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RESUMO

TESTA, M. F. Niveis de metabolitos fecais de glicocorticoides em individuos de
muriqui-do-norte (Brachyteles hypoxanthus Kuhl, 1820) translocados. [Fecal
glucocorticoid metabolite levels in individuals of northern muriqui (Brachyteles
hypoxanthus Kuhl, 1820) translocated]. 2022. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
2022.

O muriqui-do-norte (Brachyteles hypoxanthus) € um primata criticamente ameacado de
extingdo, com menos de mil individuos em vida livre e apenas oito em condi¢des ex situ. O
fomento de pesquisas acerca de sua fisiologia, associada a sua avaliacdo endocrinoldgica em
resposta a eventos sociais e comportamentais, € uma estratégia de grande valia para a
conservacao da espécie in situ e ex situ. A analise hormonal de esteroides em animais
silvestres permite, a longo prazo, o monitoramento da funcdo esteroidal. Os niveis de
glicocorticoides, especialmente se obtido a partir de amostragem néo invasiva, pode ser
usado como um dos parametros de analise do bem-estar animal, permitindo a avaliacdo da
resposta fisiologica as modificacbes ambientais. Apesar de evidéncias de que esses
horménios desempenham um papel relevante na regulagédo do metabolismo em eventos de
estresse percebidos ou reais, nada se sabe sobre a influéncia dos fatores estressantes
envolvidos em eventos de translocacéo e na liberacdo de metabdlitos fecais glicocorticoides
(MFG) em animais translocados. Neste contexto, o presente trabalho possuiu como objetivos
avaliar as concentracdes de MFG ao longo de nove meses, por meio da técnica de
enzimaimunoensaio em amostras fecais de individuos de Brachyteles hypoxanthus ex situ
translocados de vida livre para um recinto semi-natural, e assim verificar se 0s eventos socio-
sexuais e de introducdo de um novo individuo influenciaram nas concentragdes fecais destes
metabdlitos nesses animais. Para isso, coletou-se fezes e dados comportamentais de dois
machos e trés fémeas que vivem em um recinto semi-natural e foram comparados 0s
comportamentos reprodutivos e sociais com os dados obtidos acerca dos niveis de MFG.
Para a maioria dos individuos estudados (com exce¢do de uma fémea prenhe), verificamos
auséncia de sazonalidade na excrecdo de MFG (Mann-Whitney, p>0,05), altos niveis de
MFG durante a gestacdo em uma fémea (média de 145,4 ng/g de fezes secas) e niveis altos
de MFG em uma fémea translocada durante sua etapa de ambientacdo (63 dias com média
de 231,7 ng/g de fezes secas). A constatacdo da influéncia negativa do recinto de aclimatagédo

e do evento de translocagdo nos niveis de MFG no animal transferido durante o estudo, e a



mensuracdo dos niveis dos MFG em muriquis-do-norte em cativeiro durante este processo,
lanca luz acerca de novas estratégias para translocacédo, indicam a necessidade de alteracoes
no recinto de aclimatacdo, como o distanciamento dele de outros animais, maior
dimensionamento e pontos de abrigo, para diminui¢do do nivel de estresse nesta fase, e
possibilita avaliar de que forma o cativeiro esté influenciando nos MFG dos animais que ja
foram translocados. O nivel de bem-estar dos animais translocados deve ser melhorado,
incluindo estes resultados nas diretrizes de praticas de manejo e fornecendo melhorias no
sistema de translocacdo de muriquis-do-norte. Ao mesmo tempo, com estes dados pode-se
aprimorar as estratégias de conservacao ex situ e in situ, tdo importantes para a conservacao
desta espécie criticamente ameacada.

Palavras-chave: Conservagédo. Endocrinologia. Primatas. Enzimaimunoensaio.



ABSTRACT

TESTA, M. F. Fecal glucocorticoid metabolite levels in individuals of northern muriqui
(Brachyteles hypoxanthus Kuhl, 1820) translocated. [Niveis de metabdlitos fecais de
glicocorticoides em individuos de muriqui-do-norte (Brachyteles hypoxanthus Kuhl, 1820)].
2022. 99 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Escola de Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2022.

The northern muriqui (Brachyteles hypoxanthus) is a critically endangered primate, with less
than a thousand individuals in the wild and only eight in ex situ conditions. Fostering
research on its physiology, associated with its endocrinological evaluation in response to
social and behavioral events, is a valuable strategy for the conservation of the species in situ
and ex situ. Hormonal analysis of steroids in wild animals allows long-term monitoring of
steroid function. Glucocorticoid levels, especially if obtained from non-invasive sampling,
can be used as one of the parameters for analyzing animal welfare, allowing the assessment
of the physiological response to environmental changes. Despite evidence that these
hormones play a relevant role in regulating metabolism in perceived or real stress events,
nothing is known about the influence of stressors involved in translocation events and in the
release of fecal glucocorticoid metabolites (MFG) in translocated animals. In this context,
the present work aimed to evaluate the concentrations of MFG over nine months, using the
enzyme-immunoassay technique in fecal samples of individuals of Brachyteles hypoxanthus
ex situ translocated from free life to a semi-natural enclosure, and thus verify whether socio-
sexual events and the introduction of a new individual influenced the fecal concentrations of
these metabolites in these animals. For this, feces and behavioral data were collected from
two males and three females living in a semi-natural enclosure and the reproductive and
social behaviors were compared with the data obtained about MFG levels. For most of the
individuals studied (with the exception of one pregnant female), we found absence of
seasonality in MFG excretion (Mann-Whitney, p>0.05), high levels of MFG during
pregnancy in one female (mean of 145, 4 ng/g of dry feces) and high levels of MFG in a
translocated female during her acclimatization stage (63 days with an average of 231.7 ng/g
of dry feces). The finding of the negative influence of the acclimatization enclosure and the
translocation event on the MFG levels in the animal transferred during the study, and the
measurement of MFG levels in captive northern muriquis during this process, sheds light on

new strategies for translocation, indicate the need for changes in the acclimatization



enclosure, such as distancing it from other animals, greater dimensioning and shelter points,
to reduce the stress level in this phase, and makes it possible to assess how the captivity is
influencing the MFG of the animals. animals that have already been translocated. The
welfare level of translocated animals should be improved by including these results in
management practice guidelines and providing improvements in the northern muriquis
translocation system. At the same time, with these data it is possible to improve ex situ and
in situ conservation strategies, so important for the conservation of this critically endangered
species.

Keywords: Conservation. Endocrinology. Primates. enzyme immunoassay.
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, o perfil endocrino de uma espécie é caracterizado por meio da
mensuracdo dos hormonios esteroides de amostras de sangue que, por sua vez, fornecem
uma medida da concentracao plasmatica dos esteroides circulantes (GOYMANN, 2005). Tal
técnica, no entanto, é tida como um obstaculo no estudo endocrinolégico de muitos animais
selvagens, ameacados ou sensiveis ao estresse de contencao, devido ao seu carater invasivo
e a dificuldade logistica para a obtencao de amostras sequenciais (JENSEN & DURRANT,
2006).

Neste contexto, as técnicas de monitoramento hormonal ndo-invasivo surgem como
um método alternativo de estudo das funces enddcrinas, visto que os horménios sdo
rapidamente metabolizados e excretados pelo organismo, 0 que torna possivel a mensuracao
de seus metabolitos nas excretas (HIRSCHENHAUSER et al.,, 2005). Ademais, a
mensuracdo de esteroides e de metabolitos fecais de glicocorticoides (MFG) representa 0s
niveis cumulativos desses horménios durante o seu tempo de passagem pelo intestino
refletindo, portanto, os padrdes de secrecdo do hormdnio ao longo de um determinado
periodo de tempo (HIRSCHENHAUSER et al., 2005).

Devido ao desenvolvimento de técnicas de monitoramento ndo invasivas,
glicocorticoides ou seus metabdlitos podem ser identificados na urina, saliva, penas, pelos,
unhas, garras, secrecOes da pele e, principalmente, nas fezes (WIELEBNOWSKI et al.,
2002; TOUMA & PALME, 2005). Por meio destas amostras, pode-se obter informacdes
Uteis sobre a atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) em animais selvagens,
incluindo os da Ordem Primata (WIELEBNOWSKI et al., 2002; MILLER et. al. 2007;
DICKENS et al., 2013).

As coletas de amostras fecais de primatas podem ser realizadas com grande facilidade
e em grande nimero, mesmo em situa¢bes de campo (GOYMANN, 2005). Assim, a
quantificacdo dos metabolitos das excretas permite um monitoramento continuo de um
individuo por longos periodos, com a minima alteragéo de suas atividades e ambiente social,
visto que a manipulacdo do animal ndo se faz necesséria, tornando a técnica especialmente
valiosa em estudos focados nos horménios adrenais relacionados com estresse
(HIRSCHENHAUSER et al., 2005).

O estresse decorrente de alteracbes ambientais pode ser fisiologicamente oneroso

para um individuo, causando alteracfes sistémicas no crescimento e na reproducdo, bem
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como interferir na funcdo imunologica, o que pode aumentar a suscetibilidade de individuos
estressados a doencas (SAPOLSKY et al., 2000; ROMERO, 2004; LIGHTMAN, 2008). A
avaliacdo e o monitoramento dos niveis circulatdrios de glicocorticoides tém sido usados
como um indice da resposta ao estresse ambiental em animais selvagens (BROOM, 1991;
MOSTL & PALME, 2002; KORTE et al., 2005; MORMEDE et al., 2007).

Entre as espécies de primatas, existe uma variabilidade considerdvel nos niveis de
corticoides descritos, bem como das enzimas associadas e receptores relacionados a histéria
evolutiva das espécies, divergindo principalmente entre primatas do Novo Mundo
(infraordem Platyrrhini) e do Velho Mundo (infraordem Catarrhini) (OSTERHOLZ et al.,
2009). Embora a fungdo da adrenal de primatas do Velho Mundo tenha sido amplamente
estudada, poucas pesquisas avaliaram a atividade basal da adrenal e a relagdo com estimulos
estressores em espécies do Novo Mundo (PRYCE et al., 2002; SULEMAN et al., 2004;
TORRES-FARFAN et al., 2008; MARTINEZ-MOTA et al., 2008; FENG et al., 2011;
CERDA-MOLINA et al. 2012). Estudos sugerem que as concentragdes de cortisol
plasméatico em primatas do Novo Mundo, como por exemplo macacos-de-cheiro (Saimiris
ciureus), saguis (Callithrix jacchus), micos (Saguinus oedipus, S. labiatus e S. fuscicollis,
Leontopithecus rosalia) e macacos-da-noite (Aotus trivirgatus) podem ser consistentemente
mais elevados do que os dos primatas de Velho Mundo (CHROUSOS et al., 1982; COE &
LEVINE et al., 1995; SCAMMELL et al., 2001; FULLER et al., 2004).

O muriqui-do-norte (Brachyteles hypoxanthus) é uma espécie de primata brasileiro
criticamente em perigo de extingdo, com populacdo estimada em um pouco mais de 1.000
individuos (MELO & DIAS, 2005; STRIER et al., 2017). Atualmente em cativeiro
encontram-se somente oito individuos. Seu declinio populacional se deve, principalmente a
destruicdo da Mata Atlantica, fragmentacao de seu habitat e as cacas realizadas no passado
(AGUIRRE, 1971, MITTERMEIER et al., 1987).

Devido ao crescimento demogréafico lento da espécie, perda de habitat e isolamento
das populacdes que dificultam o fluxo génico, dez individuos de muriqui-do-norte foram
translocados em projetos de manejo para a conservagdo da espécie (TABACOW et al.,
2021). Analises acerca dos protocolos anestésicos utilizados, tempo de captura, exames que
séo realizados durante a translocacdo e outras atividades foram avaliados em um estudo de
Oliveira (2021), em que foi compilado informagdes fisiologicas acerca de animais
capturados para translocacdo. Porém, apos a captura, estes animais ndo foram submetidos a
novas avaliacOes de salde, e uma questdo que permanece sem respostas é o grau de estresse

a que estes individuos podem estar submetidos apds processos de translocacéo, adaptacdo a
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um novo local e grupo ou em decorréncia dos status reprodutivos apresentados pelos animais
translocados.

Neste contexto, o fomento de pesquisas acerca da fisiologia do muriqui-do-norte,
associada a sua avaliacdo enddcrina em resposta a eventos sociais e comportamentais,
apresenta-se como estratégia de grande valia para a conservagado da especie in situ e ex situ.
Devido a grande ameaca da espécie em questdo, o presente estudo em parceria com 0
Muriqui Instituto de Biodiversidade (MIB), objetiva avaliar a influéncia de fatores sexuais e
sociais sobre os padrées de MFG em muriquis-do-norte translocados.

