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RESUMO

Muitas variaveis biologicas e comportamentais dos animais se expressam
sob a forma de ritmos bioldgicos, determinadas pelo Sistema de Temporizacao
Circadiana, que as sincronizam com o ambiente a partir de estimulos externos,
como a luz. Uma delas ¢ o perfil de secrecdo da maioria dos hormonios
circulantes regulado pelo eixo Hipotalamo-Hipofisario, que controla funcdes
essenciais para a sobrevivéncia e a reprodugcdo dos organismos. O sagiii,
Callithrix jacchus, uma das espécies mais estudadas quanto a sua fisiologia
enddcrina, € um sujeito adequado para a avaliagdo do perfil plasmatico de
prolactina e cortisol de machos e fémeas adultos nascidos em cativeiro ao longo
do ano. Trés machos e duas fémeas adultas foram alojados individualmente e
submetidos as condi¢des ambientais naturais durante dois anos. Amostras de
sangue foram usadas para dosar os niveis circulantes de ambos os hormonios
pelos métodos Radioimunoensaio (RIA) e Imunoenzimatico (ELISA),
respectivamente. A analise ao longo do ano dos valores plasmaticos de ambos os
hormonios foi realizada pelo teste de ANOVA para Medidas Repetidas, pela
correlacdo de Spearman, e pelos testes de Friedman e t de Student. Os niveis de
prolactina no plasma se mostraram mais elevados durante os meses nos quais ha
uma maior ocorréncia de nascimentos de filhotes na coldnia, servindo
possivelmente para modular a expressdo do comportamento de cuidado parental
em ambos os sexos. O cortisol plasmatico mostrou uma elevagao em antecipagao
a estacdo com maior natalidade, podendo estar associada com a preparagdo do
individuo para participacdo no cuidado aos filhotes, ¢ também com o
estabelecimento de lago afetivo entre os parceiros reprodutivos. Assim, o
presente estudo mostra que, apesar das variagdes observadas no ambiente no qual
0s animais vivem, os niveis plasmaticos de prolactina e cortisol oscilam pouco ao

longo do ano.

Palavras-chave: 1. Comportamento animal. 2. Sagiii (Callithrix jacchus) -

Hormonios. 3. Sagiii (Callithrix jacchus) - Prolactina e Cortisol.



ABSTRACT

Many behavioral and biological variables of animals are expressed in the
form of biological rhythms, down by the Circadian Timing System, that
synchronize them with the environment from external stimuli such as light. One
of them 1is the secretion profile of most circulating hormones regulated by the
hypothalamus-pituitary axis, which controls functions essential for the survival
and reproduction of organisms. The sagiii, Callithrix jacchus, one of the most
studied species about their endocrine physiology, is an appropriate subject for
evaluating the profile of plasma prolactin and cortisol of adult males and females
born in captivity throughout the year. Three male and two adult females were
housed individually and subjected to natural environmental conditions over two
years. Blood samples were used to measure the circulating levels of both
hormones by the methods radioimmunoassay (RIA) and immunoassay (ELISA),
respectively. The analysis during the year of the plasmatic values of both
hormones test was performed by ANOVA for repeated measures, the correlation
of Spearman, and the tests of Friedman and Student's t-test. The levels of
prolactin in plasma were higher during the months in which there is a greater
incidence of births of baby in the colony, possibly serving for modulating the
expression of the behavior of parental care in both sexes. The plasma cortisol
showed a lift in anticipation of the station with the highest birth rate and may be
associated with the preparation of individual participation in caring for the baby,
and also with the establishment of emotional bond between reproductive
partners. Thus, this study shows that, despite the variations observed in the
environment in which the animals live, plasma levels of prolactin and cortisol

vary little throughout the year.

Keywords: 1. Animal behaviour. 2. Sagui (Callithrix jacchus) - Hormones. 3.

Sagui (Callithrix jacchus) - Prolactin and Cortisol.
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1. INTRODUCAO

1. 1. Ritmos Bioldgicos

Diversas variaveis fisiologicas e comportamentais dos organismos se
apresentam de forma recorrente no tempo, a intervalos regulares, caracterizando-
se como ritmos. Em sendo verificados na matéria viva, eles sao denominados
ritmos biolégicos. Um ritmo ¢ definido a partir de alguns parametros
fundamentais: a) periodo, que ¢é o intervalo de tempo necessario para que um
ciclo seu se complete; b) frequéncia, que ¢ o numero de vezes com que ele se
expressa em um dado intervalo de tempo; c¢) amplitude, que diz respeito a
magnitude de variacdo dos valores que a varidvel bioldgica ritmica pode assumir
e d) fase, que representa um certo momento no ciclo, como as fases de atividade
e de repouso num ciclo diario de qualquer organismo (Becker et al., 2001).

A ritmicidade foi verificada em todos os grupos de eucariotos e também
em alguns de procariotos (Menna-Barreto, 1997), sendo a recorréncia
determinada pelo Sistema de Temporizagéao Circadiana (STC) (Moore-Ede et al.,
1982), um conjunto de estruturas que funcionam de forma oscilatéria e que, dai,
permite aos organismos medirem o avango do tempo. A partir disso, eles podem
ajustar a ocorréncia de processos internos para que acontecam de forma
sincronizada com 0s momentos nos quais o ambiente externo se apresente mais
favoravel a sua expressdao (Marques et al., 1997). Isso possibilita aos organismos
antecipar condi¢cdes ambientais futuras previsiveis, como as fases de claro e
escuro diarias e as estacoes do ano; economizando recursos € maximizando a
eficiéncia desses processos (Araujo e Marques, 1997).

O STC ¢ composto por multiplos osciladores, sendo o nucleo
supraquiasmatico (NSQ) o principal (Diez-Noguera, 1994). O NSQ ¢ uma
estrutura hipotaldmica composta por um par de nucleos, sendo cada um deles
localizado em um dos hemisférios cerebrais. Essa estrutura recebe estimulos

ambientais de naturezas diversas através de uma série de aferéncias, sendo as



principais os tratos retino-hipotaldmico (TRH) e geniculo-hipotalamico (TGH),
que veiculam impulsos nervosos relativos a informacgdes de natureza fotica e nao-
fotica, respectivamente (Moga e Moore, 1997). A atividade do NSQ, ritmica
desde o estagio fetal (Weaver and Reppert, 1989; Welch et al., 1995), é regulada
pela interacdo das informacdes que chegam a ele. Essa estrutura hipotaldmica se
projeta para diversas regides encefalicas, como o prosencéfalo basal, o tdlamo e
outras regides hipotalamicas (Watts, 1991; Leak e Moore, 2001), as quais
regulam diferentes fungdes do organismo, como o metabolismo e a reprodugdo
(Akil et al., 1999; Frohman et al., 1999). Assim, as informagdes ambientais que
chegam ao oscilador principal regulam a atividade dessa estrutura que, por sua
vez, coordena a daquelas que recebem suas aferéncias, resultando na
sincronizacao dos processos internos ao meio ambiente (Menna-Barreto, 1997).
Apesar de sua relagdo com o ambiente, os ritmos sdo evidentes na
auséncia de pistas ambientais ciclicas. Em experimentos nos quais 0s organismos
sao submetidos a condi¢des ambientais constantes, o periodo que cada um de
seus ritmos exibe ¢ atribuido somente ao seu componente endogeno. Nessas
condi¢des, os organismos, bem como o periodo verificado em cada ritmo
biologico, sdo ditos em livre-curso. Apesar da origem enddgena, os ritmos
bioldgicos podem sofrer influéncia de fatores exdgenos ritmicos (Moore, 1997).
Estes podem alterar tanto a freqiiéncia de expressao dos ritmos, fazendo com que
a variavel bioldgica passe a se expressar em periodos iguais ao do fator exodgeno;
quanto a fase, fazendo com que a expressao do ritmo ocorra em coincidéncia com
uma determinada fase do ciclo do fator ambiental. Também as altera¢des podem
ocorrer na amplitude de oscilagdo, podendo os valores assumidos pela varidvel
biologica em questdo ser maiores ou menores de acordo com a fase do ciclo do
fator exogeno. O processo de sincronizacdo de um ritmo biolégico com um
estimulo externo ¢ denominado arrastamento, sendo esse estimulo chamado de
arrastador, sincronizador ou zeitgeber (Aschoff, 1951 apud Marques et al.,

1997). Como exemplo desse processo, se pode citar a elevacdo nos niveis de



corticosterona proximo ao inicio das fases didrias de escuro e de atividade em
ratos, as quais coincidem temporalmente (Kwak et al., 1993).

