE direto confrontando distintas
diluicdes de Ac (1/4000, 1/6000 e 1/8000) e HRP (1/20000 e 1/40000), tendo
sido selecionado aquelas que obtivessem uma densidade 6ptica entre 0,8 e 1,0

OD em uma leitura de 450nm.

Para a montagem das placas para este teste foi utilizado o seguinte

delineamento:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 HRP
A | Br | STD1 | STD3 | STD5 BO | STD2 | STD4 BO | STD2 | STD4
B | BO | STD1 | STD3 | STD5 BO | STD2 | STD4 BO | STD2 | STD4 Y
C | BO | STD2 | STD4 | STD6 STD1 | STD3 | STD5 STD1 | STD3 | STD5 20000
D | BO | STD2 | STD4 | STD6 STD1 | STD3 | STDS STD1 | STD3 | STDS
E | BO | STD1 | STD3 | STDS BO | STD2 | STD4 BO | STD2 | STD4
F | BO | STD1 | STD3 | STDS BO | STD2 | STD4 BO | STD2 | STD4 1
G | BO | STD2 | STD4 | STD6 STD1 | STD3 | STDS STD1 | STD3 | 5TD5 40000
H | BO | STD2 | STD4 | STDE STD1 | STD3 | STDS STD1 | STD3 | STDS
Ac 1/4000 1/6000 1/8000

As colunas 5 e 9 ndo foram utilizadas nesse ensaio
Br = Branco

B0 = maxima ligac&o entre o Ac e o conjugado
STD (Concentracdo Padréo) 1 = 0,1 pg/poco

STD (Concentracdo Padréo) 2 = 1,0 pg/poco

STD (Concentracéo Padréo) 3 = 10,0 pg/poco

STD (Concentracdo Padréo) 4 = 100,0 pg/pogo

STD (Concentracdo Padréo) 5 = 1000,0 pg/poco
STD (Concentracéo Padréo) 6 = 10000,0 pg/pogo

4.2.3. Reacao de competicéo -

As placas foram preenchidas com as amostras e os padrées.

No dia anterior as analises, as amostras foram preparadas, de modo que
12,5ul do extrato fecal foram pipetados em tubos de ensaio de vidro, apos
homogeneizacéo em vortex (Vortex-gene2 — Scientific Industries®) durante 10s.
Os tubos devidamente identificados foram deixados em capela de fluxo laminar
para secagem “overnight”.

A curva padrao foi mantida dissolvida em etanol (Etanol — P.A, Merck®) a
-20°C. No dia da andlise, levaram-se os padrdes para evaporacao do etanol em
fluxo de ar comprimido, cada ponto da curva padrdo foi reconstituido na
diluicdo 1/40000 de HRP progesterona conjugada em tampdo EIE, com
concentracdes finais de: 0,1; 1; 10; 100; 1000; 10000 pg.

Apos incubacédo as placas foram lavadas (350l por poco), com solucéo
de lavagem (NaCl 1,5M, 0,05% Tween 20) em lavadora de microplacas (Fluido
96-2, Asys-Hitech - Anthos®) em programa de trés lavagens para eliminar o
excesso de anticorpo que nao foram absorvido pela placa. As placas foram

completamente secas antes de serem preenchidas com as amostras.
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As amostras foram reconstituidas no volume de 150ul do conjugado
HRP diluido, onde 50ul da solucdo amostra + conjugado e 50ul de tampéo EIE
e foram adicionados por poco. Esta reacdo ocorre entre o horménio livre
(padrdo ou problema) e o conjugado a enzima. As amostras e os padroes
foram determinados em duplicata e distribuidos na placa de acordo com a
forma indicada. As placas foram novamente tapadas e incubadas agora por

mais 2 horas em temperatura ambiente ndo controlada (15-25°C).

4.2.4. Separagao das fragcbes de anticorpos livres e unidos a
anticorpos na fase sélida

As placas foram novamente esvaziadas por meio de lavagem em ciclo

igual ao anterior, para separagdo agora dos hormonios livres e ligados aos

anticorpos na etapa anterior.

4.2.5. Adicdo do substrato-cromoégeno.

Foram adicionados 100l de substrato-cromégeno (Enhance K-blue®
TMB, Neogen Corporation), deixando reagir por 10 a 20 minutos, até que a
densidade o6ptica dos pocos BO ficasse entre 0,8 e 1 OD. Para frear a reacéo

enzimatica € interrompida por uma solucdo de H2SO4 a 10%.