Para tanto, foram avaliadas as concentragcdes de MFG de cinco individuos que foram
translocados de vida livre para um recinto seminatural na Comuna do Ibitipoca, no municipio
de Lima Duarte, Minas Gerais, Brasil (TABACOW et al., 2021). Dados comportamentais e
fezes destes individuos foram coletadas ao longo de nove meses. As concentracdes
hormonais foram comparadas com os dados de comportamento obtidos. Os resultados
alcangados no presente trabalho servirdo como fonte de informagdes relevantes acerca do
perfil de glicocorticoides da espécie Brachyteles hypoxanthus durante os eventos
sociossexuais em cativeiro e verificar de que forma a translocacéo e o cativeiro afetaram os
MFG de um dos individuos capturado e translocado durante o estudo. Estes resultados
poderdo fornecer informag@es acerca do impacto de translocagdes em individuos da espécie
muriqui-do-norte e subsidiardo acbGes de conservacdo direcionadas a espécie, com
aprimoramento do manejo ex situ, nos procedimentos de translocacdo e nas tomadas de

decisoes frente a futuras estratégias de conservacdo para as populacdes de muriqui-do-norte.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Brachyteles hypoxanthus: comportamento sociossexual

O muriqui (Brachyteles spp.), € um primata de Novo Mundo endémico da Mata
Atlantica brasileira (AGUIRRE, 1971; CHAVES et al., 2011), pertence a subfamilia
Atelinae e é considerado o maior primata neotropical (LEMOS DE SA et al., 1993;
FEAGLE, 1999). Alteracdes taxondmicas baseadas em distin¢cdes morfoldgicas e genéticas
levaram o género Brachyteles a ser dividido, atualmente, em duas espécies reciprocamente
monofiléticos correspondentes a muriquis-do-norte (B. hipoxanthus) e do-sul (B.
arachnoides), separados por uma distancia genética de 12,7% (GROVES, 2005; CHAVES
etal., 2019). O muriqui-do-norte é um dos primatas mais ameacados de extincdo no mundo
(MITTERMEIER et al. 2006).

As principais diferencas anatdmicas entre as espécies sdo a presenca de polegar
vestigial e padrbes de despigmentacdo na face e escroto, presentes no muriqui-do-norte
(STRIER et al., 2006; CHAVES et al., 2019). O muriqui é um primata diurno, arboricola e
social com dietas folivora-frugivora, incluindo flores, brotos de bambus e de samambaias.
(AGUIRRE, 1971; STRIER, 1991).

Como caracteristica relevante dessa espécie esta sua cauda preénsil, garantindo a ele
uma rapida locomocéo suspensa (AGUIRRE, 1971; STRIER, 1992; JERUSALINSKY et.
al, 2011). Esta cauda pode ser usada como suporte postural e/ou apéndice suspensor de
preensdo capaz de suportar toda a massa corporal de um individuo durante sua alimentacéao
e locomocdo (EMMONS E GENTRY, 1983). Do ponto de vista social, estes animais vivem
em grupos multi-masculinos e multi-femininos que variam em tamanho de acordo com a
populacdo em questdo (STRIER, 1996; PRINTES & STRIER, 1999; STRIER et al., 2001).

Grande parte das informacgdes disponiveis sobre a sociedade dos muriquis sdo
oriundas de pesquisas de longo prazo da populagdo residente na Estacdo Biologica de
Caratinga (Reserva Particular do Patrimdnio Natural Feliciano Miguel Abdala), Minas
Gerais, em que a pesquisadora Karen Strier e seus colaboradores realizam a maior pesquisa
de longo prazo acerca dos muriquis (STRIER, 19873, 1999; STRIER & BOUBLI, 2006).

A area de distribui¢do do muriqui-do-norte (B. hypoxanthus) compreende os estados
de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia (AGUIRRE, 1971; MELO et al., 2004; MELO &
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DIAS, 2005; MENDES et al. 2005, TALEBI et al., 2011; FERRAZ et al., 2019). Estima-se
que a populagdo total da espécie seja inferior a 1000, distribuidas em 15 subpopulagdes
(STRIER et al., 2017).

O comportamento dos muriquis é extremamente pacifico, passam em media 30% do
seu tempo a um raio de um metro dos demais individuos, e mais de 50% do seu tempo dentro
em um raio de cinco metros de outro individuo (STRIER, 1986, 1987b, 1990). Machos e
fémeas passam muito tempo na proximidade de individuos de seu préprio sexo, em intima
associacdo (STRIER, 1990). N&o ha registro de interacfes agonisticas no acesso aos recursos
hidricos, nem de interagcdes agonisticas entre os machos em situacfes de acesso a fémeas
sexualmente receptivas (STRIER, 1986, 1987a, 1990).

A sociedade do muriqui-do-norte € caracterizada pela dispersdo das fémeas antes de
atingirem a maturidade sexual e a filopatria dos machos (STRIER, 1990; PRITES &
STRIER, 1999; POSSAMAI et al., 2005; TALEBI et al., 2009). As fémeas geralmente se
dispersam de seus grupos natais quando atingem em média seis a sete anos, antes do inicio
da puberdade, enquanto 0s machos permanecem em seus grupos natais por toda a vida
(PRINTES & STRIER, 1999; STRIER & ZIEGLER, 2000).

Apds a migracdo e, apesar de serem animais que ndo exibem comportamentos
agressivos, ocorrem perseguicfes de fémeas residentes a fémeas subadultas imigrantes até
que sejam aceitas no novo grupo (STRIER, 1992; STRIER, 1999). As fémeas residentes se
unem e perseguem as imigrantes emitindo vocalizagdes como “relinchos” e “latidos”
(STRIER, 1992; STRIER 1999).

As fémeas de muriquis ndo exibem qualquer insinuacéo visual de ovulacédo, sendo os
sinais quimicos mediados por feromdnios a Unica maneira pela qual as fémeas anunciam seu
status reprodutivo (SOUTHWICK & SMITH, 1986; STRIER, 1987c; STRIER, 1999). Uma
vez sexualmente receptivas, as fémeas praticam a “lavagem de urina”, utilizando as maos
para espalhar sua urina nos galhos e folhas, sinalizando para os machos sua condicéo
reprodutiva (SOUTHWICK & SMITH, 1986; STRIER, 1987c; STRIER, 1999).

Os encontros sexuais entre machos e fémeas se iniciam por meio de inspegdes, em
gue os machos examinam a regido genital da fémea cheirando-a ou puxando sua genitalia
para estimular a secrecdo de um liquido que pode ser acessado diretamente com a boca do
macho ou inalada, apds o contato com sua propria méo (STRIER, 1986, 1999). As fémeas
de muriquis participam ativamente em interagdes sexuais, tendo controle acerca de quais
machos irdo interagir, exibindo expressdes faciais (Grimace) e vocalizagdes/chilreios
(Mating Twitter) (STRIER, 1997, 1999).
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Muriquis copulam a vista de outros membros do grupo sem que outros individuos
ameassem ou interfiram na copula (STRIER, 1986). Apresentam também um
monomorfismo em tamanho corporal e tamanho de canino, tais caracteristicas, associadas
aos baixos niveis de testosterona nos machos, sao responsaveis pela baixa agressividade
entre os machos e pela auséncia de dominancia masculina sobre as fémeas (HILL,1962;
ZINGESER, 1973; STRIER, 1990; STRIER et al., 1999).

Apo6s a migracdo de seus grupos natais, as fémeas desta espécie s tém seus filhotes
pelo menos dois anos apos se juntarem a um novo grupo social (STRIER & ZIEGLER, 2000;
STRIER et al., 2002). Portanto, a idade das fémeas ao terem seu primeiro filhote ocorre, em
média, aos nove anos de idade e, normalmente, um Unico filhote é gerado por gestagdo, com
intervalo de trés anos entre os partos devido ao estreito cuidado parental que dura por dois
anos (STRIER & ZIEGLER, 1997; GUEDES et al., 2008). Estes fatores reprodutivos
associados com a filopatria dos machos, fazem com que essa espécie se reproduza e forme
grupos sociais com muitos individuos muito lentamente, tornando estes animais mais
vulneraveis a extingdo (STRIER, 2000; MARTINS & STRIER, 2004).

Atualmente, existem programas de pesquisa e a¢oes de conservacao voltadas para 0s
muriquis, sendo quatro em Minas Gerais e duas no Espirito Santo, cobrindo cerca de 90%
da populacéo de B. hypoxanthus (MENDES et al., 2005; FERRAZ et al., 2019). Existem
diferentes trabalhos com foco em monitoramento populacional, estudos ecoldgicos e
genéticos (FAGUNDES, 2005; CHAVES et al., 2006; FERRAZ et al., 2019), investigacdes
de salde (STUART & STRIER 1995; PISSINATTI, 2005; FERRAZ et al., 2019), e
manutenc¢do da espécie em cativeiro, objetivando o manejo e sanidade da espécie (MENDES
et al., 2005; PISSINATTI, 2005; FERRAZ et al., 2019).

O muriqui-do-norte j& foi submetido a diferentes estudos acerca da sua
endocrinologia hormonal, como por exemplo, a avaliacdo do cortisol realizada por Strier et
al. (1999). Neste estudo, foi verificado que os niveis de testosterona fecal e cortisol,
analisados em muriquis machos de vida livre possuem uma sazonalidade na secrecdo de
cortisol, se alterando de acordo com os periodos de copula e influenciados pela presenca das
estacOes chuvosas (STRIER et al., 1999). O estudo também verificou que durante a estagdo
reprodutiva, ndo ocorre aumento nos niveis de cortisol, o que justifica os baixos indices de
agressdo exibidos pelos machos de muriquis no momento de acesso as parceiras (STRIER
etal., 1999).

Outro estudo avaliando o cortisol nesta espécie foi conduzido por Strier et al. (2000),

em que se buscou compreender, por meio de métodos nao invasivos de ensaios de esteroides
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fecais, determinar o momento da dispersdo das fémeas em relacdo a puberdade e ao ciclo
ovariano. Neste estudo, verificou-se que os niveis médios de cortisol das fémeas nédo
diferiram entre emigrantes natais ou imigrantes recentes, comprovando que a dispersao das
fémeas ndo € influenciada por elevac¢Ges hormonais.

Strier et al. (2003) realizaram outro estudo acerca do cortisol em muriquis-do- norte
por meio de dosagem hormonal n&o-invasiva, avaliando as mudancas hormonais e
comportamentais em machos e fémeas de vida livre na Estacdo Biologica de Caratinga,
Minas Gerais, Brasil, durante um periodo de seis meses que compreendeu o inicio das
temporadas de acasalamento e concepc¢do. Verificou-se neste estudo que nao houve
diferengas nos niveis de cortisol feminino em suas condi¢des de pré-acasalamento,
acasalamento e concepcdo. Os niveis de cortisol foram significativamente maiores nas
fémeas do que nos machos antes da época da concepcao e a elevacao sustentada do cortisol
masculino ocorreu apds o pico da atividade sexual.

Constatou-se também que os niveis de cortisol masculino foram positivamente
correlacionados entre 0s anos que tiveram precipitagcdes chuvosa semelhantes, mas diferiram
no momento dos eventos sexuais e reprodutivos. O momento das elevacGes de cortisol em
machos parece ser geralmente regulado por sinais ambientais, mas, também, um pouco por
sinais sociais e comportamentais relacionados as suas oportunidades reprodutivas dentro de
sua estacdo de acasalamento (STRIER et al., 2003).

O conhecimento atual sobre a endocrinologia do muriqui é baseado na espécie B.
hypoxanthus, em que através de inimeros estudos, verificou-se que a gestacdo dura cerca de
sete meses (STRIER & ZIEGLER, 2005), a duracdo do ciclo estral é de 21 dias (STRIER &
ZIEGLER 1997, 2005), e que fatores intrinsecos aos individuos sdo determinantes na
retomada deste ciclo ou ndo (ZIEGLER et al., 1997; STRIER & ZIEGLER 2000).

Lima et al. (2021) avaliaram esteroides fecais ao longo de 12 meses em Brachyteles
arachnoides ex situ, em machos e fémeas, através de dados comportamentais e hormonais
ndo-invasivos em que, observou-se que nos machos ndo houve variacdo anual de
glicocorticoide e testosterona. Contudo, os machos alojados juntos apresentaram maiores
niveis de metabdlicos de glicocorticoides fecais e niveis menores de metabdlitos de
testosterona. Estes individuos também copularam menos e foram mais agressivos do que um
macho isolado ou um macho em um grupo unimacho-multifeminino, sugerindo que B.

arachnoides apresenta caracteristicas compativeis com competi¢do reprodutiva.
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2.2 Aplicacao da dosagem do cortisol na conservacao de espécies e na avaliacéo

de bem-estar animal

A ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal resulta em uma secrecdo de
glicocorticoides com duracao de varios minutos a horas (SAPOLSKY, 1992; ROMERO &
WINGFIELD, 2001). A presenca de concentracdes elevadas de glicocorticoides a curto
prazo auxilia na fuga em situacbes em que 0s animais se apresentam em risco de vida
(WINGFIELD et al., 1997). No entanto, a ativagcdo cronica desse eixo associada a altas
concentracdes de glicocorticoides podem ter grandes efeitos deletérios a salde dos
individuos (BLAS et al., 2007; SHERIFF et al., 2009).

As respostas fisioldgicas ao estresse incluem a ativagdo do sistema nervoso simpético
(SNS), bem como do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (GOYMANN, 2005). A medicdo
das catecolaminas liberadas como resultado da ativacdo do SNS é dificil porque essas
substancias estdo disponiveis no organismo apenas por periodos transitérios de tempo
(REEDER & KRAMER, 2005). Assim, a avaliagéo do estresse por meio do eixo HPA, mais
comumente realizada pela medicdo de seus glicocorticoides de produto final, tem sido
tradicionalmente o principal meio de fazer inferéncias sobre a resposta fisiol6gica ao estresse
em animais (OTOVIC & HUTCHINSON, 2015).

Uma vez que a amplitude e a duracéo desta resposta ao estresse em muitos casos se
correlacionam com a salde geral de um animal, concentracdes de glicocorticoides estdo
sendo cada vez mais usados em estudos de ecologia e conservacdo como indicadores de
bem-estar animal (BUSCH & HAYWARD, 2009; SHERIFF et al., 2011).