Diversos fatores ambientais ocorrem sob a forma de ciclos, se
constituindo, assim, em potenciais sincronizadores. Como exemplos, ha os ciclos
de temperatura ambiental, de disponibilidade de alimento e de dgua e o ciclo
diario de claro-escuro. Este, por ser a fonte ambiental de variagcdo temporal mais
regular, ¢ a mais utilizada como sincronizador. Em conseqiiéncia disso, a
luminosidade ambiental influencia, dentre diversos outros processos bioldgicos,
o ritmo anual de hibernagdo e de reproducdao de muitos vertebrados (Schmidt-
Nielsen, 1996).

No arrastamento fotico, em mamiferos, a luz ¢ captada por células da
retina (Hattar et al., 2002), sendo, em conseqiiéncia, gerados potenciais nervosos
que seguem, via TRH, para o NSQ. Este envia sinais para a glandula pineal, no
Epitalamo, os quais atuam na regulacdo da secre¢do de melatonina (Moore,
1997). Como conseqiiéncia disso, o ritmo de liberagdo desse hormonio apresenta
uma estreita relagdo com as variacoes de luminosidade ambiental, ocorrendo
niveis mais elevados durante a fase diaria de escuro (Goldman, 1999). Na
corrente sangiiinea, a melatonina atua sobre diversas estruturas, dentre as quais se
incluem a porcao anterior da hipéfise, o nucleo paraventricular do hipotdlamo e o
proprio NSQ (Williams, 1989; de Reviers et al., 1991). Neste, o sinal gerado pela
melatonina ¢ processado, e entdo utilizado para o arrastamento dos ritmos
circadianos (Goldman, 1999). Deste modo, este hormdnio fornece informagao
temporal para diversos sistemas fisiologicos (Arendt, 2005).

Os ritmos bioldgicos sdo classificados com base em seus periodos, dos
quais o periodo de 24 horas, um dia, ¢ utilizado como referéncia. Assim, eles sao
classificados em circadianos, estreitamente relacionados ao ciclo diario de
claro/escuro, que apresentam periodos em torno de um dia (24 + 4 h), com uma
ocorréncia diaria, como o ciclo diario de sono/vigilia; ultradianos, que
apresentam periodos menores que 20 h, com mais de uma ocorréncia diaria,

como o ritmo de disparo neuronal, ¢ infradianos, que apresentam periodos



maiores que 28 h, com menos de uma ocorréncia diaria, como o ciclo menstrual
em humanos, que ¢ de aproximadamente 28 dias (Moore-Ede et al., 1982).

Como visto, hd periodos de ritmos biologicos que vao de fracdes de
segundos a varias horas (Araujo e Marques, 1997). Desses ritmos, alguns se
inter-relacionam com outros de periodos distintos, modulando-os e tendo a
expressao modulada por eles. Isso permite a ocorréncia de ajustes na fase, na
amplitude e/ou na freqiiéncia. Nesse sentido, Van Cauter e Refetoff (1989) citam
o ritmo circadiano de horario de inicio do sono como modulador da fase da
ritmicidade ultradiana da secre¢do do hormonio do crescimento (GH), ocorrendo

maiores concentragdes do hormonio durante o inicio da fase de sono.

1. 2. Sazonalidade

Dentre os ritmos biologicos com diferentes periodos, as oscilagdes
sazonais, infradianas, desempenham um papel adaptativo importantissimo para
inimeros organismos. Isso pode ser verificado pelo fato da maioria dos
mamiferos de zonas temperadas e alguns de zonas tropicais exibirem alteragdes
sazonais evidentes em sua atividade reprodutiva, de modo que o nascimento de
filhotes e sua amamentacao ocorrem na estagao de maior abundancia de recursos
ambientais vitais ao desenvolvimento da prole gerada (Goldman, 1999). Um
outro exemplo diz respeito ao comportamento de migracdo apresentado por
alguns grupos de peixes, aves ¢ mamiferos. Esses animais, em antecipagdo a
chegada das estagdes do ano de condi¢gdes ambientais desfavoraveis, se deslocam
para regides que apresentam nesta época condigdes favoraveis a sua atividade
reprodutiva. Também o comportamento de hibernacdo observado em diversas
espécies de aves e mamiferos se configura como um ritmo sazonal (Geiser, 1988;
Kortner e Geiser, 2000). Nesse processo, 0s animais acumulam reservas
energéticas durante a estacdo com maior disponibilidade de recursos alimentares

em antecipagdo ao inverno, quando essa disponibilidade diminui drasticamente e



a temperatura ambiental ¢ demasiado baixa. Esses animais diminuem
significativamente sua atividade diaria e utilizam os recursos energéticos
previamente armazenados (Nelson, 2000).

Na base da geragao dos ritmos bioldgicos sazonais, muitos mamiferos
utilizam o ciclo anual de mudancas no comprimento da fase de claro do dia
(fotofase) para regular a ocorréncia e a duragdao de seus processos fisiologicos e
comportamentais (Goldman, 1999). E por meio da medigdo fotoperiodica do
avanco do tempo que ocorrem variagdes sazonais na duragcdo da fase de niveis

elevados de melatonina e, a partir disso, nos niveis de diversos outros hormonios.

1. 3. Oscilagdes Ritmicas da Funcao Endocrina e Suas ImplicacGes

Dentre os diversos ritmos bioldgicos de animais adultos, uma variavel
fisiologica com oscilagdes marcantes € implicagdes relevantes na biologia dos
organismos ¢ o perfil de sintese e liberacdo hormonal, sobretudo para os
hormonios produzidos e liberados pelo eixo Hipotalamo-Adenohipoéfise. Este € o
principal responsavel pela regulacdao neuroenddcrina de diversas fungdes criticas
para a geracdo ¢ manuten¢do da vida tais como o desenvolvimento e crescimento

corporal, o metabolismo basal e a reprodugao.

1. 3. 1. O Eixo Hipotalamo-Adenohipdfise

O componente superior na hierarquia funcional do eixo ¢ o Hipotalamo.
Este ¢ uma estrutura-chave para o funcionamento integrado dos diferentes
sistemas que compdem o organismo, sendo capaz de regular processos essenciais
para a manutencdo da homeostase, como a regulacdo do equilibrio hidrico e
eletrolitico, a temperatura corporal, os comportamentos de comer e beber, dentre

outros (Lent, 2001). O hipotalamo tem sua atividade regulada pela integracao de



informagdes que recebe por vias distintas, como sinais quimicos advindos da
corrente sangiiinea, como os niveis de Caﬂ; das visceras, como as distensoes nas
paredes gastrointestinais; do sistema limbico, relacionado a experiéncias com
conteudo emocional; do sistema somatico, como as distensdoes na musculatura
estriada esquelética e de 6rgaos sensorios especiais, como estimulos visuais (Akil
et al., 1999), como mostra a Figura 1. Desse modo, tanto estimulos do meio
interno quanto do meio externo sdo importantes na regulacdo da sintese e da
secre¢do dos hormonios hipofisiotroéficos produzidos por nucleos hipotalamicos
diversos. Esses hormonios s3o langados no sistema porta hipotalamico-
hipofisario, uma rede de capilares fenestrados que desembocam na porgao
anterior da glandula hipdfise, a adenohipofise. Nesta, esses hormonios atuam
sobre grupos celulares especificos, estimulando ou inibindo a secre¢do de
hormonios hipofisarios (Guyton e Hall, 2002). Estes sdo lancados na corrente
sangiiinea e atuam sobre glandulas, como a tiredide, regulando o metabolismo
basal, ou sobre tecidos periféricos, como os 0ssos, promovendo seu crescimento.
Os hormonios hipofisarios desempenham uma funcao trofica sobre seus tecidos-
alvo, sendo capazes de alterar o seu metabolismo, estimulando, no caso de
glandulas, a secrecdo de seus hormonios. Cada um desses hormonios, além de
desempenhar fungdes especificas sobre seus tecidos-alvo, atuam na regulacdo do
funcionamento do eixo por meio de algas de retroalimentacao.

A secre¢do hipotaldmica e, em conseqiliéncia, a hipofisaria ocorrem de
forma pulsatil, revelando ritmos ultradianos (Akil et al., 1999). Estes ritmos
ocorrem organizados temporalmente com outros de periodicidade circadiana e
infradiana nessas mesmas funcdes, caracterizando a ocorréncia de
intermodulagdo de freqiiéncias no funcionamento dos eixos de regulagdo
neuroendocrina do organismo. Esses diferentes eixos regulam funcdes biologicas
distintas. Cada um deles recebe uma denominagdo propria de acordo com os
nucleos do hipotdlamo e as células da adenohipofise envolvidos, bem como o
tipo e o destino dos hormoOnios secretados por cada uma dessas estruturas.