4.2.6. Leitura das placas

Uma vez passado o tempo de reacdo do substrato, foi realizada a leitura
da densidade o6ptica da cor desenvolvida. Esta leitura foi feita em leitor
automatico (Modelo Multi Detector DTX 800, Beckman Counter®) utilizando o
filtro 450nm. Os resultados obtidos foram corrigidos de acordo com a diluicéo,

peso e volumes utilizados, sendo expressos em ng/g de fezes secas.

4.2.7. Analise estatistica
Foram calculados parametros basicos da estatistica descritiva para

todas as variaveis analisadas, incluindo a média e desvio padrdo do intervalo

interovulatério observado e a andlise descritiva dos dados hormonais,
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baseados na normalizacdo dos dados de acordo com o DO do ciclo estral,
definido com base no dia da observacao da ovulagao ao ultrassom (Coutinho et

al., 2013) ou a partir do pico de metabdlitos de progesterona.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo de dados hormonais em funcdo do tempo € importante
reduzir ao maximo a interferéncia do estresse na liberagdo dos hormdnios
reprodutivos, a liberacdo de ACTH, por exemplo, pode até levar o animal ao
anestro ou aumentar a liberagdo de esteroides a partir da adrenal (RIVIER;
RIVIEST, 1991; GUYTON; HALL, 2006). Em func&o da utilizagdo dos dados
ultrassonograficos provenientes do trabalho de Coutinho et al. (2013) torna-se
importante ressaltar que o tempo reduzido de exame ultrassonografico,
somado ao periodo de adaptacdo com a oferta de frutas, assim como a
recompensa durante as sessdes ultrassonograficas determinaram resultados
positivos, com a observacdo de foliculos e tempo médio de exame
ultrassonografico de 10 minutos. As imagens adquiridas apresentaram boa
gualidade e uma mensuracdo das dimensdes dos ovarios foi suficiente para

acompanhar a ocorréncia de foliculos.

5.1.Ultrassonografia

O ultrassom permitiu 6tima visibilizacdo da estrutura ovariana, porém o
CL nao foi visivel ao ultrassom e estudos histopatolégicos descrevem o
estroma ovariano bastante luteinizado (HERTIG et al.,, 1976, BONNEY et al.,
1979), o que determina um pobre contraste entre a imagem do CL e o tecido, o
que explica a provavel ndo visibilizagdo da estrutura, Mayor (2014) em estudo
ainda nao publicado, identificou que os CL ocupam a maior parte do
parénquima ovariano. Diante disso, os foliculos maiores que 4 mm de diametro,
qgue desapareceram no exame seguinte a sua Ultima visibilizacdo e nao
retornavam com a imagem de um foliculo maior ou em desenvolvimento foram
considerados foliculos ovulatérios. Alternativas como o controle por meio da
citologia vaginal, poderiam ser (teis para validacdo fisiologica do exame
ultrassonografico, porém segundo Bonney e Setchell (1980) ndo encontraram
variacdo na descamacdo do epitélio vaginal, como ocorre em carnivoros
domésticos. Justificado pela baixa variacdo de estrégeno durante o estro em
Aotus spp. Portanto, a melhor alternativa para realizar a avaliacédo fidedigna do

ciclo na espécie é por meio da analise hormonal de esteroides reprodutivos.
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5.2 Perfil de progesterona
Seguindo estudos ja realizados em primatas neotropicais
(SHIDELER et al.,, 1994; ZIEGLER et al., 1996) e em Aotus azarai
(FERNANDEZ-DUQUE et al. 2011) observar o ciclo estral de primatas por meio
dos metabdlitos de progesterona € viavel e nenhum estudo até hoje havia
descrito o ciclo estral da espécie em funcdo tanto da andlise da progesterona,
guanto de exame ultrassonografico.

Foram extraidas e dosadas, 154 amostras fecais de todas as 12 fémeas
com base na andlise ultrassonogréfica (Figuras 3 a 14). Segundo Fernandez-
duque et al. (2011), o ciclo de macacos-da-noite de vida livre estd em torno de
22,2 + 2,7 dias. Coutinho et al. (2013) utilizando a ultrassonografia modo-B e
doppler sugeriu o ciclo em torno de 17 £+ 1,13 dias, na mesma populacéo,
enquanto os primeiros estudos de Bonney et al. (1979), Bonney, Dixson e
Fleming (1980) e Dixson et al (1983) sugerem um ciclo entre 15 e 16 dias, em
animais de outra espécie (Aotus trivigartus) e também mantidos em cativeiro.
Portanto, o periodo pretendido para realizar as analises mostrou-se curto para
evidenciar a ocorréncia de dois ciclos ou mais, 0 que permitiria afirmar com
maior propriedade estatistica a duracdo do ciclo na espécie em animais em
cativeiro. O estudo conseguiu determinar parametros hormonais sintetizados
na tabela 3. Entretanto, em funcédo de ndo observarmos mais de um ciclo na
maioria das fémeas pelo tempo limitado de estudo, torna-se necessario a
observacdo por dosagem hormonal durante os 90 dias, para determinar de
forma completa o perfil de cada fémea e que assim, os dados possam ser mais

conclusivos quanto ao ciclo da espécie.