Através das avaliacBes de glicocorticoides, € possivel compreender como 0s
estressores afetam a vida e reproducdo dos animais e, consequentemente, como alteragdes
no seu habitat, mudancas climaticas, realocacdo ou reintroducdo afeta as populacfes de
animais (BOONSTRA & SINGLETON, 1993; WASSER et al., 1997; CREEL et al., 2002;
CYR & ROMERO, 2007; THIEL et al., 2008; MONCLUS et al., 2009; SHERIFF et al.,
2009).

E substancial o aumento no nimero de estudos em vertebrados que investigam as
interacOes entre 0 comportamento animal e os niveis de hormonios esteroides, sejam eles
corticosteroides ou esteroides sexuais (CAVIGELLI, 1999; KENAGY & PLACE, 2000;
GANSWINDT et al., 2003; GOYMANN et al., 2003; REEDER et al., 2004; ENGH et al.,
2006; BONIER et al., 2009). Por meio dessas pesquisas, é possivel obter dados sobre os
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moduladores da variagdo comportamental nos animais, historia de vida, bem como, a
avaliacdo e monitoramento da fisiologia, salde e bem-estar de espécies ameacadas em vida
livre (HODGES E HEISTERMANN, 2003; CHAPMAN et al., 2006; WIKELSKI &
COOKE, 2006; TARLOW E BLUMSTEIN, 2007; CYR & ROMERO, 2008; VAN METER
et al., 2009).

Por meio dessas inferéncias é possivel também realizar melhorias no bem-estar dos
animais em cativeiro buscando minimizar o estresse cronico (GRAHAM et al., 2002;
HEISTERMANN et al., 2004; DEHNHARD et al., 2008; PIROVINO et al., 2011). Nas
verificacbes de bem-estar animal, a avaliacdo de glicocorticoides (cortisol e corticosterona)
merece particular atencdo, uma vez que sao 0s horménios primarios da resposta ao estresse
de vertebrados, sendo ambos importantes biomarcadores quando se avalia as consequéncias
fisioldgicas de disturbios antropogénicos e fragmentacdo de habitat para a satde individual
e populacional dos animais (CHAPMAN et al., 2006; WIKELSKI & COOKE, 2006;
MARTINEZ-MOTA et al., 2007; RANGEL-NEGRIN et al., 2009; THIEL et al., 2011).

Métodos ndo invasivos podem contribuir para os planos de manejo com o objetivo
de conservar espécies altamente ameacadas, pois permitem mensuracdes mais frequentes e
que produzem o minimo ou praticamente nada de perturbacédo aos animais (PALME et al.,
2013). Thiel et al. (2008) investigaram o impacto de atividades recreativas humanas ao ar
livre em aves da espécie Tetrao urogallus, por meio de dosagens hormonais nao invasivas e
verificaram que o turismo de esqui afetou tanto o uso do habitat quanto o status endécrino
desta espécie. Os niveis de MFG dos individuos que habitavam areas com baixa intensidade
de recreacdo foram significativamente menores do que daqueles que habitavam areas com
moderada ou alta intensidade de recreacdo, durante todo o periodo do estudo.

Constatou-se ainda nesta pesquisa que para proteger as populacGes de Tetrao
urogallus, os gestores deveriam manter as florestas habitadas por estas aves livres de
infraestrutura turistica, ou pelo menos manter trechos florestais intactos dentro das areas de
esqui (THIEL et al., 2008). Diferentemente desse estudo, Rodrigues (2017) identificou que
0S macacos-aranha (Ateles geoffroyi) poderiam lidar com os habitats perturbados, e que 0s
alimentos fornecidos por humanos se tornaram um recurso valioso para a espécie.

O manejo de populagfes de animais mantidos em cativeiro (ex situ) ou em seu habitat
natural (in situ) € importante para a conservacdo de espécies (PALME et al., 2019).
Identificar os processos ecologicos e antropogénicos que atuam como fontes de estresse
fisiologico na vida selvagem é de primordial importancia para a implementagdo de

estratégias adequadas de manejo e conservacdo (DANTZER et al., 2014).
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As respostas comportamentais funcionam como indicadores importantes do estado e
bem-estar dos animais, porém, elas podem nao refletir totalmente a perturbacéo causada a
um animal e podem ser mal interpretadas (GILL et al., 2001; LE CORRE et al., 2009). Além
disso, as respostas fisiologicas ao estresse também podem ocorrer antes que 0s sinais
comportamentais de estresse sejam exibidos e sdo mais propensos a refletir objetivamente
os efeitos do disturbio na homeostase (LARM et al., 2021).

Portanto, estudos que abordam as respostas fisioldgicas ao estresse podem ser um
complemento valioso para estudos comportamentais (DE VILLIERS et al., 2005; YOUNG,
et al., 2017). Para animais em cativeiro, minimizar o estresse também € importante em uma
situacdo de reproducdo, ndo apenas para maximizar a salde e o bem-estar animal, mas
também para garantir o sucesso da reproducao e sobrevivéncia da prole (MASON, 2010).

Particularmente para 0 manejo dos muriquis e programas de manejo em cativeiro
para 0 muriqui-do-norte, a capacidade de mensurar respostas fisioldgicas ao estresse pode
ser usada, por exemplo, para avaliar a relacdo entre individuos recém-translocados, examinar
reacOes a distdrbios ao seu redor e a eventos sociais, e avaliar a resposta a0 manejo e
transporte. O desenvolvimento de métodos para avaliar as respostas fisioldgicas ao estresse
decorrente destas etapas do manejo ex situ pode, portanto, ser uma ferramenta valiosa no
estudo dos efeitos de diferentes estressores nos muriquis, tanto na natureza, quanto em

cativeiro.

2.3 Glicocorticoides

O cortisol é um hormonio esteroide sintetizado a partir do colesterol na camada da
zona fasciculada do cértex adrenal (THAU et al., 2021). O horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), liberado pela hipdfise anterior, atua aumentando os receptores de lipoproteina de
baixa densidade (LDL), aumentando a atividade do colesterol desmolase, que converte o
colesterol em pregnenolona, a qual compreende a etapa limitante da sintese de cortisol
(ANGELOUSI et al., 2020; THAU et al., 2021).

A maioria dos glicocorticoides circulam na forma inativa, ligada a globulina ligadora
de corticosteroides (CBG) ou a albumina (RAMAMOORTHY & CIDLOWSKI, 2016). A
forma inativa é convertida em sua forma ativa pela 11-beta-hidroxiesteréide desidrogenase

1 (11-beta-HSD1) na maioria dos tecidos, enquanto a 11-beta-hidroxiesterdide
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desidrogenase 2 (11-beta-HSD?2) inativa o cortisol de volta a cortisona no rim e no pancreas
(RAMAMOORTHY & CIDLOWSKI, 2016).

Os receptores de glicocorticoides estdo presentes em quase todos os tecidos do corpo,
por esse motivo o cortisol é capaz de interagir com quase todos 0s sistemas organicos, como
0 sistema nervoso, imunoldgico, cardiovascular, respiratorio, reprodutor,
musculoesquelético e tegumentar (KADMIEL & CIDLOWSKI, 2013). O cortisol tem
muitas fungdes organicas, como mediar a resposta ao estresse, regular o metabolismo, a
resposta inflamatoria e a funcdo imunoldgica (OAKLEY & CIDLOWSKI ,2013).

Sua liberacdo é controlada pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), em que
hormonio liberador de corticotropina é liberado pelo nicleo paraventricular (PVN) do
hipotalamo (RAMAMOORTHY & CIDLOWSKI, 2016), e em seguida, atua na hipéfise
anterior para liberar o0 hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), que posteriormente atua no
cortex adrenal e em um ciclo de feedback negativo que tém como alvo o hipotalamo e a
hipofise anterior para inibir a producdo e liberagdo de CRH e ACTH e, assim, limitar tanto
a magnitude quanto a duracdo do aumento de glicocorticoides (OAKLEY & CIDLOWSKI
2013; THAU et al., 2021). O eixo HPA segue um ritmo circadiano, portanto os niveis de
cortisol serdo altos pela manha e baixos a noite na maioria dos primatas (RAMAMOORTHY
& CIDLOWSKI, 2016).

Kadmiel e Cidlowski (2013) ilustraram em seu artigo, a representacdo esquematica
da regulacdo dos niveis de glicocorticoides pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (Figura
1), em que a sintese e liberacdo de glicocorticoides esta sob regulacao circadiana e ultradiana
dindmica pelo nucleo periventricular do hipotdlamo. O hormdnio liberador de corticotropina
(CRH) secretado pelo hipotdlamo estimula a liberacdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) da glandula pituitaria anterior, que por sua vez, induz a sintese e secrecao de cortisol
do cértex das glandulas adrenais para a corrente sanguinea (KADMIEL & CIDLOWSKI
2013).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da regulacdo dos niveis de glicocorticoides pelo eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA).
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Os hormonios esteroides, como o cortisol, s80 mensageiros primarios que podem
atravessar a membrana citoplasmatica por causa de suas propriedades lipossollveis onde
irdo se ligar a receptores especificos no citoplasma (THAU et al., 2021). Geralmente, ap6s
a ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, é possivel verificar aumentos séricos nas
concentracdes de glicocorticoides de trés a cinco minutos em vertebrados (DE KLOET et
al., 2005).

Os niveis de pico sdo atingidos entre 15 e 30 minutos ap6s um agente estressor e
retornam aos niveis basais dentro de 60 a 90 minutos (DE KLOET et al., 2005). Sob
condigdes em que o estresse é agudo, 0 mecanismo de feedback opera de forma eficiente e
0 sistema volta rapidamente ao normal, porém, quando é cronico, os sinais de feedback séo
fracos e o sistema permanece ativado por periodos mais longos (SAPOLSKY, 1992).

Dallman e Bhatnagar (2010) verificaram que os efeitos bioldgicos da resposta ao
estresse € um resultado das interagfes hormonio-receptor ao longo de todo o tempo da
resposta, ndo apenas durante o pico de liberagdo do glicocorticoide. A capacidade de medir

essa resposta integrada € extremamente importante ao estudar animais de vida livre, que
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podem experimentar uma variedade de agentes estressores em qualquer momento do tempo
amostrado (SETCHELL & CURTIS, 2011).

2.4 Fezes como matriz bioldgica para dosagens hormonais

Nos ultimos anos, a medicdo dos niveis de metabdlitos de glicocorticoides nas
excretas (urina e fezes) tem sido cada vez mais usada para medir 0s niveis de estresse em
animais de laboratério, domésticos, de zooldgicos e de vida livre (TAYLOR, 1971;
WASSER et al., 2000; BUCHANAN & GOLDSMITH, 2004, MILLSPAUGH E
WASHBURN, 2004; MOESTL et al., 2005; PALME et al., 2005; TOUMA & PALME,
2005). Nas fezes, a atividade adrenocortical € medida pela quantificacdo dos MFG que estédo
sendo excretados. Os MFG podem ser mensurados como uma medida integrada da atividade
adrenocortical e representam a secre¢do cumulativa de hormonios (geralmente ao longo de
varias horas, dependendo da frequéncia de defecacdo) (PALME et al., 2005; SHERIFF et
al., 2011).

Os niveis de MFG séo particularmente interessantes como uma medida da atividade
adrenocortical de animais selvagens, porque as amostras fecais podem ser coletadas de forma
facil e ndo invasiva no campo, sem necessidade de captura ou manuseio dos animais
estudados (SHERIFF et al., 2011; PALME, 2019). Também é possivel amostrar o0 mesmo
individuo repetidamente com risco minimo de afetar os niveis de glicocorticoides (TOUMA
& PALME, 2005; PALME, 2019).

Em artigo publicado por Palme (2019) foi realizado um esquema de secrecdo e
excrecdo de glicocorticoides (adaptado de MOSTL & PALME, 2002). Como demonstra a
figura 2, neste estudo séo indicadas as diferentes matrizes bioldgicas utilizadas para a
dosagem de glicocorticoides ou seus metabdlitos.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da secre¢do e excregao de glicocorticoides.

Halr/
Feathers

Adrenocortex
(interrenal cells)

&

Kidney

bacterial

i boliem b Faeces

(e.g. deconjugation)

Fonte: Palme, 2019.

Embora a coleta de sangue tenha sido o método mais comum para medir as
concentracdes de glicocorticoides, ndo é necessariamente 0 método mais informativo e, por
necessitar de manipulacdo do animal a ser amostrado, sua aplicacdo pode se tornar
impossivel em algumas espécies de animais selvagens (MOESTL & PALME, 2002;
MORMEDE et al., 2007).

O metabolismo e a via de excrecdo dos glicocorticoides diferem entre as espécies,
até mesmo naquelas taxonomicamente préximas (BAHR et al., 2000; PALME et al., 2005).
Devido a este fator, antes de se aplicar a metodologia de analise ndo invasiva, € crucial
validar biologicamente os métodos para cada nova espécie analisada, assim garante-se que
os dados gerados sejam biologicamente significativos (PALME et al., 2005; TOUMA E
PALME et al., 2005; HEISTERMANN et al. 2006; SCHWARZENBERGER, 2007;
GOYMANN, 2012).