Diferentes hormdnios atuam na regulacdo de fungdes distintas, dentre eles, se



incluem a prolactina e o cortisol, cujos niveis plasmaticos oscilam, revelando a
ocorréncia de ritmicidade na fun¢do enddcrina (Akil et al., 1999; Frohman et al.,

1999).

Sistema Nervoso Sangue
Central
Ambiente externo Visceras
A 4 A 4 \ 4 \ 4
Hipotalamo

Hormonios
hipofiseotropicos

Adenohipofise

Hormonios
hipofisarios

A 4

Tecidos periféricos

Figura 1. Eixo Hipotalamo-Hipofise e seus componentes principais.



1.3.1. 1. Prolactina

A prolactina ¢ um hormdnio de natureza peptidica produzido pelos
lactotrofos da adenohipdfise (Schmidt-Nielsen, 1996). A sua secrecao ¢ regulada
pelo peptideo vasointestinal (VIP) produzido no NSQ e pela dopamina do ntcleo
arqueado, que funcionam como fatores de liberagdo e de inibigdo,
respectivamente (Frohman et al., 1999). Um fator adicional que pode causar
aumentos nos niveis de prolactina ¢ a elevagdo dos niveis de cortisol que ocorre
em situagoes de estresse agudo (Castro e Matt, 1997; Ziegler et al., 1996b).

Apesar de seu conhecido papel no processo de lactacdo, pela estimulacao
do desenvolvimento das glandulas mamarias, o inicio e a manutencdo da
secre¢do de leite em fémeas de mamiferos, a prolactina tem mais de 300 acdes
biologicas descritas (Bole-Feysot et al., 1998). Dentre estas, se inclui a regulagao
do sistema imune, do metabolismo e do balango hidrico e de eletrolitos, além da
influéncia sobre o crescimento corporal e a metamorfose em anfibios (Freeman et
al., 2000). Em mamiferos, a prolactina mantém o corpo luteo durante a gravidez,
aumentando o nimero de receptores para hormonio luteinizante (LH), e, em
conseqiiéncia, aumentando a sintese de progesterona necessaria a manutengao da
gestagdo (Niswender et al., 2000). Durante esse estagio, a elevagdo dos niveis de
prolactina ¢ associada, na maioria das espécies de primatas, a uma redu¢do na
receptividade reprodutiva (Freeman et al., 2000), apesar disso ndo ocorrer em
Callithrix jacchus (McNeilly et al., 1981). Outra correlagdo durante a gravidez é
da prolactina com a ocorréncia de comportamento materno (Freeman et al.,
2000). Além disso, esse hormodnio também tem sido relacionado com o
comportamento de cuidado a prole apresentado pelos machos de varias espécies
de aves (Goldsmith, 1982; Angelier et al., 2006), roedores (Gubernick e Nelson,
1989; Reburn e Wynne-Edwards, 1999) e primatas ndo-humanos, como Saguinus
oedipus (Ziegler et al., 1996b; Ziegler et al., 2004) e Callithrix jacchus (Dixson e
George, 1982; Mota e Sousa, 2000; Mota et al., 2006), ambos da familia

Callitrichidae. Em C. jacchus, foi verificada uma associag¢do de niveis elevados



de prolactina em pais e ajudantes nao reprodutivos de ambos os sexos com o
nascimento dos filhotes (Mota et al., 2006).

O padrao de secrecdo de prolactina ocorre sob a forma de ritmos com
componentes ultradianos e circadianos (Mattheij e Swarts, 1978; Kiem et al.,
1987). Em humanos, o ritmo circadiano se caracteriza por niveis mais elevados
durante o sono e mais baixos proximo ao despertar (Sassin et al., 1973). Para
evidenciar a ocorréncia de intermodulagdo de freqiiéncias na secrecao deste
hormonio, seu pico didrio em fémeas ¢ mais elevado durante a fase luteal do que
na folicular do ciclo ovariano (Tennekoon e Lenton, 1985). A secrecdo de
prolactina mostra também um componente sazonal (Duncan e Goldman, 1984;
Concannon et al., 1999), regulando, na maioria dos mamiferos fotoperiodicos, a
queda e o crescimento da pelagem de acordo com a estagdo do ano. Como
conseqiiéncia, durante o inverno € presente a pelagem longa e durante o verdo, a
pelagem curta (Duncan e Goldman, 1984). Em geral, as espécies apresentam
diferengas inter-sexuais nos niveis meédios de prolactina, com os machos

apresentando niveis mais baixos do que as fémeas (Frohman et al., 1999).

1. 3. 1. 2. Cortisol

De natureza esterdide, o cortisol € secretado pelo cortex da glandula
adrenal. Essa glandula o libera a partir da agcdo do hormonio adrenocorticotrdpico
(ACTH), secretado pelos corticotropos da adenohipofise em decorréncia da agao
do hormonio liberador de corticotropina (CRH) pelo nucleo paraventricular do
hipotalamo (Akil et al., 1999). A principal acdo desse hormonio ¢ verificada
durante a resposta do organismo a situagdes de estresse (Sapolsky, 2001), onde
tem seus niveis plasmaticos elevados, causando aumento no nivel de glicose
circulante, a qual pode ser utilizada como fonte energética em diversos processos
fisiologicos relacionados a resposta a estressores. Além disso, este hormonio €

importante em situagdes nas quais ndo ha estressores, nas quais atua preparando



o organismo para a fase diaria de atividade (Akil et al., 1999), elevando ou
diminuindo a glicemia em antecipacao as fases didrias de atividade e repouso,
respectivamente.

Além da relagdo com o estresse, o cortisol parece ser envolvido com
padrdes comportamentais essenciais ao sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia de
filhotes, como o cuidado parental. Pais humanos apresentam niveis elevados de
cortisol pouco antes do parto em associacao ao estabelecimento de lagos sociais e
afetivos com suas parceiras (Levine et al., 1997) e progénies (Storey et al.,
2000). Entre as maes, a elevacao de cortisol est4 relacionada a maior atratividade
materna por seus filhos (Fleming et al., 1997). Esta relagdo do cortisol com lagos
afetivos com filhotes também ¢ vista em primatas ndo-humanos (Ziegler et al.,
1996b, 2004), incluindo Callithrix jacchus (Mota et al., 2006), apesar do cuidado
maternal ser correlacionado negativamente com as concentragdes de cortisol pos-
parto em primatas ndo-humanos, como gorilas, Gorilla gorilla (Bahr et al., 1998)
e macacos japoneses, Macaca fuscata (Bardi et al., 2003).

Um fator que pode modular os niveis médios de cortisol reside nas
interagdes sociais vividas pelos individuos. Entre as fémeas de Saguinus oedipus
(Ziegler et al., 1995) e Callithrix jacchus (Saltzman et al., 1998), as subordinadas
tém niveis médios de cortisol mais baixos que as dominantes; o que, contudo,
parece ndo ocorrer com os machos desta espécie (Raminelli et al., 2001). Nos
primatas da familia Callitrichidade, os niveis de cortisol apresentam diferencas
inter-sexuais, com niveis mais elevados em fémeas que em machos (Johnson et
al., 1996).

O cortisol tem um padrdo de secre¢do ritmico, com periodicidade
circadiana. Neste, as elevacoes e quedas sdo verificadas pouco antes das fases de
atividade e repouso, respectivamente (Van Cauter, 1989; Van Cauter et al.,
1992), que podem ou nao ocorrer em coincidéncia com as fases diarias de claro
ou escuro, dependendo da espécie. Em calitriquideos, por exemplo, as
concentragdes mais elevadas sao verificadas no comec¢o da manha, declinando ao

longo do dia (Cross e Rogers, 2004). Como conseqiiéncia desse ritmo circadiano,
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situagdes de estresse em horarios distintos do dia podem causar respostas de
magnitudes diferentes com relagdo a elevac¢do dos niveis de cortisol (Akil et al.,
1999). Além das oscilagdes circadianas, elevagdes nos niveis de cortisol foram
verificadas durante o periodo periovulatorio, demonstrando um padrao infradiano
em calitriquideos (Ziegler et al., 1995). Também ha oscilagdes sazonais em
outros mamiferos, como ursos panda, nas quais sdo relacionadas a variagdes na
funcdo reprodutiva em diferentes estagdes, visto que niveis elevados de cortisol

inibem esta func¢do (Owen et al., 2005).

1. 4. Caracterizacdo da espécie estudada

Dentre os mamiferos, a espécie Callithrix jacchus se destaca como um
sujeito experimental adequado para o estudo de ritmicidade na fun¢do enddcrina,
uma vez que hd uma extensa bibliografia disponivel sobre sua endocrinologia,
como também pelo seu pequeno porte e por sua alta adaptabilidade ao cativeiro.