Tabela 2: Parametros do perfil de metabdlitos de progesterona a partir da
dosagem pelo método de enzimaimunoensaio (EIE) em fémeas de
macacos-da-noite.

ng/g de fezes secas

P4 Maximo 49,9

P4 Minimo 0,4

P4 médio 4,7+1,8
Média dos Picos de P4 36,6 + 8,6

Nivel basal P4 2,1+0,8
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As concentracBes basais de metabdlitos de progesterona ficaram em
torno de 2,1 + 0,8 ng/g de fezes secas. Esses valores divergem dos niveis
observados por Fernandez-duque et al. (2011) em animais de vida livre, que
observaram valores iguais a 1,1 + 0,8 ug/g para os niveis basais. O método de
diluicdo utilizado neste estudo e as caracteristicas ambientais dos animais
diferem consistentemente, o que pode determinar as diferencas observadas. J&
0s niveis minimos e maximos de metabdlitos de progesterona apresentaram
ampla variacdo dentre as amostras (minimo = 0,4ng/g de fezes e maximo =
49,9ng/g de fezes). O que segundo Palme (2005) e Monteiro et al. (2013) esta
diretamente envolvido com as varidveis ambientais, idade, sexo e o motivo do
estudo em questao, que é o status reprodutivo. No caso do nosso estudo toda
variacdo esta relacionada ao status reprodutivo, jA que as outras variaveis

encontram-se controladas.

Fémea l

10,0

Do D4 D& D12 D16 D20

Datas de coleta

Progesterona ng/g de fezes secas
=
o

Figura 4. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas

(ng/g) na fémea 1, durante o intervalo de 20 dias.
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Fémea 2

g

28

; 8

88

ng/g de fezes secas
i) i

m 2,00
1,00 4
0,00 -

Do D4 DE D1z Di6 D20 D24
Datas da coleta

Progesteron

Figura 5. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas

(ng/g) na fémea 2, durante o intervalo de 24 dias.

Fémea 3

28,7

(4] D2 D4 D& D8 10 D12 D14 D6 D18
Data das coletas

Progesterona ng/g de fezes secas

Figura 6. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas

(ng/g) na fémea 3, durante o intervalo de 18 dias.
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Féemea 4

60,00 T
50,00
40,00 -
30,00
20,00 -

10,00

=

Progesterona ng/g de fezes secas
2

(4] D2 D4 DG Da D10 D12 D14 D1 D18 D20

Data das coletas

Figura 7. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas
(ng/g) na fémea 4, durante o intervalo de 20 dias.

Fémea 5

Do D2 D4 D6 DE D10 D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28
Data da coleta

Figura 8. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas

(ng/g) na fémea 5, durante o intervalo de 28 dias.
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Fémea 6

30,0 75,9
250 +
20,0
150 -
10,0

50 =

&

0,0
DO D2 D4 D6 D8 DI0 D12 D14 D16 DI D20

Data das coletas

Progesterona ng/fg de fezes secas

Figura 9. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes secas

(ng/g) na fémea 6, durante o intervalo de 20 dias.

Fémea 7
12,00 - 165
10,00 -
8,00
6,00

fl

4,00

2,00
0,00

Do D2 D4 D DE DID D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28 D30
Data das coletas

Progesterona ng/g de fezes secas

Figura 10. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 7, durante o intervalo de 30 dias.
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45,00
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30,00

5,00

£

0,00

Progesterona ng/fg de fezes secas

40,00 -~

25,00 -
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1500 -
10,00 -

Do

D2

399

»

Fémea 8

D& D10 D12

Data das coletas

D14

Die

D18

D20

Figura 11. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 8, durante o intervalo de 20 dias.

4,00

0,00

]

Progesterona ngfg de fezes secas

3,50 -
3.00 -
2,50 -
2,00 -
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Fémea 9

D& D10 D12

Data das coletas

D14

D16

D18

D20

D22

Figura 12. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 9, durante o intervalo de 22 dias.
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Fémea 10

9,00 -

8,00
w700
E 6,00 -
@ 5fm i |
-
-4
W 300 -
= 500
1,00 -

0,00

secas

DO D2 D4 De DE D10 D12 D14 D1e D18 D20 D22 D24 D26 D28 D30

Data das coletas

Progesteron

Figura 13. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 10, durante o intervalo de 30 dias.