As amostras fecais sdo, geralmente, faceis de se identificar e de se localizar para
serem coletadas diretamente do solo. Os niveis de glicocorticoides nessas amostras fornecem
uma medida mais integrada da atividade adrenocortical do que as amostras pontuais
provenientes de soro ou plasma e, assim, diminuem a influéncia dos padrdes pulsateis dos
episodios de secre¢édo de glicocorticoides (WHITETEN et al., 1998).

Os glicocorticoides secretados pelo eixo HPA e circulantes no plasma, sdo
metabolizados principalmente pelo figado, embora muitos outros 6rgdos contribuam para o
processo (TAYLOR, 1971; PALME, 2019). Os metabolitos resultantes sédo excretados via

bile ou urina, predominantemente conjugados (PALME, 2019).
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No intestino pode ocorrer metabolismo adicional de esteroides excretados atraves da
bile por enzimas bacterianas, e metabdlitos também podem ser parcialmente reabsorvidos
através da circulacdo entero-hepatica (PALME et. al., 2005; PALME, 2019). Os MFG serdo
identificados com um certo atraso de tempo em relacdo ao momento de sua secre¢do sendo
esse tempo especifico para cada espécie e corresponde, aproximadamente, ao tempo de
transito intestinal daquele animal (PALME, 2019). Para muriquis foi descrito que o tempo
de transito intestinal nessa espécie é de 36 horas (TALEBI, 2003), porém, foi verificado em
Limaet. al. (2021) a deteccdo de metabdlitos hormonais com picos de excre¢do mesmo ap0os
48 horas de eventos estressantes em muriquis-do-sul ex situ.

Na maioria das espécies de primatas de grande porte, para as quais hd dados
disponiveis, 0s esteroides sdo excretados nas fezes entre 36 e 48 horas apds a identificacdo
na circulacdo (SHIDELER et al., 1993). Embora haja excecdes, como exemplo, 22 horas
para testosterona e para o cortisol em chimpanzés (MCHLE et al., 2002; BAHR et al., 2000).
Em contraste, 0 tempo de passagem intestinal € mais rapido em animais menores, como de
quatro a oito horas para testosterona e cortisol em Callithrix jacchus (BAHR et al., 2000).

Dosagens hormonais através das fezes possuem algumas vantagens, como a
facilidade na obtencdo das amostras, amostragem repetida, possibilidade de trabalhar com
pequenas quantidades de amostra e a sensibilidade dos imunoensaios enzimaticos (EIAS)
capazes de detectar uma quantidade muito pequena de hormonios excretados (PALME et
al., 1996). Esta técnica completamente ndo invasiva ja foi realizada e validada com sucesso
para monitorar a atividade gonadal e adrenocortical em inUmeras espécies de animais de
laboratério, domésticos, de zooldgicos e selvagens (HUBER et al., 2003;
SCHWARZENBERGER, 2007; TOUMA & PALME, 2005).

Uma vez que 0os MFG refletem a taxa de producdo de um horménio especifico
durante um certo periodo de tempo, eles sdo menos afetados por flutuacbes de curto prazo
na secre¢do hormonal e podem refletir o estado hormonal geral de um individuo melhor do
que amostras de plasma ou soro (TOUMA & PALME, 2005).

Em muitas espécies, os niveis de MFG podem ser afetados por muitos fatores
intrinsecos como a idade, sexo, condigdo reprodutiva, corporal e variagdes diurnas
(SAPOLSKY, 1992; ZIEGLER et al., 1995; RAMINELLI et al., 2001; TOUMA et al., 2003;
WEINGRILL et al.,, 2004; CHAPMAN et al., 2006; SETCHELL et al., 2008;
CHARBONNEL et al., 2008; BOSSON et al., 2009; CARNEGIE et al., 2011). A formae

magnitude com que esses fatores influenciam a atividade adrenocortical € espécie-especifica
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(RAMINELLI et al., 2001; BEEHNER E WHITTEN, 2004; CHAPMAN et al., 2006;
BOSSON et al., 2009; SHUTT et al., 2012).

Quando consideramos o sexo, machos adultos da espécie Pan troglodytes e Macaca
assamensis, sendo este Ultimo apenas durante a época de reproducdo, tém niveis mais
elevados de glicocorticoides do que machos subadultos (SERAPHIN et al. 2008; OSTNER
et al., 2008). Além dessas fontes bioldgicas de variagdo, os niveis de glicocorticoides das
fezes também podem ser afetados por questdes metodoldgicas, em particular a forma como
as amostras sdo coletadas e armazenadas (KHAN et al., 2002; LYNCH et al., 2003; SHUTT
etal., 2012).

Tais fatores representam um sério desafio, especialmente para pesquisadores que
trabalham em areas remotas onde ndo ha acesso a freezers, sendo que a solucéo para este
problema é a extracdo imediata dos esteroides das fezes usando metodologias de extracao
no local em combinacdo com métodos validados para armazenar extratos sob condi¢bes
tropicais de clima (BEEHNER E WHITTEN, 2004; SANTYMIRE E ARMSTRONG, 2010;
MURRAY et al., 2013; SHUTT et al., 2012).

2.5 Coleta, armazenamento e extracdo de amostras fecais

E obrigatorio o uso de itens para protecdo individual (luvas e mascaras) e outras
precaucOes de biosseguranca ao manipular as amostras fecais, devido ao potencial risco
bioldgico a satide (MOSTL et al., 2005; PALME et al., 2013).

Para adotar a metodologia de dosagem hormonal através das fezes é preciso extremo
planejamento, sobretudo, quanto ao cronograma de coleta de amostras, bem como o
armazenamento (PALME, 2019). A coleta de amostras fecais de animais de vida livre é ndo
invasiva e devem ser realizadas apenas quando a origem das fezes for conhecida, ou seja,
apenas em situacfes em que o momento de defecacdo foi registrado pelo pesquisador
(GANSWINDT et al., 2010).

O horéario de coleta também precisa ser padronizado, uma vez que os padrdes de
secrecdo diurnos sdo particularmente pronunciados para alguns horménios, como, por
exemplo, testosterona e cortisol (SETCHELL et al., 2011).

A degradacdo de esteroides devido ao metabolismo bacteriano pode ser um problema
potencial para dosagem hormonal em amostras fecais, onde as bactérias gastrointestinais séo

abundantes (SETCHELL et al., 2011). Para contornar este problema, as amostras precisam
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ser congeladas logo apds a coleta, caso ndo seja possivel, é preciso manter a amostra
refrigerada até conserva-la adequadamente (TOUMA & PALME, 2005).

A maneira mais eficaz de preservar as fezes por periodos prolongados é o
congelamento a -20°C (SETCHELL et al.,, 2011). Apds as coletas, é extremamente
importante rotular os recipientes da amostra adequadamente, fornecendo o nome do
animal/numero de identificacdo, data e hora da coleta diretamente no tubo ou tampa (de
preferéncia ambos), usando um marcador permanente e a prova d'agua (SETCHELL et al.,
2011).

A frequéncia de amostragem é determinada pelo tipo de informacéo que se objetiva
obter (SETCHELL et al., 2011). Como regra geral, para compensar a variagdo intra-
individual (amostra para amostra) e também para consideracdes estatisticas, € recomendado
uma coleta de, no minimo, seis e preferencialmente dez amostras por condicdo, sempre
coletando um pouco mais do que a quantidade minimamente necessaria (SETCHELL et al.,
2011).

Quanto a extracdo hormonal, a maioria dos artigos publicados utilizam metanol ou
etanol em alta porcentagem (80% ou 90%), para extracdo (PALME, 2019). Segundo Palme
et al., (2013) a recomendacdo para a extracao de metabolitos fecais de cortisol é suspender
as fezes de mamiferos em uma alta porcentagem de alcool primério e transferir uma aliquota
do sobrenadante apés sua centrifugacdo para o imunoensaio. A extracdo dos esteroides da
matriz fecal € o primeiro passo a ser realizado antes das dosagens hormonais (Figura 3),
independentemente da técnica que o pesquisador optar para a realizacdo desta dosagem
(MOSTL et al., 2005; MURTAGH et al., 2013).
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Figura 3 - Esquema ilustrando as principais etapas experimentais desde a defecacdo até a andlise de
metabdlitos de horménios esteroides fecais.
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Atualmente, o procedimento mais utilizado para a extragdo é agitar em vortex uma
porcdo de fezes suspensas em uma mistura primaria de alcool/agua na proporcdo 50:50
(PALME et al., 2013). Os esteroides fecais estdo normalmente presentes em concentracfes
relativamente altas nas fezes, portanto, os extratos passam por um teste de diluicdo em
diferentes proporcgdes para o EIE a ser utilizado para informar qual a melhor diluigéo a ser
empregada nas dosagens hormonais (PALME et al., 2013).

E extremamente importante que os esteroides permanecam estaveis durante todas as
etapas da analise, como demonstrado na figura 1 anteriormente (MOSTL E PALME, 2002).
A estabilidade dos metabdlitos hormonais varia conforme os tipos e espécies de animais
estudados (TERIO et al., 2002; LYNCH et al., 2003; MILLSPAUGH et al., 2003).

Mostl et al. (2005) cita que pode ocorrer degradacdo adicional de esteroides quando
as amostras sdo descongeladas antes da extracdo, uma vez que foi demonstrado que
descongelar amostras rapidamente, por exemplo, por aquecimento (95 °C) é melhor do que
descongela-las lentamente a temperatura ambiente. Deve-se evitar retirar as amostras fecais
do freezer & noite e comecar a processa-las no dia seguinte, para a anélise de MFG (MOSTL
et al., 2005; PALME et al., 2013).
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2.6 Dosagem Hormonal

Existem principalmente dois métodos para dosar metabolitos de esteroides: métodos
cromatograficos  (por exemplo, cromatografia liquida— CL) em combinagdo
com espectrometria de massa (MS) e imunoensaios (WUDY et al., 2018). Os CL-MS séo
normalmente utilizados para quantificar esteroides em que a identidade quimica dos
metabdlitos medidos deve ser conhecida, possui um valor agregado maior e ndo € adequado
para analises em grande escala (PALME, 2019). Portanto, atualmente, os imunoensaios sdo
quase que exclusivamente utilizados (PALME, 2019).

Os enzimaimunoensaios substituiram principalmente os radioimunoensaios nos
ultimos anos, uma vez que ele é mais barato e ndo sdo necessarias licengas especiais para
manusea-lo ja que ndo ha o envolvimento de materiais radioativos neste método (MOSTL et
al., 2005, KERSEY & DEHNHARD, 2014; PALME, 2019).

Os imunoensaios sdo competitivos, isso significa que esteroides da amostra/padrédo
competem com esteroides marcados por locais de ligacéo limitados dos anticorpos (MOSTL
et al., 2005; PALME, 2019). Dependendo do sistema de detecgéo utilizado, eles podem ser
classificados como radioimunoensaio (RIA), imunoensaio enzimatico (EIA) ou
qguimioluminescentes (KERSEY & DEHNHARD, 2014; PALME, 2019).

Cada imunoensaio para cortisol depende de anticorpos projetados especificamente
para o referido horménio e eles estdo disponiveis em Kits comerciais de imunoensaio para
sangue (KINN R@D et al., 2017; BEKHBAT et al., 2018; PALME, 2019). Para amostras
fecais € utilizado anticorpos especificos de grupo, que sdo especificos para medir grupos de
metabdlitos (MOSTL & PALME, 2002; MOSTL et al., 2005). A vantagem dos Kits
comerciais € que eles estdo prontamente disponiveis e sdo faceis de serem utilizados
(PALME, 2019).

Como podemos encontrar muitos metabdlitos diferentes presentes nas fezes
(PALME, et al., 2005) e os imunoensaios dependem de reagdes cruzadas de seus anticorpos
(especialmente no caso de ensaios de cortisol e corticosterona), para medir metabolitos fecais
de glicocorticoides as concentracdes medidas sdo amplamente dependentes do método
(MOSTL et al., 2005).

Assim, nos casos em que concentracGes mais altas de metabolitos de glicocorticoides

sdo encontradas em diferentes estudos, elas ndo necessariamente indicam uma maior
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atividade adrenocortical, mas podem ter sua base influenciada por questdes metodoldgicas
(THIEL et al., 2005; 2008).

2.7 Validagdes hormonais

Nos Ultimos anos, as validacfes de ensaios hormonais tém sido cada vez mais usadas
em artigos que tratam sobre a analise de metabolitos de glicocorticoides (PALME, 2019).
Para que um ensaio seja determinado como validado para determinada espécie, é necessario
incluir validacdo analitica e, sobretudo, validacdo fisiologica e/ou bioldgica (PALME,
2019). Medidas de preciséo, sensibilidade, especificidade e exatiddo compreendem as
validag@es analiticas (MOSTL et al., 2005; KERSEY & DEHNHARD, 2014). Coeficientes
de variacdo (CV) intra e inter-ensaio de um pool de amostras com concentracdes padrdes do
estudo precisam ser fornecidos para que a precisdo seja verificada (PALME, 2019).

A realizacdo de dilui¢bes seriadas dos extratos fecais é recomendada uma vez que
através desta analise é possivel verificar se os valores resultantes estdo em paralelo com a
curva padréo, excluindo a presenca de substincias que podem causar interferéncias (MOSTL
& PALME, 2002; MOSTL et al., 2005; WATSON et al., 2013; PALME, 2019)

Experimentos de validacdo fisioldgica induzem alteracdes nos glicocorticoides
circulantes de forma padronizada, principalmente por estimulacdo farmacoldgica (ou
supressao) da atividade do eixo HPA (PALME, 2019). Assim, experimentos de Gltima
geracdo incluem um teste de desafio com hormonio adrenocorticotrofico (ACTH)
(WASSER et al., 2000; MOSTL & PALME, 2002; GOYMANN, 2005, TOUMA &
PALME, 2005; PALME et al., 2005; SHERIFF et al., 2011; PALME, 2012).