O sagiii, Callithix jacchus, ¢ um primata neotropical originario da regido
leste do Brasil (Hearn, 1983) que pertence a familia Callitrichidae, composta
pelos géneros Callithrix, Cebuella, Saguinus, Leontopithecus, Callimico e Mico
(Rylands et al., 2000). Esses animais vivem em grupos de até trinta individuos
(Hearn, 1983), nos quais geralmente s6 um par - dominante - reproduz e exibe
uma ligagdo afiliativa estreita que nao se estende aos demais individuos do grupo
social (Epple, 1975; Anzenberger, 1992). Cada parceiro que compde o par
dominante inibe ativamente a reproducdo nos demais membros co-sexuais
(Abbott, 1984), com os machos subordinados ndo exibindo comportamentos
sexuais (Abbott, 1984) e as fémeas tendo sua ovulagdo inibida (Abbott, 1984;
Saltzman et al., 2000).

As fémeas reprodutoras produzem normalmente proles gemelares em cada
gestacdo (Wolfe et al., 1975), podendo a fémea reprodutora se mostrar
sexualmente receptiva ja nas primeiras semanas do poOs-parto, enquanto ainda

estd a amamentar sua prole (Lockehaydon e Chalmers, 1983; Ziegler et al.,
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1990). Nessa condicao, a fémea pode engravidar enquanto amamenta e cuida da
prole recém-nascida, o que torna o cuidado a prole um processo energeticamente
custoso. Como conseqiiéncia disso, se desenvolveu neste grupo de primatas o
cuidado cooperativo, com outros membros do grupo social, aparentados ou nao,
auxiliando nessa atividade (Yamamoto, 1993; Solomon e French, 1997).

A reproducdo dessa espécie parece apresentar um padrao sazonal, visto
que foi verificada na coldnia onde foi realizado o presente estudo, uma maior
taxa de natalidade entre os meses de novembro e marcgo (Souza et al., 1999). Em
adicdo, varios estudos sugerem uma base fisioldgica para comportamentos
essenciais ao sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia de filhotes, como o cuidado
parental, relacionado a variagdes nos niveis de prolactina (Lukas et al., 1998) ¢
cortisol (Mota et al., 2006). Assim, se pode esperar que variagdes anuais nesses
comportamentos sejam moduladas por oscilagdes de freqliéncia semelhante nos
niveis desses hormodnios. Como essas oscilacoes sdo associadas a variagdes
ambientais ciclicas, torna-se bastante provavel uma sincronizagdo entre as
oscilagdes da prolactina e do cortisol, as estagdes de acasalamento e a produgdo

de prole em épocas mais favoraveis do ano.
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2. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivos:

a) Avaliar o perfil plasmatico anual dos hormoénios prolactina e cortisol
regulados pelo eixo hipotdlamo-hipofisario em animais adultos da espécie
Callithrix jacchus vivendo em cativeiro;

b) Investigar oscilagdes nos perfis plasmaticos anuais de prolactina e cortisol
conforme variagdes anuais nos parametros ambientais de temperatura do
ar, precipitagdo e duragdo da fase de claro do dia (fotofase);

c) Investigar a influéncia do sexo nas concentracdoes plasmaticas de

prolactina e cortisol ao longo do ano.
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3. HIPOTESES E PREDICOES
Hipdtese 1

Os padrdes de secrecao de prolactina e cortisol apresentardo variagao
anual determinada pela variacdo da duracdo da fotofase ao longo dos meses do
ano.
Predicdes

Os niveis plasmaticos de prolactina de machos e fémeas se elevarao em
antecipagdo aos meses de maior ocorréncia de nascimento de filhotes, sendo
relacionados a iniciacdo do comportamento de cuidado parental.

Os niveis plasmaticos de cortisol de machos e fémeas aumentardo antes da

época do ano de maior natalidade em associagdo ao fortalecimento do lago

afetivo entre os membros do par reprodutor.

Hipdtese 2

Os padrdes de secrecdo de prolactina e cortisol serdo modulados por
diferencas na temperatura do ar, na precipitacdo e na duragdo da fotofase,
verificadas entre as estacdes chuvosas ¢ secas.

Predicdo

Tendo em vista o papel importante da prolactina e do cortisol na fisiologia

reprodutiva em sagiii, os perfis de secrecdo desses hormodnios apresentardo
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elevagdes proximas as estacoes chuvosas, quando ocorrem os maiores indices de

natalidade em cativeiro.

Hipotese 3

O padrdao de liberagdao anual dos hormoénios prolactina e cortisol sera

diferente para machos e fémeas adultos.

Predicdo

Fémeas apresentardo niveis mais elevados de prolactina e cortisol do que

os machos, em associagdo a biologia reprodutiva e a organizacdo social da

familia Callithichidae.
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4. MATERIAL E METODO

4. 1. Animais

Foram utilizados 3 machos e 2 fémeas adultos de Callithrix jacchus,
pertencentes ao Nucleo de Primatologia do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal-RN, Brasil (5°47°42” S e
35°12°34°° W). Nenhum dos animais possuia experiéncia em cuidar de filhotes.

Cada animal foi mantido isolado e habitava uma gaiola-viveiro medindo 2
m x 1 m x 2 m, contendo uma prancha horizontal de madeira, galhos de arvores e
uma caixa-ninho (Figura 2). Durante a etapa de coleta de dados, os animais
estiveram submetidos a condi¢cdes naturais de temperatura, umidade e
luminosidade, uma vez que as partes posterior e superior das gaiolas eram
compostas por uma tela de arame. A alimentacdo didria era oferecida em duas
refeicdes, sendo a primeira servida entre 8:00 e 9:00 h da manha e constituida de
uma papa protéica (banana, farinha lactea, leite em po, extrato de soja, gérmen e
fibra de trigo, pao, ovo, agucar, suplementos de vitaminas A, B e D, cdlcio,
aminoacidos e achocolatado em pd). Na segunda refeicao, servida entre 13:00 e
14:00 h, os animais receberam uma salada de frutas tropicais, composta de
mamao, banana, manga, e outras frutas da época. Além disso, foi oferecido um
reforco alimentar didrio, composto por um ou mais dos seguintes itens a cada dia:
granola, leite com Sustagen, passas, sementes de girassol, ovos cozidos e frango
cozido desfiado e servido por volta de 10:30 h, que tinha como objetivo melhorar
a condi¢dao nutricional dos animais experimentais, visto que o procedimento
experimental de coleta de sangue poderia influenciar seu bem-estar. A agua foi

oferecida ad libitum.
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4. 2. Procedimento Experimental

4. 2. 1. Coleta de Sangue

As coletas de sangue (Figura 3) foram realizadas entre abril de 2005 e
agosto de 2007, ocorrendo cada uma na ultima semana de cada més. Para
minimizar a influéncia da ritmicidade circadiana nos niveis dos hormodnios
avaliados, as coletas de sangue foram realizadas apds as 10:00 h. Durante a
coleta, o animal foi imobilizado em um contensor (Hearn, 1983) e o volume de
sangue de 0.5 mL foi coletado por puncdo da veia femural. Apos a coleta, as
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 10 °C,
sendo o plasma pipetado e estocado a —20 °C. Visto que o procedimento de coleta
de amostra de sangue pode se constituir em um fator estressor (Ziegler et al.,
1996b), algumas medidas foram tomados para minimizar o efeito do
procedimento sobre a resposta fisiologica dos animais. Primeiro, os animais
foram habituados a condicao experimental antes do inicio da coleta de dados pela
manipulacdo do animal em 6 sessdes, quando foram capturados pelo tratador e
colocados no contensor, mas sem a coleta de amostra de sangue. Segundo, o
tempo transcorrido entre a captura e a realizagdo da coleta foi, no maximo, 3
minutos. Além disso, foi feita uma comparacao dos niveis de cortisol dos animais
utilizados nesse estudo (Grupo Experimental) com outros que habitavam a
mesma colonia, mas que ndo estavam sendo submetidos a manipulagdes (Grupo
Controle). Ambos os grupos foram compostos por 3 fémeas e 3 machos. As
coletas de fezes foram realizadas entre 23 de janeiro e 08 de marco de 2007, as
tergas e quintas-feiras entre 6:30 e 7:00 h, totalizando 45 dias, 3 quinzenas.