Fémea 11
16,6

18,00 - 2
16,00
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00
6,00
4,00

(4

2,00

o

0,00

fl

Do D2 D4 D6 D8 D10 D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28
Data das coletas

Progesterona ng/g de fezes secas

Figura 14. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 11, durante o intervalo de 28 dias.
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Fémea 12
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

il

2,00

x

0,00

Progesterona ng/g de fezes secas

Do D2 D4 De D8 D10 D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24

Data das coletas

Figura 15. Gréfico linear dos niveis de metabdlitos de progesterona identificados em fezes

secas (ng/g) na fémea 12, durante o intervalo de 24 dias.

Contudo, ao normalizarmos o DO como o dia da ovulacdo e portanto o
inicio da fase luteinica podemos observar que as concentracdes de
progesterona ao longo do tempo passam a se organizar de forma ciclica
(Figura 16). Com isso, podemos sugerir um intervalo médio entre picos de 16,7
* 4,6 dias, mesmo que os picos observados ndo sejam todos maiores que a
média + 2 desvios padrdes (8,3ng/g de fezes secas), o que corrobora com a
média dos ciclos anteriormente citados. O pico que ultrapassa a média + 2
desvios padrdes de metabdlitos de progesterona, nesse caso, ocorreu por volta
do D6 (8,6 ng/g de fezes secas).

10,0

3,0

)

6,0

4,0

f}

2,0

P

P4 em ng/g de fezes secas

0,0
0D-300-26D-22D-180-140-10D-6 D-2 D2 D6 DI10DI14 D18 D22 D26 D30

Figura 16: Grafico linear das concentracdes de metabdlitos da progesterona ao
longo do tempo em fungdo das ovulacdes observadas ao exame
ultrassonografico.
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Apés andlise somente dos dados hormonais, o DO foi definido como o
dia que as fémeas apresentaram o pico de metabdlitos de progesterona. O
grafico (Figura 17) demonstra o comportamento médio das concentracdes de
metabdlitos de progesterona em funcdo do tempo. O intervalo entre 0s picos
demonstra um intevalo correspondente ao encontrado na analise
ultrassonogréfica (16 dias). Considerando ainda que os valores dos trés picos,
sdo muito proximos a meédia dos picos de todas as amostras (36,6 + 8,6ng/g) e
que todos sdo maiores que a média + 2 desvios padrdes de todas amostras de
forma aleatéria, ou seja, sem estarem organizadas em funcdo do tempo,

apenas como valores de progesterona (19,6 ng/g de fezes secas).

b- o-o0O-D-D- D-D2B0D6D-4D-2D0D2 D4 D6 DEADI1OD12D 14D 16
20 18 16 14 12 10

Tabela 17: Grafico linear demonstrando o comportamento dos niveis hormonais
em funcdo somente dos niveis de progesterona.

Mesmo ao apresentar dados préximos ao encontrados na literatura
guanto ao ciclo estral na espécie em estudo, o0 acompanhamento das amostras
fecais quanto as concentracbes de metabdlitos de progesterona apenas
sugerem a ocorréncia de ciclicidade em fungédo da atividade ovariana nessa
espécie. Porém, por meio dessa definicdo inicial de concentracdes de
progesterona em fezes € possivel utilizarmos a metodologia para ampliar o
universo amostral e contribuir para a determinagédo de um ciclo regular nessa
populacdo que sirva como base para a espécie Aotus azarai infulatus e até
mesmo para a determinacdo de concentragdes e perfis hormonais de outras

avaliacdes, tanto em machos, quanto em fémeas.
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6. CONCLUSAO

A determinacdo do perfil de metabolitos de progesterona por EIE mostrou-
se complexa e intangivel por meio da técnica e da metodologia empregada,
para o estudo do ciclo ovariano em macacos-da-noite em cativeiro. Os
resultados apresentados sugerem apenas que 0 comportamento das amostras
é fruto da variacdo das concentracdes de metabdlitos ao longo do tempo, e no
intervalo entre picos hormonais, porém sem ainda descrever o ciclo em Aotus.
O exame ultrassonografico mostrou-se um exame auxiliar para as analise
hormonais, sustentando a normalizacdo dos dados de metabdlitos de
progesterona em fezes. Contudo mesmo havendo diferenca entre os dados,
mostrando variacdo em funcao do ciclo, é necessario um periodo mais extenso
de estudo ao longo do tempo, para que se possa determinar o ciclo estral desta
populacdo da espécie mantida em cativeiro.
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