Experimentos de validacdo fisiologica requerem permissdo especial para serem
realizados em animais (PALME, 2019). Com modelos experimentais em espécies
ameacadas de extincdo, tal metodologia ndo pode ser realizada facilmente e nestes casos
deve ser utilizada uma validacéo bioldgica (PALME, 2019). Tal validagédo consiste em medir
0s metabolitos de glicocorticoides antes e depois de um evento estressante que é forte o
suficiente para elevar a atividade do HPA por um periodo prolongado (TOUMA et al. 2015),
0 que deve resultar em um pico nos niveis de metabdlitos de glicocorticoides (PALME,
2019).
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Esse tipo de validacdo comprova que a técnica pode detectar alteragdes
biologicamente significativas na atividade adrenocortical (FANSON et al., 2017). Muitos
artigos descrevem tal validacdo bioldgica e, na maioria dos casos, captura, contencéo,
transporte, isolamento, reagrupamento, exame fisico, procedimentos veterinarios ou outros
distdrbios antropogénicos foram usados como agentes estressores (SCHELL et. al., 2013;
WARK et al., 2016; PUEHRINGER-STURMAYR et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as concentracdes de metabdlitos fecais de glicocorticoides por meio da técnica
de enzimaimunoensaio em individuos de Brachyteles hypoxanthus translocados de vida livre
para um recinto semi-natural e verificar se 0s eventos sociossexuais reprodutivos e de
introducdo de um novo individuo influenciam as concentracdes destes metabdlitos nos

animais do presente estudo.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a validacdo laboratorial e bioldgica para as dosagens dos metabolitos
hormonais, por meio de enzimaimunoensaio em Brachyteles hypoxanthus, em

condigdes ex situ;

e Dosar os metabdlitos fecais de glicocorticoides por meio da técnica de
enzimaimunoensaio, para a espécie Brachyteles hypoxanthus em condigdes ex situ;

e Verificar se hd a ocorréncia do padrdo temporal (sazonalidade) na producdo do
glicocorticoide em Brachyteles hypoxanthus ex situ;

e Auvaliar os niveis de metabolitos fecais de glicocorticoides de acordo com 0s

comportamentos sociossexuais reprodutivos dos animais;



38

Avaliar se os niveis de metabdlitos fecais de glicocorticoides diferem entre os
individuos de acordo com seus respectivos status reprodutivos;

Determinar os niveis de metabdlitos fecais de glicocorticoides em uma fémea durante
seu periodo gestacional e puerpério;

Verificar os niveis de metabolitos fecais de glicocorticoides em fémeas recém

translocada de vida livre para um recinto semi-natural.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Licencas

Todos os procedimentos descritos nesta dissertacdo foram aprovados pela licenga
SISbhio nimero 64438-4. As amostras foram obtidas sob protocolo CEUA UFMG aprovado
sob 0 n®163/2020. O projeto de pesquisa encontra-se regularmente cadastrado na plataforma
SISGen pelo cddigo AGEEET7D.

4.2 Local de estudo

Para o presente projeto foram utilizados cinco animais (trés fémeas e dois machos),
alojados em um recinto seminatural na Comuna do Ibitipoca, Minas Gerais, localizada no entorno
do Parque Estadual do Ibitipoca. O Parque é localizado na Zona da Mata do estado de Minas
Gerais, sua administracdo é realizada pelo Instituto Estadual de Florestas — (IEF-MG) e possui
uma area total da reserva de 1488 hectares.

O Muriqui’s House (MH) é uma area preparada para o cativeiro, construido especialmente,
para a realizacdo do manejo estratégico para a conservacao do muriqui-do-norte (TABACOW et
al., 2019). E constituido por uma area de 5,67 ha totalmente cercada, sendo dividida entre floresta
secundaria em estagio inicial/médio de regeneracdo (1,84 ha), pastagem (3,83 ha) (figura 4) e
recinto de aclimatacdo (7,0 m de altura; 20,0 m de comprimento; 8,0 m de largura) como mostra
a figura 5.

No momento abriga oito individuos (dados atualizados em agosto de 2022), sendo um
macho jovem de trés anos e um infante macho de dez meses, um macho de um ano e quatro meses,
um macho adulto (Luna) de 26 anos, outro macho adulto (Bertolino) de 29 anos, uma fémea adulta
(Ecoldgica) de 13 anos, uma fémea adulta (Socorro) de 26 anos, e uma fémea sub-adulta (Nena)
de sete anos. Os dados referentes as idades dos individuos sdo informacdes de comunicacdo
pessoal uma vez que nao se sabe ao certo a idade de cada animal translocado, somente nimeros

aproximados.
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Figura 4 - Area completa do cativeiro Muriqui's House destacando em vermelho o limite do cativeiro,

incluindo os 1,84ha de floresta nativa e, em amarelo, o recinto de aclimatacao.
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Foto: MELO, F. R., 2021; Delimitaco na imagem por CUNHA, U. M., 2022.
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Figura 5 - Recinto de aclimata¢do em que os animais ficam apos serem translocados
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Foto: Muriqui Instituto de Biodiversidade, 2021,

4.3 Animais

Para o presente estudo, foram coletadas amostras de trés fémeas (duas adultas e uma
sub-adulta) e dois machos (adultos) de nomes, respectivamente: Ecoldgica, Socorro, Nena,
Bertolino e Luna. A primeira fémea a chegar na Comuna do Ibitipoca foi a Ecolégica em
2019, uma fémea adulta isolada no Municipio de Santa Barbara do Leste, Minas Gerais
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(MG). O animal foi avistado por moradores locais e posteriormente identificada pela equipe
como sendo filha de uma fémea com origem de Santa Margarida— MG, translocada em 2006
para vida livre. Também em 2019 ocorreram duas translocagdes, sendo estas de dois machos
provenientes do municipio de Lima Duarte — MG; eram de um grupo misto identificado em
2004, com registro de apenas dois machos irméos desde 2015.

A segunda fémea do grupo, Socorro, é uma fémea adulta que estava isolada em
Simonésia, Minas Gerais, Brasil. Foi reconhecida desde 2011 e relatada por moradores
locais. Em 2019 foi translocada para a Comuna do Ibitipoca.

Em novembro de 2020, foi realizada a ultima translocacdo para o MH até a presente
data, uma fémea sub-adulta, de nome Nena, localizada no entorno do Parque Nacional do
Capara0, municipio de Espera Feliz, Minas Gerais (MG). Na balela 1 constam os animais
envolvidos no presente projeto e seus respectivos status reprodutivos e nas figuras 6, 7, 8, 9

e 10, fotos dos individuos Nena, Ecoldgica, Socorro, Bertolino e Luna respectivamente.

Tabela 1 - Animais do presente estudo e seus respectivos status reprodutivos

NOME DO ANIMAL STATUS REPRODUTIVO
Nena Sub-adulta ndo sexualmente ativa
Ecoldgica Fémea gestante
Socorro Fémea sexualmente ativa
Bertolino Macho sexualmente ativo

Luna Macho sexualmente ativo
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Figura 7 - Fémea Ecoldgica

Figura 6 - Fémea Nena
Afa o Sl

Foto: MARIGO, \}., 2021. ‘ Fonte: BARROS, T. P., 2019.

Figura 8 - Fémea Socorro. Figura 9 - Macho Bertolino

Foto: PEREIRA, P. M 2020. Foto: MARIGO, V., 2021.

Figura 10 - Mac_ho Luna.
‘ ” - 1

Foto: RIBEIRO, P. D., 2021.
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4.4 Coleta de fezes

As coletas de fezes foram realizadas por bidlogos da equipe do Muriqui Instituto de
Biodiversidade, previamente treinados e orientados constantemente pela médica veterinaria
Mikaelly Frasson Testa. Durante o periodo de coleta de fezes houve um observador, que
acompanhou os animais diariamente, no periodo entre 06:00 e 11:00 horas. O observador
esperava o animal defecar (figura 11) para que fosse possivel coletar as amostras e identifica-
las individualmente. Apos a defecacdo e com o auxilio de uma pé especifica para coleta de
amostras bioldgicas, as fezes eram coletadas e armazenadas em saco Zip Lock® niimero 7
(14 x 20 cm de area total). ApOs 0 armazenamento das fezes, 0 saco era levemente amassado
para homogeneizag&o do bolo fecal e identificado com o nome do individuo, nome de quem
realizou a coleta, nimero da amostra, data e horério da coleta.

A amostra era imediatamente acondicionada em um isopor com gelo para
posteriormente ser armazenada em freezer a -20°C até o descongelamento e assim, a
realizacdo do processo de extracdo hormonal no laboratério de patologia clinica do Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e no laboratorio
MULTILAB, da Universidade Federal de Minas Gerais. Concomitantemente com as coletas,
foi realizado o preenchimento de uma ficha de coleta de fezes (Figura 12). As coletas foram
realizadas entre os dias 12/07/2020 a 01/04/2021, uma vez ao dia, no periodo da manhd, trés

vezes na semana, por animal.

Figura 11 - Observacdo de um Brachyteles hypoxanthus durante o momento de
defecacéo.
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Foto: PEREIRA,
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Figura 12 - Ficha utilizada durante a coleta de fezes.

FICHA DE COLETA DE FEZES - MIB

DATA DE CAPTURA: LOCAL DE CAPTURA: N® DO MICROCHIP:

ESPECIE: Brachyteles hypoxanthus IDADE: |SEKO: |PESO: GRAVIDEZ: LACTANTE:

LOCAL DO RECINTO: Comuna do Ibitipoca - Muriqui's House

ORIENTACOES PARA COLETA DE FEZES

As fezes serdo coletadas no periodo da manha entre 06:00 e 11:00h. Para coleta & necessdrio: 1) Luva de latex para procedimentos; 2) Saco
tipo Zip Lock; 3) Caixa de isopor com gelo; 4) Caneta marcador da marca Sharpie. Apds coletar, colocar dentro do saco, fecha-lo e
homogeinizar bem o bolo fecal amassando o saco antes de congelar. Identificar as amostras com o nome do animal, data, n? da coleta em
questdo daquele dia (1, 2 etc), horario da coleta e congelar posteriormente todas elas a -202C. Separar as coletas por data no congelador,

ANOTA(;E)ES GERAIS SOBRE O DIA DA COLETA

DATA: |N! DE AMOSTRAS COLETADAS NO DIA:

TEMP. NO MOMENTO DA COLETA (C°): |TEMP. MINIMA NO DIA: TEMP. MAXIMA NO DIA:

ANOTACOES GERAIS SOBRE O ANIMAL

HOUVE ALGUMA MUDANCA NO RECINTO? SE 5IM, QUAL?

FOI REALIZADA ALGUMA MUDANGA NA ROTINA DO ANIMAL (MUDANCA DE RECINTO, DIETA, TRANSLOCAGOES, MANEJO, CONTENGAO ETC)? SE SIM, QUAL, COMO FOI REALIZADA, EM QUAL
HORARIO?

FOI ACRESCENTADO UM NOVO ANIMAL NO RECINTO? SE SIM, QUAL O SEXO, COMO FOI A INTERACAO?

COLOCAR AQUI OBSERVACOES SOBRE O COMPORTAMENTO DO ANIMAL NO MOMENTO DA COLETA. EX: COMPORTAMENTO DE COPULA, PROSTRAGAO, ATIVO EXCESSIVAMENTE, FALTA DE
APETITE, AGRESSIVIDADE, INTERAGAO COM OUTROS ANIMAIS (FAZER UM ETOGRAMA CONCOMITANTE COM AS COLETAS):

COLOCAR AQUI QUALQUER EVENTO EXTERNO AQ RECINTO QUE POSSA CAUSAR DISURBIO NOS ANIMAL (EXEMPLO: TEVE UMA TEMPESTADE NA NOITE ANTERIOR, FOGOS DE ARTIFICIO,
VISITANTES BARULHENTOS, CAMINHAO PERTO DO RECINTO, CORTADOR DE GRAMA...) TUDO QUE VOCE ACHAR VALIDO:

Fonte: Arquivo pessoal, 2021.

4.5 Extracdo Hormonal

A extracdo hormonal foi realizada no laboratério do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis em Belo Horizonte, Minas Gerais e no
laboratério MULTILAB, da Universidade Federal de Minas Gerais pela pesquisadora
Mikaelly Frasson Testa com auxilio de colaboradores das referidas instituicoes.

Para a extracdo dos MFG utilizou-se a técnica de Strier e Ziegler (1997).
Inicialmente, as amostras de fezes foram retiradas do freezer e descongeladas em
temperatura ambiente. Antes de separar a quantidade necessaria para as analises, o pacote
contendo o bolo fecal era amassado para homogeneizacao das fezes. Apds homogeneizacao,
com auxilio de uma espatula inox, o bolo fecal era separado e armazenado em tubo de fundo
conico de 15 mL identificado com o0 nome do animal, nimero correspondente da amostra e
numero do controle interno do laboratorio.