A andlise dos niveis plasmaticos de prolactina foi realizada através do
Método de Radioimunoensaio (RIA) no Departamento de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo. A
dosagem do cortisol foi realizada no Laboratorio de Medidas Hormonais do

Departamento de Fisiologia da UFRN pelo Método Imunoenzimatico (ELISA).
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Figura 2. Vistas externa (A) e interna (B) do gaioldo no qual os animais
estiveram alojados no Nucleo de Primatologia da UFRN, mostrando os portdes

das gaiolas individuais e (C) vista interna de uma gaiola individual.
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Figura 3. A. Contensor para imobilizacdo dos animais durante o processo de
coleta de amostras de sangue; B. Animal imobilizado e o pesquisador

puncionado a veia femural para obtengdo da amostras de sangue.
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4. 2. 2. Dosagem Hormonal

4. 2. 2. 1. Ensaio da Prolactina Plasmatica - Método do Radioimunoensaio
(RIA)

a) lodinacgao

Na execug¢do do procedimento, devem ser pesados 20 pug de horménio frio
(antigeno), que serd diluido em 200 pL de tampao Fosfato a 0.05 M e pH 7.4.
Devem entdo ser preparadas aliquotas de 2.5 pg/25 ul e a uma delas adicionados
50 pL de tampdo Fosfato 0.5 M e 0.5 mCi (milicurie) de I'**. Em seguida, devem
ser adicionados 10 puL. de Cloramina T, dando inicio a reagdo de iodinagdo.
Decorridos 45 segundos, devem ser adicionados 25 uL de Metabissulfito de
Sodio, interrompendo, assim, a reagdo. A partir disso, deve se seguir a adi¢ao de

100 pL da solugao de transferéncia composta por lodeto de Potassio, Sacarose ¢

tampao 0.05 M.

b) Purificacao do hormoénio

O volume do tubo de iodinagdo deve ser transferido para uma coluna de
gel Sephadex 75 para que ocorra a separacao do iodo livre do hormdnio marcado

, utilizado para a detecgao da prolactina no ensaio).

1'*°, utilizado p detecgio da prolacti i

c¢) Preparagao dos padroes (AFP-5532A): Diluigdo Seriada

O padrao deve ser armazenado em 200 ng/mL. A preparacao dos padroes
de prolactina deve ser realizada por dilui¢do seriada de P1 a P9, cuja maior

concentragdo foi 200 ng/mL (P10). Ao P10 deve ser adicionado 0.5 mL, sendo

misturado por agitagdo. Dessa solucao, 0.5 mL deve ser transferido para o tubo
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contendo P9 e dai sucessivamente até¢ o P1 (esses tubos devem ja conter 0.5 mL

de tampao albuminado bovino a 1%)).

d) Anticorpo

Uma solu¢do de 1 mL de anticorpo de coelho (AFP-291891) com dilui¢cdo
de 1:10 em 2% de soro de coelho normal em tampao Fosfato salino deve ser
preparada. Devem, entdo, ser feitas, dessa solucdo, aliquotas de 100 uL, as quais
serdo armazenadas para uso posterior. Para a realizacao deste ensaio esse volume

deve ser diluido mais 200 vezes.

¢) Ensaio

A dosagem de prolactina foi realizada pelo método Radioimunoensaio
(RIA) de duplo anticorpo. A curva padrdo a ser construida deve utilizar a
prolactina das amostras diluida em tampao Fosfato-Albumina a 1% nas
concentragdes ja descritas. O volume de 100 mL da amostra desconhecida (o
padrao também deve ser submetido a esse processo) deve ser incubado com 100
uL de anticorpo e 100 puLL de hormo6nio marcado e, apds mistura por agitagcao, a
solucdo deve ser incubada por 24h a temperatura ambiente. No dia seguinte
devem ser adicionados 100 pL. de anticorpo inespecifico (produzido em cabras
pelo professor Dr. Celso Rodrigues Franci, do Departamento de Fisiologia, da
USP de Ribeirdo Preto) para que ocorra a precipitacao da reagdo de Imunoensaio.
O material deve passar por agitacdo e ser incubado por 2h. A partir disso, deve
ser centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante deve entdo
ser retirado e o precipitado levado a um cintilador Cobra-Packard.

O ensaio de prolactina foi validado para o plasma de sagiii pela
determinagdo do paralelismo, com diluigdo serial de um pool de plasma (n = 8)

paralelas a curva-padrao, sem diferenca na inclinacao (p > 0.05).
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4. 2. 2. 2. Ensaio do Cortisol Plasmatico - Método Imunoenzimatico (ELISA)

A metodologia empregada seguiu o protocolo experimental desenvolvido
por Munro & Stabenfeldt (1984) para dosagens de esterdides no sangue. As
curvas-padrao do hormoénio foram preparadas a partir de cristais de hormodnios
obtidos da Sigma Chemical Co. Para a preparacdo das curvas foram utilizadas
diferentes concentragdes dos padrdes, os quais incluiram aquelas provavelmente
existentes nas amostras. As concentracdes para obten¢do da curva foram: 3,6 —
10,0 -31,6 — 100,0 — 316,2 — 1000,0 pg/pogo.

Para a determinacdo do cortisol ELISA, as placas para microtitulagdo de
fundo plano (Nunc) para realizagao do ELISA foram previamente sensibilizadas
com o anticorpo especifico, segundo a metodologia descrita por Munro &
Stabenfeldt (1984).

Apos a retirada das amostras do refrigerador e agitacdo no vortex por 5
minutos, transferiu-se 100pul. do hormoénio para um tubo de ensaio e procedeu-se
a analise conforme os seguintes passos:

a) Os tubos de ensaio com as aliquotas de cada amostra foram transferidos
para um banho-maria com fluxo de ar a 40 °C, para secagem total do volume
inicial;

b) A seguir foram adicionados aos residuos 300yl da enzima conjugada
ao hormonio sintético diluida em tampao fosfato na concentracdo de cortisol —
1:16.000;

¢) Os tubos foram agitados e seus conteudos transportados para tubos de
plasticos menores (1,6mL de capacidade);

d) Utilizando-se uma pipeta multi-canal (T-12; Eppendorf) foram
pipetados 100uL desse material para as placas (Nunc) que continham o anticorpo
especifico para cada hormonio. Foram preenchidas todas as cavidades das placas
com exce¢do das denominadas Al a D1, C2 e C11 e de C3 a C10 para os quais

foram pipetadas, respectivamente, apenas a solucdo tampao (NSB), o tampao
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contendo a enzima conjugada (B0) e as solu¢des padrao segundo as diluigdes ja
referidas;

e) A seguir as placas foram cobertas com filme adesivo e incubadas
durante 2 horas em camara de umidade;

f) Apds este tempo, as placas foram retiradas da cdmara e lavadas com
uma soluc¢ao de NaCl a 1,5M e Tween 20 a 0,5%;

g) Apos este procedimento, foi adicionado a cada cavidade da placa
100uL do substrato, constituido de uma solucao preparada a partir de 25mL de
tampao citrato a 10% (4&cido citrico anidro CsHgO7; — SIGMA), 250 pL. de ABTS
(2,2-azino-bis-3-ethylbenthiazone-6-sulfonic acid / SIGMA) e 80 uL. de peréxido
de hidrogénio a 15% (H,0,);

h) As placas foram incubadas por mais 30 - 40 minutos em cadmara umida
e em seguida foram adicionados 100 pL. de uma solugdo acida para interromper a
reacdo. Esta solucdo foi preparada a partir de 5,048 mL de 4cido fluoridrico e 1,2
mL de hidréxido de s6dio (NaOH) a 5N gsp , sendo esta solu¢do completada com
agua destilada até compor o volume de 500 mL;

1) A leitura da densidade foi feita utilizando-se uma leitora de placas de

ELISA da Asys Hitech, modelo Experto Plus, com filtro de 405nm.
4. 2. 2. 3. Ensaio do Cortisol Fecal - Método Imunoenzimético (ELISA)

a) Hidrolise

Os esteroides foram separados a partir de 0,1 g de fezes, pela adig¢ao de 2,5
mL de etanol e 2,5 mL de agua, em tubos plésticos de 15 mL. Esse procedimento
tem com objetivo separar os hormonios esterdides que estao na forma livre e que

sdo soluveis em agua pela presenga de conjugacdo simples (Ziegler et al., 1996a).

Em seguida, este material foi agitado por 5 min e, posteriormente, centrifugado
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por 10 min a 3000 rpm. Depois, foi o material foi decantado em tubos de vidro

de aproximadamente 7 mL, no qual ficam estocados a 20 °C.

b) Solvolise

O procedimento de solvolise tem como finalidade separar dos esteroides
que estavam sob dupla ou tripla conjugacao (sulfatos e glucoroidios). Neste etapa
se utilizou o volume de 500 pl de amostra hidrolisada, cujo volume foi pipetado
em tubos de vidros de extragdo (pitex/15 mL), aos quais foram adicionados
seqiiencialmente 100 pl de solucdo de NaCl (saturada), 50 pul de H2SO4 e 4 mL
de acetato de etila (solvente). Em seguida, os tubos foram incubados durante a
noite em banho-maria a 40 °C. Na manha seguinte, foram adicionados mais 4 mL
de acetato de etila as amostras, que foram ao vortex por 5 min e a centrigufagao
por 3 min a 1000 rpm. Apds este procedimento, a fase contendo o esterdide (fase
superior) foi pipetada e transferida para tubos de extracdo. O acetato de etila foi
neutralizado pela lavagem com agua (2,5 mL), apoés o que as amostras foram
novamente levadas ao vortex por 5 min e centrifugadas por 3 min. Apds esre
passo, novamente a fase superior foi transferida para tubos de vidro 12 x 75 mm,
e levados para secar com fluxo de ar incubados a 40 °C. Apos secagem, o volume
das amostras foi ressuspensa com 500 pl de etanol e estocadas em geladeira.

O método de dosagem usado foi originalmente desenvolvido por Munro e
Stabenfeldt (1984) para determinacdo de esterdides plasmaticos e adaptado por
Ziegler et al. (1996a) — para dosagem de esterdides fecais. As curvas-padrdo do
hormonio foram preparadas a partir de cristais de hormodnios obtidos da Sigma
Chemical Co, pela utilizacdo de diferentes concentracdes dos padrdes, os quais
incluiram aquelas provavelmente existentes nas amostras. As concentracdes para
obten¢do da curva foram: 3,6 — 10,0 — 31,6 — 100,0 — 316,2 — 1000,0 pg/poco.

Para a determinagdo do cortisol, as placas para microtitulacdo de fundo
plano (Nunc) para realizagdo do ELISA foram previamente sensibilizadas com o

anticorpo especifico, segundo a metodologia descrita por Munro e Stabenfeldt
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(1991). Apos ser retirada do freezer, cada amostra foi agitada por 10 segundos no
vortex, tendo, em seguida, transferidos 100uL de seu volume para um tubo de
ensaio. A partir dai, foi feita a quantificagdo como descrita no estudo de Souza e

Ziegler (1998).

4. 3. Analise Estatistica

Tendo em vista que os valores obtidos para os niveis hormonais
plasmaticos de prolactina e cortisol ao longos dos meses ndo apresentaram
distribui¢do normal, foi realizada a transformag¢do para logaritmo (log10) para
sua normalizagao.

A andlise estatistica dos niveis plasmaticos de prolactina e cortisol foi
realizada para trés condicdes: (1) Geral - avaliagdo dos perfis hormonais de todos
os animais utilizados no estudo, fémeas (2) e machos (3). Com o objetivo de
comparar os niveis hormonais dos animais experimentais ao longo do ano, sendo
este dividido em quatro estagdes como proposto por de Souza et al. (1999):
Chuvosa 1 (margo, abril ¢ maio), Chuvosa 2 (junho, julho e agosto), Seca 1
(setembro, outubro e novembro) e Seca 2 (dezembro, janeiro e fevereiro). A
avaliagdo das concentracdes plasmaticas dos hormonios entre as quatro estacoes
foi realizada através da ANOVA para Medidas Repetidas, tendo sido utilizados
para tal os dados referentes aos dois anos de observacdo. Além disso, foi
realizada uma comparacao das curvas hormonais entre os sexos através do teste t
de Student para grupos independentes.

Tendo em vista que as coletas de amostras de sangue foram realizadas sob
diferentes condicdes ambientais, no que diz respeito a temperatura do ar,
precipitacdo e duragdo da fotofase, essas variaveis foram correlacionadas com os
valores das medidas hormonais através do teste de correlagdo de Spearman. Foi

também avaliada a ocorréncia de variagdo anual nesses parametros atraveés do
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teste de Friedman. Os valores dessas variaveis foram obtidos junto a Estacdo de
Observacao Climatica da UFRN.

Finalmente, com o objetivo de avaliar uma possivel influéncia do
procedimento experimental (coleta de sangue) nos niveis circulantes dos
hormoénios investigados, foram coletas amostras de fezes dos animais
experimentais € animais que habitavam a colonia de criagdo para uma avaliacao
dos niveis de cortisol fecal. As coletas de fezes foram realizadas por quarenta e
cinco dias (entre 23/01 e 08/03/2007. A comparacao dos valores de cortisol foi

realizada pelo teste-t de Student para grupos independentes.
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5. RESULTADOS

5. 1. Variaveis Ambientais

A curva da temperatura ao longo das quatro estagdes do ano mostrou
valores mais elevados para as estagdes Seca 1, Seca 2 e Chuvosa 1, sendo os
mais baixos verificados na estacdo Chuvosa 2, conforme ilustra a Figura 4. Foi
verificada diferenca significativa entre as estacdes (F = 63,527, p < 0,05). Os
valores de temperatura foram diferentes entre a estacdo Seca 1 e as estagdes Seca
2(Z2=4,782,p <0,05), Chuvosa 1 (Z = 4,349, p <0,05) e Chuvosa 2 (Z = 3,650,
p < 0,05). Também houve diferenca significativa entre Seca 2 ¢ Chuvosa 2 (Z =

4,782, p <0,05) e entre Chuvosa 1 e Chuvosa 2 (Z = 4,622, p < 0,05).

30,0
29,0
28,0

27,0

Temperatura (0C)

26,0

25,0

C1 C2 S1 S2
EstacGes do Ano

Figura 4. Valores médios de temperatura (+ DP) por estagdo ao longo do ano
(estagdes: C1: Chuvosa 1; C2: Chuvosa 2; S1: Seca 1; S2: Seca 2).

Quanto a precipitacdo, a Figura 5 ilustra valores mais elevados dessa
variavel durante as estagdes Uimidas, Chuvosa 1 e Chuvosa 2, comparado as
demais estacdes do ano. A comparacdo entre as estagdes mostrou diferenca
significativa ao longo do ano (F = 73,000, p < 0,05), particularmente entre as
estacoes Seca 1 e Chuvosa 1 (Z =4,782, p < 0,05) e Seca 1 e Chuvosa 2 (Z =

4,782, p < 0,05), ¢ também entre a Seca 2 com as duas estagdes com maiores
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niveis de umidade (Chuvosa 1: Z = 4,782, p < 0,05; Chuvosa 2: Z = 4,782, p <
0,05).

600 -
500 -
400 +
300 -
200
100 +

Precipitagdo (mm)

400 €1 c2 s1 s2

Estacfes do Ano

Figura 5. Valores médios de precipitagdo (= DP) por estagdo registrados ao longo
do ano.

A fotofase, por sua vez, foi medida pelo nimero de horas em que a luz do
sol incidiu sobre a superficie terrestre. A Figura 6 mostra que a duracdo da
fotofase foi mais elevada para as estagdes nao-chuvosas, sobretudo a estagdo
Seca 2. A andlise estatistica mostrou diferencas significativas entre as estagdes (F
= 58,000, p < 0,05). Estas diferencas foram encontradas entre a estacdo Seca 1 e
Seca 2 (Z = 3,650, p < 0,05), Chuvosa 1 (Z = 3,650, p < 0,05) e Chuvosa 2
(Z=4,782, p < 0,05); entre Seca 2 ¢ Chuvosa 1 (Z=4,782, p < 0,05), Chuvosa 2
(Z=4,782, p <0,05); também entre Chuvosa 1 e Chuvosa 2 (Z=3,650; p < 0,05).
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Figura 6. Duracao média da fotofase (+ DP) por estagdo ao longo do ano.

5. 2. Prolactina Plasmatica

A comparacao dos niveis circulantes de prolactina entre as quatro estagdes
do ano para todos os animais utilizados ndo mostrou diferenca significativa (F =
1,700, p > 0,05). A analise de cada sexo isoladamente também nao mostrou
diferenga entre as estacoes nessa variavel para as fémeas (F = 0,615, p > 0,05) e
os machos (F = 1,175, p > 0,05).

Como pode ser observado na Figura 7A, embora a variagdo ndo tenha sido
estatisticamente  significativa, o0s niveis plasmaticos desse hormonio
apresentaram-se mais elevados durante as estacdes chuvosas. Essa elevagdo se
mostrou mais evidente na estagdo Chuvosa 1. Esse padrao de elevagao pode ser
verificado na Tabela 1 pelos niveis mensais de prolactina dos animais nas trés
condig¢des investigadas.