Apols a transferéncia das amostras para 0s tubos, estes eram acondicionados

verticalmente dentro de uma estufa regulada a 95°C. O processo de secagem levou em média
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8 horas. Ap0s secagem, as amostras eram amassadas, com auxilio dos materiais ilustrados
na figura 13. Mediante esmagamento com o auxilio de um cadinho de porcelana limpo e
seco, as fezes secas eram maceradas até que restasse somente o po (figura 14). Quando era
verificado a presenca de sementes e/ou fibras em excesso que poderiam prejudicar as etapas
posteriores da extracdo, as amostras também eram peneiradas de forma que restasse somente

o0 po fecal (figura 15).

Figura 13 - Materiais utilizados para o procedimento de preparacdo da matriz
seca.

NOTA: (A) Cadinho de porcelana para macerar as fezes; (B) plastico
transparente para ser utilizado durante as pesagens das fezes secas; (C)
peneira para retira sujidades, fibras e sementes e; (D) uma colher inox.
Foto: Arquivo pessoal, 2022.
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Figura 14 - Preparagdo das amostras de fezes apds secagem.
|

A B

NOTA: (A) Fezes secas logo apds sairem da estufa. (B) fezes maceradas até se tornarem po.
Foto: Arquivo pessoal, 2022.

SR

i, o 73 P
ezes restantes na peneira; (B) Sementes e fibras encontradas nas amostras peneiradas.
Foto: Arquivo pessoal, 2022.

As amostras em pé eram pesadas em uma balanca de precisdo para obter 0,1 grama
de fezes. O p6 que restava era acondicionado em microtubo de 2 mL e armazenado em local
longe de luz e umidade para serem utilizadas em caso de retestagem. ApOs essa etapa a
amostra separada de 0,1 g de fezes era transferida novamente para o tubo de fundo cénico
original. Uma solucdo de 250 mL composta por 50% de agua destilada recém-saida do
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destilador e 50% de etanol puro 99,8% era entdo preparada em frasco de vidro Elenmeyer
para posteriormente ser adicionada ao tubo de fundo conico.

No tubo de fundo cénico com 0,1g de amostra seca foi acrescentado 5 mL da solugédo
de agua destilada e etanol puro. O frasco era entdo tampado com Parafilm® e a tampa
rosqueada. Apos 0s tubos de fundo cénico estarem prontos, o material era homogeneizado
em aparelho vortex (Phoenix, MOD AT 56) durante 5 minutos e, a seguir, centrifugados a
2.000%g por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, 1,5 mL do sobrenadante era retirado com o
auxilio de uma pipeta e armazenado em microtubo de 2 mL. O passo a passo da preparagdo

da fase de extracdo esté ilustrado na figura 16.

acdo hormonal

L o | ] I

NOTA: (A) 5 ml de solu¢do de &gua destilada + etanol sendo pipetadas; (B) Adicdo de 5 mL da solucdo
em 0,19 de fezes secas dentro do tubo de fundo c6nico; (C) Tubos conicos contendo o extrato; (D) Tubos
conicos sendo tapados com parafilm® para evitar a evaporacdo da solugéo; (E) Tubos conicos rosqueados;
(F) Vortexizacdo dos tubos conicos durante cinco minutos; (G) Amostras na centrifuga para serem
centrifugadas a 2.000xg por 10 minutos; (H) Apos a centrifugacdo, foram pipetados 1,5 mL do extrato e
armazenados em microtubos para posterior envio ao laboratorio.

Foto: Arquivo pessoal, 2022.
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4.6 Ensaio Hormonal

4.6.1 Preparacdo das amostras para o ensaio hormonal

Apobs extracdo, as amostras foram armazenadas em uma caixa criogénica e
congeladas a -20°C. As amostras foram entéo transportadas em gelo seco para o laboratério
Pesquisas Hormonais, onde foram preparadas para as dosagens por EIA.

A dosagem dos metabolitos hormonais foi realizada via enzimaimunoensaio.
utilizando um kit comercial da empresa Arbor Assay (conforme indicagdo do fabricante). As
amostras (extrato fecal) passaram previamente por um teste de diluicdo. Para isso, algumas
amostras foram selecionadas aleatoriamente e diluidas em trés proporcdes diferentes, 1/10,
1/40 e 1/100, para o0 ensaio de enzimaimunoensaio (EIE) em tampao (assay buffer) fornecido
pelo fabricante. A melhor diluicdo verificada para as amostras foi a de 1/10, em que as
concentrag0es obtidas nas amostras mensuradas foram interpoladas com a curva de

calibracédo fornecida pelo kit de dosagem.

4.6.2 Dosagens Hormonais

No laboratério, as microplacas com 96 pocos de alta absor¢do foram preenchidas
com os padrbes das amostras, e controles positivo, negativo e branco. Cada amostra de fezes
(extrato fecal diluido) foi pipetada no volume de 50uL em duplicata em cada poco
correspondente, bem como os padrdes e controles, seguido das demais etapas iniciais de pré
incubacdo. Apds o tempo de incubacdo, as placas foram submetidas a um ciclo de 4 lavagens
com 300uL de wash buffer em cada ciclo, na lavadora automatica de microplacas (Modelo:
Fluido 96-2 Asys Hitech Anthos) com uma solucdo de lavagem (NaCl1 1,5M 0,05% Tween
20), objetivando eliminar o excesso de anticorpos que ndo se ligaram. Em seguida, as placas
foram invertidas e secas por completo em papel toalha.

Apos a realizacdo dessas etapas, adicionou-se em todos 0s po¢os 100pL do substrato
cromdgeno (TMB substrate), a placa foi coberta novamente com o selador plastico e
incubada em temperatura ambiente por 30 minutos deixando reagir até que a densidade ética
dos pogos BO ficasse entre 0,8 a 1,0 (figura 17). Para frear a reacdo adicionou-se 50puL da
solugéo stop (H2SO4) em todos 0s po¢os e uma vez passado o tempo de reacdo do substrato,
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procedeu-se a leitura de absorbancia com o auxilio de uma leitora automatica (Modelo Multi
Detector DTX 880, Beckman Coulter) utilizando o filtro 450nm (figura 18).

antar
NOTA: (A) Etapa de lavagem e incubacdo ap6s colocacédo do substrato cromégeno TMB e
(B) placa coberta como selador pléstico e incubada em temperatura ambiente por 30 minutos.
Foto: Laboratdrio Pesquisas Hormonais, 2022.

Figura 18 - Finalizacdo do procedimento de ensimaimunoensaio e leitura da placa de
ELISA.

e = —

NOTA: (A) Etapa de colocacdo da solugdo STOP e (B) leitura da placa de ELISA.
Foto: Laboratério Pesquisas Hormonais, 2022.
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4.7 Validacao

4.7.1 Validacgéo laboratorial por paralelismo

Para validacdo laboratorial do ensaio de dosagem de metabolitos fecais de
glicocorticoides foi realizado o teste de paralelismo utilizando matriz integra e depletada.
Para o paralelismo de matriz integra, utilizou-se um pool do material restante das amostras
de concentracdo mais baixa. A este pool de amostra foi adicionado uma concentragéo
conhecida do padrdo de cortisol, a fim de aproxima-lo do ponto méximo da curva padréo
fornecida pelo conjunto comercial, no valor de 3.200pg/mL.

Apés esta etapa foram realizadas diluicdes seriadas para constru¢do de uma curva
com valores aproximados com a fornecida pelo kit (3.200; 1.600; 800; 400; 200 e 50 pg/mL).
O segundo ensaio foi o de matriz depletada, em que um volume do pool de amostra (5mL)
foi submetido a um processo de deple¢cdo hormonal com uma solugédo de carvdo-dextran.

Essa matriz depletada foi utilizada como um buffer no processo de diluicdo seriada
da matriz integra. Espera-se que, com o teste de paralelismo, o ensaio realizado estara
medindo o antigeno (horménio) de interesse e identificando o fator de diluicdo mais
adequado a ser utilizado para as amostras. Em um teste de paralelismo correto, seria obtido
um deslocamento paralelo do teste com a curva padrdo. Uma vez que fosse obtido bons
resultados de paralelismo, identificado o fator de diluicdo correto e a concentracao

aproximada das amostras, as amostras estariam prontas para serem analisadas.

4.7.2 Validacao bioldgica e registros comportamentais

A coleta de dados comportamentais é realizada de forma ininterrupta ao longo de
todo o0 ano pela equipe do Muriqui Instituto de Biodiversidade. Durante cada dia de coleta
de amostras fecais, 0s registros de comportamentos sexuais foram realizados usando o
método animal focal continuo (ALTMANN, 1974), observando os individuos e suas
interacOes diariamente entre junho de 2020 e abril de 2021, dentro do periodo de 06:00 as
18:00 horas. O objetivo foi registrar 0os comportamentos sociossexuais reprodutivos na

fémea adulta Socorro e em ambos os machos adultos e sociais da fémea Nena que estava no
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recinto de aclimatacdo apos sua translocacdo, para verificar como o periodo de adaptacao
dela em relagdo ao novo ambiente e aos outros individuos do recinto iria ocorrer.

Os individuos foram observados durante 10 minutos, com intervalos de uma hora
entre os registros. Era coletado, também, informacGes sobre a atividade, substrato, altura que
0 animal encontrava-se na arvore (inferior, intermediario ou dossel), seu vizinho (qual
animal estava mais proximo dele) e a que distancia/raio que ele estava (RO em contato, R1
até um metro de distancia, R2 até cinco metros de distancia e R3 mais que cinco metros de
distancia) a cada 1 minuto durante os 10 minutos observacionais totais.

As informacGes comportamentais coletadas foram baseadas nos codigos e no
protocolo desenvolvidos por Strier (2018) para o Projeto Muriqui de Caratinga. O objetivo
deste método € coletar os comportamentos sociossexuais reprodutivos para a espécie, bem
como, 0s eventos sociais atuando como estressores afim de avaliar se estes afetariam as
concentracdes de MFG. Assim, os dados comportamentais foram confrontados com as

dosagens hormonais, a fim de se promover a validacéo bioldgica das dosagens hormonais.

4.8 Analise estatistica

O software Prism versao 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) foi usado
para todas as analises estatisticas e para confec¢do dos graficos. Os dados continuos foram
inicialmente comparados usando testes de Kolmogorov-Smirnov para normalidade. Os
valores dos dados foram expressos como mediana. Ao comparar mais de dois grupos de
amostras, o pos-teste de Kruskal-Wallis com Dunn foi usado. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Coleta de fezes

O método de amostragem empregado no presente trabalho resultou em 175 amostras
no total, e a quantidade de amostras por animal, bem como o periodo de coleta de cada

individuo, constam na tabela 2.

Tabela 2 - Quantidade de amostras de fezes coletadas e periodo amostral de coleta de cada individuo.

QUANTIDADE DE

INDIVIDUO PERIODO DE COLETA
AMOSTRAS COLETADAS

Bertolino 39 Jul/2020 — Mar/2021
Ecoldgica 38 Jul/2020 — Mar/2021
Luna 36 Jul/2020 — Mar/2021
Socorro 40 Jul/2020 — Abr/2021
Nena 20 Nov/2020 — Abr/2021
Total 175 9 meses

5.2 Comportamentos sociossexuais reprodutivos

Durante a coleta de dados comportamentais (animal focal continuo) foram
identificados, basicamente, duas categorias de comportamento sociossexual na fémea
Socorro e em ambos ao machos do grupo, Luna e Bertolino: 1) tentativa de copula; e 2)
comportamento proceptivo (aproximagdo da fémea em relacdo ao macho e envio de sinais
sexuais) através de expressdes faciais (exibi¢do de dentes) e inspecdo de genitalias (quando
um animal se aproxima do outro inspecionando sua genitalia lambendo, cheirando ou
puxando).

Os comportamentos especificos identificados foram: comportamento sexual de
inspecdo através do olfato (SEXINSC), comportamento sexual de inspecdo provando
(SEXINSP), comportamento sexual de lambedura (SEXINSL), comportamento sexual de

puxar genitalia e lambedura de mao (SEXINSPL), comportamento sexual de tentativa de
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copula (SEXT), comportamento sexual de inspecdo e puxar genitadlia (SEXINSPPG),
comportamento sexual de cheirar e lamber genitalia (SEXINSCL), Mating Twitter
(vocalizagOes/chilreios) (SEXMT), Grimace (expresséo facial de sorrisos sugestivos) sem

vocalizag6es/chilreios (SEXGR).

5.3 Dosagem dos metabolitos fecais

A dosagem dos MFG por meio da técnica de enzimaimunoensaio, para a espéecie
Brachyteles hypoxanthus pode ser realizado sem nenhuma intercorréncia.

Cada concentracdo de metabolitos fecais de glicocorticoides por animal foi disposto
em tabelas para que fosse possivel criar curvas de flutuagBes ao longo do tempo dos MFG.
As concentragOes de metabdlitos fecais de glicocorticoides de todos os individuos estéo
dispostos na figura 19 e as concentrac@es individuais de cada animal nas figuras 20, 21, 22,
23 e 24,



54

Figura 19 - Concentra¢des de MFG de todos os individuos do grupo estudado: Ecoldgica, Luna, Bertolino, Socorro e Nena, no periodo de julho de 2020 a abril de 2021.
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Figura 20 - Concentracdes de MFG da fémea Ecol6gica de acordo com os periodos de gestacdo e pos-parto. As setas vermelhas indicam as amostras que, de acordo com 0s
comportamentos sociossexuais coletados da fémea Socorro, correspondiam aos periodos férteis desta.
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Figura 21 - Concentra¢des de MFG da fémea Socorro durante o periodo amostral. As setas indicam as coletas realizas em diferentes momentos de seus periodos férteis.
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Figura 22 - Concentra¢des de MFG do macho Luna durante o periodo amostral. As setas vermelhas indicam as amostras que, de acordo com os comportamentos sociossexuais

coletados da fémea Socorro, correspondiam aos periodos férteis desta.
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Figura 23 - Concentragdes de MFG do macho Bertolino durante o periodo amostral. As setas vermelhas indicam as amostras que, de acordo com 0s comportamentos

sociossexuais coletados da fémea Socorro, correspondiam aos periodos férteis desta.
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Figura 24 - Concentracdes de MFG da fémea Nena durante as fases de adaptacdo no recinto de aclimatacéo e pds-soltura na area de mata nativa dentro do recinto.
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A mediana das concentraces dos MFG e seus niveis maximos e minimos nos

individuos analisados estéo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Mediana das concentragdes dos MFG (ng/g de fezes secas) de todos 0s animais amostrados.

BERTOLINO LUNA ECOLOGICA SOCORRO NENA

50,25 (12,09- 55,10 (12,70- 89,75 (34,12 — 1254 (14,47- 93,05 (18,96-
192,2 145,1) 287,6) 321,0) 384,4)

MEDIANA

Ap0s andlise dos resultados obtidos para MFG, verificou-se que ha diferenca estatistica
entre 0s machos e a fémea sexualmente ativa e entre 0os machos e a fémea gestante (Mann
Whitney, p < 0,05). Foi possivel constatar também que ndo ha diferenca estatistica entre as
fémeas e nem entre 0os machos quando comparado com a fémea ndo sexualmente ativa (Mann
Whitney, p > 0,05) (figura 25).

Figura 25 - Niveis de MFG apresentados por cada um dos individuos
estudados e comparacdo estatistica entre eles. Os gréficos de caixa
mostram intervalos de quartis, a linha do meio indica a mediana e as
laterais apresentam os valores minimos e maximos obtidos. Os asteriscos
indicam diferencas estatisticamente significativas encontradas entre as
concentragdes de MFG nos individuos amostras (Mann Whitney, **p <
0,01, ***p < 0,001). A linha superior entre os animais indica a presenca
de diferencas estatisticas (Kruskall-Wallis-Dunn's, p < 0,05) entre os
animais considerando os niveis de MFG.
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A fémea Ecoldgica durante seu periodo gestacional apresentou uma mediana de 134,2
ng/g de fezes secas em seus niveis de MFG. Apds o parto, sua mediana foi de 63,3 ng/g de fezes
secas. Apos as analises verificou-se que os niveis de MFG durante seu periodo gestacional e
pos-parto sdo diferentes, sendo as concentracdes de MFG durante seu periodo gestacional
significativamente maior quando comparado com o pds-parto (p<0,05, Mann-Whitney test)
(figura 26).

Figura 26 - Diferenca nas concentracdes de MFG durante a gestacdo
e pés-parto da fémea Ecoldgica e comparacgdo estatistica entre eles.
Os gréaficos de caixa mostram intervalos de quartis, a linha do meio
indica a mediana e as laterais apresentam os valores minimos e
méaximos obtidos Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas encontradas entre as concentracbes de MFG no
individuo amostrado (Mann Whitney, ***p < 0,001). A linha superior
entre os animais indica a presenga (Kruskall-Wallis-Dunn's, p < 0,05)
de diferencga estatisticas entre periodos considerando 0s niveis de

MFG.
Nota: *** p = <0,001.
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Durante o periodo amostral do presente projeto, a fémea Nena foi translocada de vida
livre para cativeiro. Anteriormente a soltura no recinto seminatural, esta fémea foi
acondicionada em um recinto menor de ambientacdo entre os dias 12/11/2020 e 18/01/2021.
Ap0s esse periodo, ela foi solta no recinto com outros individuos do grupo. Os resultados das
concentragdes de MFG da Nena durante estes eventos estdo demonstrados na figura 24.
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Esta fémea possui dois periodos fortemente marcados em suas concentracfes de MFG:
0 periodo um, entre os dias 12/11/2020 e 18/01/2020, corresponde a processo de habitua¢do no
recinto menor de ambientacdo até sua soltura. Em um segundo momento, ap6s sua soltura
(periodo 2) no dia 18/01/2020 ao dia 08/04/2021, verificamos que a fémea se encontrava no
periodo de habituacdo ao estimulo estressor. Apesar de ter sido perseguida pelos individuos do
grupo em momento poés-soltura, ndo foi verificado aumento nas concentracdes de MFG. A
média das concentracdes de MFG desta fémea foi de 231,7 ng/g de fezes. Apos sua soltura, no
periodo dois, sua média caiu para 46, 94 ng/g de fezes secas (diferenca estatisticamente

significativa entre periodos, Kruskall-Wallis-Dunn's, p < 0,05) (figura 27).

Figura 27 - Diferenca nas concentracdes de MFG durante o periodo da
fémea Nena no recindo de aclimatacéo e, posteriormente, na area de floresta
nativa dentro do recinto e comparacdo estatistica entre eles. Os graficos de
caixa mostram intervalos de quartis, a linha do meio indica a mediana e as
laterais apresentam os valores minimos e méximos obtidos. Os asteriscos
indicam diferencas estatisticamente significativas encontradas entre as
concentragbes de MFG no individuo amostrado (Mann Whitney, ***p <
0,001). A linha superior entre os animais indica a presenca de diferenca
estatisticas entre periodos considerando os niveis de MFG (Kruskall-
Wallis-Dunn's, p < 0,05).
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5.4. Validacéo laboratorial

A validagéo laboratorial dos ensaios de dosagens hormonais foi realizada com o teste
de paralelismo. O objetivo do teste é verificar se a caracteristica de ligacao do analito enddgeno
aos anticorpos é a mesma do calibrador (ANDREASSON et al. 2015), resultado este encontrado
em neste estudo.

Apos a realizacdes de diluicbes em séries de um pool de extrato fecal para tragcar uma
linha para log (dose relativa) em relacdo ao limite percentual, foi obtida uma inclinagéo paralela,
com significativa correlacdo entre a curva de diluicdo seriada obtida para o glicocorticoide e as

curva padréo fornecida pelo kit de diagnostico conforme demonstra a figura 28.

Figura 28 - Curva de validacao do teste de paralelismo
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Fonte: Laboratério Pesquisas Hormonais, 2022

5.5 Parametros de Qualidade dos Ensaios Hormonais

O controle de qualidade dos enzimainunoensaios foi realizado através da andlise dos

coeficientes de variagdo intra-ensaio (CV intra) e inter-ensaio (CV inter) por meio de cinco
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experimentos individuais. Em cada experimento, um mesmo pool de amostras foi utilizado em
todos os ensaios, associados a controles baixo e alto com pontos de curva padréo.

O resultado do coeficiente de variacdo do pool de amostras inter-ensaio (CV inter-
ensaio) foi de 9,14%, sendo aceitavel para ensaios utilizando kits comerciais uma variacao de
até 10%. Os resultados dos CV intra e inter ensaio, valores pré-conhecidos baixo e alto seguem

na tabela 4.

Tabela 4 - Coeficiente de variacdo (CV) inter e intra ensaio das amostras

ENSAIO CV INTRA-ENSAIO CV INTRA ENSAIO
BAIXO ALTO
1 4,63% 3,01%
2 3,94% 5,25%
3 4,75% 2,40%
4 6,73% 5,84%
5 5,36% 5,67%

CV INTER-ENSAIO 2,67% 5,05%
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6 DISCUSSAO

Pela primeira vez, individuos de muriqui-do-norte, translocados de vida livre para
cativeiro foram estudados acerca de sua concentracdo de metabolitos fecais de glicocorticoides.

O sucesso na execuc¢do da metodologia de extracdo, bem como, dosagem hormonal em
Brachyteles hypoxanthus corrobora com os trabalhos publicados por Strier et. al (1997 e 1999),
tendo sido replicados com sucesso no presente estudo.

Em estudos de vida livre, foi reportado que fémeas de muriquis apresentam baixos niveis
de cortisol durante sua estacdo reprodutiva ndo havendo diferencas nos niveis de MFG durante
seu ciclo (STRIER et. al. 2003). Embora o poder de comparagdes entre as condi¢des e fémeas
tenha sido limitado pelo pequeno nimero de individuos nesta amostra, a fémea Socorro, ndo
apresentou diferenca estatistica em seus niveis de MFG antes e durante seus ciclos reprodutivos,
colaborando com os achados de Strier et al., (2003).

Nos resultados encontrados, foi verificado que as fémeas Socorro e Ecoldgica
apresentaram niveis mais altos de MFG quando comparados com 0s machos, corroborando 0s
dados encontrado por Strier et. al. (2003) em que as fémeas apresentam niveis mais altos de
MFG quando comparadas com 0s machos.

E reconhecido que os hormdnios gonadais exercem efeitos moduladores substanciais
sobre a atividade do eixo hipotadlamo-hip6fise-adrenal (HPA), sendo que, as fémeas, mostram
maior capacidade de resposta ao estresse em varias espécies e isso tem sido atribuido aos efeitos
ativadores dos estrogénios nas fémeas e ao efeito inibitorio da testosterona nos machos
(HANDA et al., 1994; MCCORMICK et al., 2002; WILSON et al., 2005; IWASAKI-SEKINO
et al., 2009; SANCHEZ et al., 2010).

Ha evidéncias consideraveis de que as fémeas de mamiferos apresentam niveis mais
altos de corticosteroides em comparacgdo aos machos, e que essas diferencas estéo relacionadas
a interagdo com os hormoénios gonadais (MCCORMICK E MATHEWS, 2007). Em estudos
experimentais com humanos e primatas ndo-humanos, foi verificado que a reposicdo de
testosterona reduz a sensibilidade do sistema adrenal ao horménio liberador de corticotrofina,
resultando em menor liberacdo de cortisol (TOUFEXIS E WILSON, 2012,
LAUDENSLANGER et al, 2012). Ratos machos mostram respostas reduzidas de
glicocorticoides ao estresse em comparagao com seus co-especificos femininos e a magnitude
dessa diminuicdo tem sido relacionada aos niveis individuais de testosterona nos machos
(VIAU E MEANEY, 1996; VIAU, 2002 ), demonstrando que em varias espécies de mamiferos

o0s niveis de MFG em machos tendem a ser menores que em fémeas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0195
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0265
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306453012001059?via%3Dihub#bib0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306453012001059?via%3Dihub#bib0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0330
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006899311019299#bb0340
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A fémea Nena, que ndo estava sexualmente ativa durante as analises, foi a Unica fémea
a ndo apresentar diferencas estatisticas em seus niveis de MFG quando comparados com 0s
machos. Em um estudo de Strier et al., (2000) foi verificado que os niveis de cortisol de fémeas
imaturas sdo semelhantes aos niveis basais encontrados nos machos durante a estacdo néo
reprodutiva, corroborando com os dados obtidos no presente estudo (STRIER et al. 1999;
STRIER & ZIEGLER, 2000)

Nos estudos em muriquis-do-norte de vida livre, foi verificado variagdo sazonal nos
niveis de glicocorticoides (STRIER et al. 1999; STRIER et al. 2003), e este padrdo nao foi
encontrado neste grupo de cativeiro e, uma das possiveis causas para isto € o fato do baixo
namero de individuos no grupo em questdo, animais em condi¢des reprodutivas muito
diferentes e intervalo de tempo amostral inferior a um ano. Entretanto, no estudo de Lima et.
al. (2021), foi verificado que em muriquis-do-sul (Brachyteles arachnoides) de cativeiro, 0s
machos apresentaram auséncia de sazonalidade na excrec¢do de MFG.

N&o foram encontradas diferencgas estatisticas nos niveis de MFG entre as fémeas,
porém, devido a heterogeneidade do grupo, nao é possivel realizar inferéncias destes resultados
como sendo um padrdo para as fémeas da espécie.

Em estudo realizado por Romero-Gonzalez et al. (2020), os autores descrevem que,
mulheres grévidas apresentaram niveis mais elevados de cortisol quando comparados com
mulheres ndo gravidas. Neste contexto, a fémea Ecoldgica neste estudo apresentou mediana de
concentracdes de MFG mais alta durante a gestacdo (mediana de 134,2 ng/g de fezes secas)
guando comparado com as medianas ap6s o nascimento de seu filhote (mediana de 63,3 ng/g
de fezes secas). E sabido que os niveis de cortisol sofrem alteracdes durante a gravidez, as
concentracOes plasmaticas de cortisol sdo significativamente mais altas em mulheres gravidas
do que em mulheres ndo gravidas, e as concentracdes aumentam ao longo da gestacdo (SMITH
et al., 1990) Os niveis plasmaticos de cortisol caem significativamente dois dias apds o parto e
o cortisol € menor no po6s-parto do que no primeiro trimestre (SMITH et al., 1990; D'ANNA-
HERNANDEZ et al., 2011). A amamentacdo ap0s 0 nascimento também estd associada a
diminuicg&o do cortisol plasméatico (AMICO et al., 1994). No entanto, os niveis de cortisol ainda
foram significativamente maiores em maes com recém-nascido (2-4 dias de idade) do que em
mulheres nuliparas controle, refletindo maior atividade do eixo HPA durante o final da gestagdo
(KIRSCHBAUM et al., 2009).

Em primatas ndo humanos, o cortisol plasmatico também se mostrou aumentar ao longo
da gestacgéo e cair durante o periodo pds-parto (GOLAND et al., 1992; SMITH et. al., 1990).