Quanto a comparagao das concentragdes circulantes de prolactina entre os
sexos, ndo foi verificou diferenga significativa, contudo os machos apresentaram
niveis mais elevados que as fémeas em todas as estagdes climaticas (Chuvosa:
1:t=0,984, p > 0,05; Chuvosa 2: t =0,925, p > 0,05; Seca 1: t= 0,871, p > 0,05;
Seca 2:t=0,529, p > 0,05) (Figura 7B).
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Figura 7. Niveis plasmaticos médios de prolactina (+ EP) para todos os animais
usados no estudo (A) e comparagdo dos perfis hormonais de machos (M) e
fémeas (F) adultos de sagiii ao longo das 4 estagdes climaticas.

Tendo em vista que as amostras de sangue foram obtidas em diferentes
momentos do ano, a esperada influéncia das mudangas ambientais de
precipitagdo, duragdo da fotofase e temperatura sobre as variagdes plasmaticas de

prolactina nao foi evidenciada pelo teste de correlagdao (Anexo 1).
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Tabela 1. Niveis médios plasmaticos mensais de prolactina e cortisol dos animais utilizados no estudo ao longo dos meses

do ano.

Janeiro | Fevereiro| Marco  Abril Maio | Junho | Julho | Agosto |Setembro|Outubro|Novembro |Dezembro| Média EZZ\I{?(;
GERAL Seca 2 Chuvosa 1 Chuvosa 2 Seca 1 Seca 2
Prolactina 6,95 21,97 19,18 29,77 20,42 14,7 26,87 16,45 20,01 16,9 5,7 4,97 16,99 7,92
Cortisol 924,21 759,78 | 1117,97 704,68 | 1014,21 | 1058,45|1197,56 | 870,02 | 997,67 860,35 640,63 1041,4 932,24 | 170,4
FEMEAS Seca 2 Chuvosa 1 Chuvosa 2 Seca 1 Seca 2
Prolactina 11,13 3,24 14,78 22,94 27,26 15,54 11,57 11,31 28,73 18,48 2,38 4,97 14,36 8,78
Cortisol 1095,7 | 902,73 |1368,72 646,51 |1272,52|1259,72|1084,17| 999,31 838,86 689,55 596,92 1552,98 | 1025,64| 303,17
MACHOS Seca 2 Chuvosa 1 Chuvosa 2 Seca 1 Seca 2
Prolactina 4,17 34,46 22,11 34,33 15,86 14,14 37,07 19,88 14,19 15,84 7,91 4,98 18,74 11,35
Cortisol 809,89 | 664,48 | 950,81 743,45 842 924,27 | 1273,16| 783,83 | 1103,54 | 974,21 669,76 700,34 | 869,98 | 184,97
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5. 3. Cortisol Plasmatico

A andlise dos niveis de cortisol de todos os animais utilizados nao revelou
diferenga significativa para esse horménio quando comparados seus niveis ao
longo do ano (F = 1,486, p > 0,05). Isso se repetiu quando se procedeu a
comparagdo para as fémeas (F = 2,380, p > 0,05) e para os machos (F = 0,917, p
> 0,05). Contudo, como mostrado na Figura 8A, os animais apresentaram
elevagdes nos niveis de cortisol plasmatico durante as estagdes umidas, sobretudo
na Chuvosa 2 comparado as demais estagdes. As variagdes mensais nos niveis de
cortisol sdo mostradas na Tabela 1.

A comparagdo entre os sexos, com exce¢ao aos resultados para a estagao
Seca 2 (t = -2,352, p < 0,05), ndo revelou diferencas significativas nesse
hormonio ao longo do ano (Chuvosal: t = -1,295, p > 0,05; Chuvosa 2: t = -
0,966, p > 0,05; Seca 1: t = 0,597, p > 0,05), como ilustrado na Figura §B. As
fémeas apresentaram niveis mais elevados que os machos na maioria da estagdes
do ano.

Quando analisadas em conjunto as variagdes do cortisol e as altera¢des nas
variaveis ambientais consideradas ao longo do ano, a analise estatistica,
conforme ilustra a tabela constante no Anexo 1, nao revela correlagdes

significativas entre os niveis do hormdnio e nenhuma das varidveis avaliadas.
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Figura 8. Niveis plasmaticos médios de cortisol (£ DP) para todos os animais
usados no estudo (A) e a comparagao dos perfis hormonais (B) de machos (M) e
fémeas (F) adultos de sagiii nas estagcdes climaticas.

5. 4. Cortisol Fecal

A avaliagdo da influéncia da condicdo experimental sobre os niveis fecais
de cortisol dos grupos Experimental e Controle (Figura 9A) nao mostrou
diferenga significativa para os valores do hormoénio (t = 0,755, p > 0,05). Esse
resultado se repetiu quando da comparacdo entre os grupos realizadas para cada
sexo isoladamente (fémeas: t = 0,565, p > 0,05; machos: t = 0,538, p > 0,05),

conforme ilustra a Figura 9B e 9C. Todavia, o grupo Controle apresentou niveis
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mais elevados do hormonio quando considerados todos os animais utilizados ou

apenas as fémeas.
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Figura 9. Comparacao dos niveis médios fecais (+ DP) de cortisol entre os grupos

controle e experimental (A), entre os machos (B) e fémeas (C) de ambos os
grupos.
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6. DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo ilustram que, em machos e fémeas
adultos de Callithrix jacchus, apesar de pequenas oscilagdes nos niveis
plasmaticos de prolactina e cortisol serem verificadas, esses hormdnios nao
apresentam um padrio sazonal de liberagdo, a despeito das variacdes observadas
no seu ambiente externo no que diz respeito a temperatura do ar, a precipitagdo e
a duracao da fotofase. Tendo em vista a importancia bioldgica dos hormonios
investigados para Callithrix jacchus, serdo discutidas a seguir possiveis
justificativas para os resultados obtidos.

Em adigdo a sazonalidade reprodutiva de Callithrix jacchus identificada
por Souza et al. (1999) no Nucleo de Primatologia da UFRN, a ocorréncia deste
tipo de padrdao em cativeiro para calitriquideos foi verificada por Ziegler e Stein
em C. jacchus (1981) e por McGrew e Webster em Saguinus oedipus (1995),
refor¢ando a id¢ia de uma modulacdo do ambiente sobre a biologia desses
animais. E importante salientar que o ajuste da fisiologia reprodutiva as variacdes
de parametros ambientais determinantes da disponibilidade de alimento, como a
incidéncia de chuvas, permite aos animais que vivem na natureza maiores
chances de fornecer suprimento nutricional adequado para suas proles apos o
nascimento (Nelson, 2000). Nesse sentido, animais de cativeiro, apesar de
submetidos as condi¢des ambientais constantes por geracdes, continuarem a
apresentar uma relagdo temporal entre o nimero de descendentes produzidos e
ciclos de fatores ambientais. A manuten¢ao da relagdo parece ser importante para
a sobrevivéncia e a produ¢do de descendéncia, reforcando o valor adaptativo
dessa associagao ao longo do processo evolutivo.

No que diz respeito a prolactina, foi verificada uma elevacdo em seus
niveis para todos os animais utilizados na transicdo entre as estagdes Seca 2
(fevereiro) e Chuvosa 1 (mar¢o € maio), coincidindo com os meses de maior
natalidade segundo Souza et al. (1999). Esse perfil de secre¢do hormonal foi

também verificado quando avaliadas as respostas individuais de machos e
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fémeas. Em seguida, os niveis hormonais tendem a cair, particularmente nas
fémeas. Nesse sentido, ¢ importante salientar que a fisiologia reprodutiva de
mamiferos, particularmente do sagiii, mostra que elevagdes nos niveis circulantes
de prolactina se relacionam a iniciagdo € a manutencdo de alguns eventos
fisiologicos e comportamentais, como a lactacdo para as fémeas (Bole-Feysot et
al., 1998) ¢ o comportamento de cuidado aos filhotes recém-nascidos (Ziegler,
2000; Mota et al, 2006). O cuidado parental na familia Callitrichidade ¢
caracterizado por um alto custo energético, especialmente para as maes, uma vez
que os filhotes ao nascimento pesam em torno de 24% do peso de um animal
adulto (Leutenegger, 1974). Assim, a participacdo de outros individuos
aparentados ou ndo, que ndo os pais, no cuidado aos filhotes verificada nessa
familia de primatas neotropicais (Yamamoto, 1993; Solomon e French, 1997),
reduz de forma significativa os custos reprodutivos para a mae.