Da mesma forma, o cortisol urinario e fecal foi significativamente maior no pré-parto do que
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no pos-parto-parto (ALTMANN et al., 2004; BARDI et al., 2003). Em Macaca mulatta, 0s
niveis de cortisol também aumentaram durante a gestacdo (GRANT et al., 2017), e esses niveis
foram mais altos durante o final da gravidez e inicio da lactacdo do que mais tarde no periodo
pos-parto (DETTMER et al., 2015). Neste contexto, os dados de MFG obtidos a partir das fezes
da fémea Ecoldgica parecem corroborar os resultados obtidos em fémeas de primatas néo-
humanos e mulheres.

A Nena, fémea translocada de vida livre para cativeiro, apresentou concentragdes altas
e crescentes de MFG durante o periodo em que ficou no recinto de aclimatagéo até ser solta na
area de mata nativa dentro do recinto semi-natural. Este periodo foi intensamente marcado por
eventos agonisticos entre ela e 0s membros do grupo que se apresentavam na area de floresta
nativa do recinto, pois estes animais iam até o recinto de aclimatacdo e, na parte superior,
emitiam vocalizagdes e expressavam comportamentos agonistico para a fémea em questdo. Esta
por sua vez era vista extremamente acuada na parte inferior do recinto e vocalizando.

Sabe-se que mover um animal dentro ou entre instalagdes pode induzir efeitos
fisiologicos e comportamentais em decorréncia do estresse causado pela alteragdo ambiental
(LANDI et al., 1982; MCGLONE et al., 1993; VAN RUIVEN et al., 1998; OBERNIER et al.,
2006). No entanto, existem poucos dados sobre o tempo necessario para adaptacdo as novas
condigdes ambientais e sobre os fatores que podem facilitar esse processo em primatas
neotropicais (WOLFENSOHN, 1997).

Em particular, apenas alguns poucos estudos abordando o estresse de translocacédo
foram conduzidos em primatas ndo humanos (HONESS et al., 2004; SCHAFFNER E SMITH
2005; WATSON et al., 2005; DAVENPORT et al., 2008; REIMERS et al., 2007; DUFOUR et
al., 2011; SCHAPIRO et al.,, 2012; YAMANASHI et al., 2016). Alguns destes estudos
avaliaram as modificacdes comportamentais ou fisioldgicas induzidas pela realocacdo e
transferéncia em grupos sociais destes animais (HONESS et al., 2004; DUFOUR et al., 2011;
SCHAPIRO et al., 2012). Davenport et al. (2006) e Yamanashi et al. (2016) encontraram niveis
aumentados de cortisol em longo prazo apos a realocacédo entre cativeiros.

Acredita-se que, manter um animal de vida livre em um recinto que possibilite o animal
ter contatos com os individuos que estéo soltos seja benéfico para a aproximacao dos individuos
e habituacdo dos mesmos. Porém, devido ao fato do animal que esta dentro do recinto de
aclimatacao estar em uma area menor e cercada, sem possibilidade de fuga, fornece ao animal
uma situacéo de estresse, e isso pode ser comprovado pelo aumento dos niveis de MFG deste
individuo neste periodo de adaptagdo ao novo ambiente, apds o processo de translocagdo. Neste

contexto, alternativas, como por exemplo, o acondicionamento do animal em fase de adaptagéo
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em uma gaiola de aclimatacdo maior e com a presenca de pontos de fuga, seja benéfico para
minimizar o estresse de adaptacdo nessa fase do processo de translocacao.

Ademais, afastar o recinto de aclimatacdo para torna-lo, inclusive, um local tipico de
guarentena em que outros animais ndo possuem contato com os individuos isolados, é benéfico
para a saude e bem-estar dos animais envolvidos, visto que individuos capturados em vida livre,
como a Nena, ndo possuem histdria clinica conhecida. O periodo de quarentena para um animal
recém capturado e sem historia clinica é fundamental antes de qualquer tipo de contato com os
demais animais do cativeiro (KOCK et al., 2010).

A fémea Nena permaneceu no recinto de aclimatacdo durante dois meses, tempo
necessario para que todos os exames medicos ficassem prontos uma vez que a mesma nao
possuia histoérico clinico. A avaliacdo de salde destes animais por meio de coletas ndo invasivas
de fezes, incluindo dosagens hormonais, visa prevenir a introducdo de muriquis doentes ou
portadores de patdgenos que representem uma ameaca potencial para outros animais e humanos
no local de soltura, aumentando a chance de sobrevivéncia dos individuos que estdo sendo
translocados e otimizando o sucesso da reintroducao posterior.

Apbs soltura na area de floresta nativa do recinto, a Nena sofreu persegui¢fes na mata
até que fosse aceita no grupo. Porém, ndo foi verificado em suas analises hormonais aumentos
nos niveis de MFG nesse periodo. Uma possivel justificativa para isso seria o fato de a Nena
ser uma fémea sub-adulta imigrante. Em vida livre as fémeas sub-adultas de muriqui-do-norte
se dispersam antes do inicio da atividade sexual e da puberdade (STRIER E ZIEGLER, 2000).
Apds a migracdo em seu novo grupo, as fémeas acompanham o grupo a distancia e até serem
aceitas, sofrem perseguicdes e display agonisticos (PRINTES & STRIER, 1999).

As fémeas imigrantes sdo periféricas, porém, tendem a se associar mais com machos
adultos e menos com fémeas adultas em seu novo grupo (PRINTES E STRIER 1999). As
relacBes ludicas que pelo menos alguns imigrantes estabelecem com jovens menores também
podem contribuir para a sua integracéo e aceitacdo final (STRIER, 1999). Esse comportamento
foi visto neste grupo de estudo, uma vez que a Nena se aproximou fortemente em um primeiro
momento com o Eliot, macho, filhote da Ecoldgica.

E sabido que translocacdo tem um alto potencial para causar estresse cronico porque
consiste em multiplos estressores agudos iniciando multiplas respostas consecutivas de estresse
agudo. Tais estressores incluem captura, manuseio, transporte, cativeiro e soltura em um novo
territorio. (KENAGY & PLACE 2000; GROOMBRIDGE et al, 2004; OERS & CARERE,
2007; LYNN & PORTER 2008; FRANCESCHINI et al., 2008; DELEHANTY &
BOONSTRA, 2009).
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O estresse cronico envolvido em processos de translocacao pode, inclusive, ocasionar a
interrupgdo do eixo reprodutivo levando a diminuigéo da capacidade reprodutiva (DHABHAR
& MCEWEN, 1997; BERGA, 2008). Todos estes efeitos merecem investigacdo em processos
de translocacdes futuros, associado as coletas de fezes para dosagens hormonais em periodos
anteriores, durante e ap6s procedimentos de translocacao. Essas investigacGes serdo fontes de
informacdo para todo o planejamento de captura como, equipe que realizard os procedimentos,
Insumos e materiais, planejamento de todas as etapas, transporte e habitua¢éo do animal em seu
novo local.

Nesta pesquisa foi realizada a validacdo bioldgica mediante avaliacdo dos eventos
sociais do grupo de analise associando-os com as analises hormonais de MFG. Os
glicocorticoides podem estar envolvidos na modulagdo de uma ampla variedade de
comportamentos, permitindo que os individuos montem uma resposta adequada ao estressor ou
desafio (SAPOLSKY et al., 2000; MCEWEN E WINGFIELD, 2003). Glicocorticoides
elevados ocorrem em resposta a perturbacdes ambientais ou ecoldgicas e estresse psicossocial
associado a desafios sociais (REEDER E KRAMER, 2005), sendo este ultimo de particular
importancia para animais sociais como os primatas (SAPOLSKY, 2005 ).

Um estudo descrito por Pizzutto et. al. (2008) realizou uma analise comparativa dos
niveis de corticoides fecais de chimpanzé (Pan troglodytes) e orangotango (Pongo pygmaeus).
Para a validacdo fisioldgica deste estudo, foi utilizada a introducdo de técnicas de
enriguecimento ambiental como causador de aumento dos niveis de cortisol fecal. Os resultados
demonstraram claramente que houve variagao significativa dos niveis fecais de corticosteroides
entre as diferentes fases analisadas, refletindo as variacdes da intensidade das respostas do
organismo animal aos diferentes estimulos ambientais, neste caso, atuando como estressores.
Dessa maneira, foram detectadas as alteracdes fisiologicas esperadas, caracterizando a
validacao fisioldgica.

E esperado, portanto, que o ingresso de um novo animal no grupo, neste caso atuando
como estressor, desencadeasse 0 aumento nos niveis de MFG. Foi possivel verificar o efeito do
periodo no recinto de aclimatacdo nos MFG da Nena apresentando altos niveis, bem como, foi
possivel verificar também do ponto de vista comportamental, eventos agonisticos entre 0s
individuos do grupo de estudo quando estes ficavam na parte superior do recinto de
aclimatacdo, onde a fémea translocada passou um periodo, atuando, mais uma vez, como
estressores. Colaborando, portanto, com os achados de Pizzuto et. al. (2008), Reeder e Kramer
(2005) e Sapolsky, (2005) em que eventos sociais como ingresso de um novo individuo no

grupo, atuando este como um estressor, afetam os niveis de MFG.
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CONCLUSOES

e A técnica de enzimaimunoensaio mostrou-se valida para a dosagem de metabolitos
fecais de glicocorticoides na espécie Brachyteles hypoxanthus ex situ;

e N&o houve determinagéo de padrdo temporal (sazonalidade) na excre¢do de MFG nas
amostras analisadas;

e Os niveis de MFG foram substancialmente maiores em fémeas sexualmente ativas do
gue 0s nos machos;

o N&o foram verificadas diferencas significativas nos niveis de MFG entre as fémeas do
estudo;

e N&o foram verificadas diferengas significativas nos niveis de MFG entre os machos do
estudo;

e Os niveis de MFG na fémea gestante, no periodo da gestacdo, foi maior do que no
periodo pds-parto;

e Os niveis de MFG na fémea translocada de vida livre para cativeiro foram mais altos,
comparativamente no periodo em recinto de ambientacdo, que em recinto semi-natural;

e Foi possivel realizar a validacdo laboratorial dos ensaios hormonais, por paralelismo e

validacéo bioldgica.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da presente pesquisa fornecem uma nova perspectiva sobre a
endocrinologia dos muriquis-do-norte ex situ. Foi possivel verificar que apesar do manejo de
populacgdes ex situ ser fundamental para a conservacao de espécies, € imprescindivel garantir
que os individuos estejam viaveis e saudaveis por meio da mitigacéo de eventos estressantes.

Com estes resultados foi possivel constatar que apesar da composi¢do do grupo ser
heterogénea nos momentos das analises, os eventos sociais influenciam os niveis de
glicocorticoides de individuos em ambientacdo. Neste contexto, precisamos aprofundar os
estudos em outros individuos, que virdo a compor este grupo para entender de forma mais clara
como 0s niveis hormonais observados se comportam neste periodo.

A restauracdo de espécies ameacadas através da translocagdo pode depender do sucesso
na natureza desses individuos. Compreender e aliviar o estresse, sobretudo o crénico, induzido
pela translocacdo, € um importante desafio na restauracdo de populagdes de animais selvagens
ameacadas.

Em particular, estes resultados podem ajudar a identificar e reduzir, sempre que
possivel, 0 nimero de agentes estressores a que 0s muriquis translocados sdo submetidos, a fim
de minimizar os efeitos do estresse cronico durante e apOs a translocacdo. Apesar de
conseguirmos avaliar somente um individuo em suas etapas de captura e translocacdo, vimos
que os processos de translocacdo, adaptacdo e introducdo em um novo grupo podem gerar
diversos eventos estressores em qualquer fase de sua execucao.

Outro fator que deve ser melhor estudado é o tempo que um Brachyteles hypoxanthus
deve ser mantido em cativeiro como periodo de quarentena até ser solto em um novo grupo
e/ou local. Ademais, é importante o trabalho em conjunto entre os profissionais do bem-estar
animal e da conservacdo animal, bem como, estratégias de zoo design para o recinto, sejam
levados em consideracdo no programa de manejo estratégico da espécie visando a diminuicdo
do estresse durante o periodo que os animais ficam no recinto de ambientacao.

Apesar das mudancas estruturais do recinto e abordagens no manejo serem necessarias,
diversos achados desta pesquisa complementam os encontrados em Brachyteles hypoxanthus
in situ como, por exemplo, auséncia de mudancas nos MFG em fémeas e machos durante os
ciclos reprodutivos, comportamento social da fémea imigrante e de outros individuos do grupo
durante seu periodo no recinto de ambientacao e ap0s ser solta no recinto semi-natural, e niveis

superiores de MFG em fémeas quando comparados com machos.
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Isso demonstra que o cativeiro ndo afetou negativamente alguns comportamentos e
caracteristicas da espécie. Ademais, o nascimento de um filhote na area de mata nativa do
recinto, semi-natural durante o periodo amostral, fruto de uma cépula entre dois individuos
translocados de vida livre para cativeiro, representa que, apesar das mudancas necessarias, 0
trabalho ex situ esta sendo feito de forma correta, com resultados positivos e novas analises
como esta devem ser replicadas para outros individuos alvos do manejo estratégico para a
espécie.

Com informac6es semelhantes as que foram obtidas no presente estudo, maiores dados
acerca dos programas de captura poderao ser obtidos e maiores analises dos efeitos do estresse
sobre os individuos translocados, em cada etapa dos programas de translocacdo de primatas,
podem ser elucidadas.
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