Vérios estudos t€ém mostrado uma relagdo entre o comportamento de
cuidado a prole durante o seu estagio de dependéncia dos filhotes e variacdes nos
niveis hormonais dos cuidadores reprodutivos e nao reprodutivos. Dessa forma, ¢
biologicamente interessante para o animal o ajuste desses dois elementos com
mudancas no ambiente externo. Estudos usando machos da familia Callitrichidae,
mostraram uma associagdo entre a participacdo no cuidado e mudangas nos
niveis de prolactina. Nesse sentido, Dixson e George (1982) verificaram uma
elevacdo nos niveis plasmaticos desse hormdénio em machos de C. jacchus
vivendo com fémeas com prole de 10 a 30 dias de vida comparados a outros
machos pareados com fémeas gravidas e ndo gravidas. Esses aumentos foram
verificados durante os episodios de carregar os filhotes. Ademais, Mota e Sousa
(2000), utilizando a mesma espécie, mostraram uma elevacdo nos niveis
plasmatico de prolactina durante o carregar dos filhotes, o qual foi relacionado ao
contato fisico entre o carregador e o filhote. Nesse sentido, Roberts et al (2001a)
avaliaram o papel desse hormdnio na responsividade parental em sagiii usando
um bloqueador da prolactina (bromocriptina) e verificaram uma redugdo

significativa no comportamento de recuperagao de filhotes por machos e fémeas,
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verificada pelo aumento no intervalo de tempo entre a exposi¢do ao filhote e a
miciativa do cuidador em coloca-lo no seu dorso. Em outro trabalho, Roberts et
al. (2001b) avaliaram as concentragdes plasmaticas desse horménio em
individuos de ambos os sexos inexperientes no cuidado. Foi verificada uma
correlagdo positiva entre o tempo de carregar e os niveis de prolactina. Em
machos de Saguinus oedipus, Ziegler et al. (1996b) observaram uma correlagao
desse hormonio e a experiéncia prévia no cuidado, com os machos apresentando
aumentos nos niveis hormonais antes do parto. Os autores sugerem que esse
aumento poderia estar relacionado a pistas advindas das fémeas reprodutoras.

Assim, j4 que os nascimentos na colonia de criacdo estudada se
concentram entre os meses de novembro e marco, os niveis elevados de
prolactina para machos e fémeas até o final da estacio Chuvosa 1 podem ter um
papel na modulacdo dos possiveis cuidadores quanto a sua responsividade
parental, critica durante os primeiros meses de vida dos filhotes.

A respeito do cortisol, suas concentragdes plasmaticas em ambos 0s sexos
se mostraram elevadas apos o periodo de maior incidéncia de nascimentos. Na
avaliacdo individual para cada sexo, foi evidenciada uma elevacao, sobretudo nos
machos, da estagdo Chuvosa 2 a Seca 1. Esse resultado coincide com aquele
obtido por Cunha et al. (2006) na colonia onde foi desenvolvido o presente
estudo. Estes autores sugerem uma relacdo entre a elevagdo do cortisol nessa
época do ano e os valores de temperatura do ar ¢ a estagcdo de maior incidénica de
nascimentos, reforcando o argumento de que o animal apresenta um estado de
prontidado fisioldgica em resposta a possiveis oportunidades reprodutivas.

O cortisol faz parte dos glicocorticdides, hormodnios que permitem a
adaptacao dos individuos a situagdes estressantes ao aumentar a disponibilidade
de nutrientes na corrente sangiiinea para serem usados na atividade celular em
diferentes tecidos (Akil et al., 1999) e, também o estado de alerta ¢ prontiddo
necessarios ao individuo durante a exibi¢do de respostas comportamentais como
o cuidado aos filhotes. Nessa situagdo, o cuidador ¢ submetido a pistas advindas

dos filhotes, como a vocalizagao e odores caracteristicos, que podem influenciar
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a expressdo da resposta de cuidado. Nunes et al. (2001), estudando machos de
Callithrix kuhlii, observaram uma queda nos niveis urinarios de cortisol em pais
que carregavam muito seus filhotes e também uma correlacdo negativa desse
hormonio com o comportamento de carregar. Nesse caso, a resposta ao estresse
ndo ¢ modulada pelo carregar, sugerindo que a participacdo no carregar diminui
essa resposta fisiologica. Em Saguinus oedipus, foi observada uma elevagdo no
cortisol pelos pais antes do parto e para as fémeas no meio do periodo de
gravidez (Ziegler et al., 1996; 2004). O aumento pelos machos parece ser
relacionado ao status reprodutivo da fémea, possivelmente preparando o parceiro
sexual para participar no cuidado aos filhotes recém-nascidos. Além disso,
Ziegler et al. (2004) ndo verificaram mudanga nos niveis de cortisol em machos
carregando filhotes em resposta a pistas olfativas de fémeas estranhas, sugerindo
uma relacdo entre esse hormoénio e sistema de acasalamento da espécie,
monogamico. Posteriormente, Mota et al. (2006), avaliando pais sagiii antes ¢
ap6s o nascimento de filhotes, verificaram uma elevagdo nos niveis plasmaticos
de cortisol antes do parto, a qual foi associada a estratégia reprodutiva dos
machos reprodutores de estreitamento do lago afetivo com a parceira sexual em
momentos criticos de sua vida reprodutiva.

Com relagdo a influéncia do sexo sobre os niveis hormonais, os resultados
deste estudo para ambos os hormonios nao identificaram diferencas significativas
entre machos e fémeas. Para a prolactina, foram verificados niveis um pouco
mais elevados para os machos, em discordancia com o que ocorre com a maioria
das espécies de mamiferos (Frohman et al., 1999). Ja para o cortisol, as fémeas
apresentaram os maiores niveis do hormdnio, o que coincide com o padrdo para
niveis plasmaticos descrito para a espécie por Silva Janior et al. (2000) e nas
fezes por Raminelli, 2001.

O padrio de secrecdo de cortisol aumentado entre as fémeas de
calitriquideos parece ser associado ao seu sistema de acasalamento, monogéamico,
com apenas uma fémea adulta reproduzindo no grupo social. Nessa condi¢do, as

fémeas disputam pelo posto de dominante ou de reprodutora no grupo social
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(Abbott, 1984, 1987; Saltzman et al., 1994, 1998), com as subordinadas podendo
apresentar supressdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Gonadal (Abbott, 1984;
Saltzman et al, 1994), sugerindo que a manutengao do posto reprodutivo aumenta
a demanda fisioldgica nesses animais. Entre os machos, também ha competicao
pelo posto de reprodutor, contudo, ela difere daquela das fémeas (Abbott, 1986).
Machos subordinados nao aparentados mostram uma reducdo nos niveis de
testosterona ¢ LH, mas sem conseqiiéncias crénicas na sua capacidade
reprodutiva (Abbott, 1984). A competicdo, nesse caso, também ¢ vista pela
diminui¢do na interagdo sexual pelo subordinado. Castro e Souza (2000)
verificou que machos nao-reprodutores de sagiii vivendo com o grupo familiar
tem testosterona mais elevada que seus pais. Isso apdia a idéia de prontidao
reprodutiva pelos machos, j& que na natureza encontros entre grupos sociais sao
freqiientes (Lazaro-Perea et al., 2000), tornando possivel a ocorréncia de copulas

com fémeas adultas e a geracao de proles.
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7. CONCLUSAO

Em Callithrix jacchus, individuos adultos de ambos 0s sexos apresentaram
pequenas varia¢fes nos niveis plasmaticos de prolactina e cortisol ao longo do
ano possivelmente associadas a aspectos da reproducdo da espécie, como 0
estabelecimento de lagos entre o par reprodutor e 0 comportamento de cuidado
aos filhotes. Uma vez que o presente estudo fez uso de uma amostra pequena de
sujeitos experimentais, em poucos ciclos anuais, 0s resultados aqui expostos néo
devem ser tomados como conclusivos, requerendo estudos adicionais a fim de

melhor caracterizar os aspectos analisados.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabela de Correlagdes da prolactina e do cortisol entre si € com
as variaveis ambientais temperatura do ar, precipitagdo mensal e duragdao da
fotofase diria. Para todos os testes, o valor de significancia obtido foi p > 0,05.

Variaveis R de Spearman
Geral
Prolactina x Temperatura -0,019
Prolactina x Precipitacao 0,131
Prolactina x Fotofase -0,174
Prolactina x Cortisol -0,035
Cortisol x Temperatura -0,083
Cortisol x Precipitagao 0,059
Cortisol x Fotofase -0,152
Fémeas
Prolactina x Temperatura 0,013
Prolactina x Precipitagdo 0,002
Prolactina x Fotofase -0,063
Prolactina x Cortisol 0,255
Cortisol x Temperatura -0,065
Cortisol x Precipitagao 0,068
Cortisol x Fotofase -0,166
Machos

Prolactina x Temperatura -0,033
Prolactina x Precipitacao 0,229
Prolactina x Fotofase -0,212
Prolactina x Cortisol -0,190
Cortisol x Temperatura -0,082
Cortisol x Precipitacao 0,057

Cortisol x Fotofase -0,182
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