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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo investigar em preguicas (Bradypus variegatus)
mantidas em cativeiro, os niveis de estradiol (Ez) e progesterona (P4), através da
monitorizagao fecal de metabdlitos destes esterdides, visando obter informagdes do
ciclo estral e da fungcdo ovariana nestes animais. Quatro preguicas fémeas,
aparentemente saudaveis, fornecidas pelo IBAMA, foram estudadas. Cada uma
exibiu um perfil qualitativo diferenciado: preguica (PG) 1 (PG1), 3,3 + 0,1Kg,
mostrava-se docil; PG2, 3,3 + 0,1Kg, mostrava-se indiferente, sendo trazida pelo
IBAMA com filhote desgarrado da mae, o qual foi a dbito no mesmo dia da chegada;
PG3, 2,6 £ 0,4Kg, docil; PG4, 3,9 £ 0,2Kg, apresentava comportamento agressivo.
Apos periodo de uma semana de adaptagdo ao cativeiro, foram monitorizadas,
mantidas em biotérios individuais, por cerca de doze semanas. Durante este
periodo, foram avaliadas, diariamente, quanto ao padrdao de defecacdo e,
semanalmente, quanto a variagdo de peso corporal e temperatura retal. A dosagem
dos metabdlitos fecais do E; e da P4 foi realizada pela técnica de radioimunoensaio
(RIE) em fase sdlida, utilizando kits desenvolvidos para avaliagdo quantitativa do E;
e da P4 no soro humano. Estes kits foram validados para uso em fezes de preguicas
através de método de paralelismo de matriz depletada. A validagcao da técnica de
RIE, para dosagem de metabdlitos fecais em preguicas, foi realizada através de
coletas de amostras sanguineas, via pungao venosa, obtidas sempre no mesmo dia
da defecacdo do animal. Os resultados mostraram correlagdo direta significativa
entre os niveis plasmaticos e fecais do E, (p<0.05, teste de Pearson), validando esta
técnica para analise do ciclo estral desses animais. As preguigcas defecavam, em

média, duas vezes por semana, em dias alternados, diferindo dos dados da



literatura. Das quatro preguicas monitorizadas, foi detectada presenca de ovulagéo
em duas, PG3 e PG4, sendo que, na PG4, os niveis dos metabdlitos fecais do E; e
da P4 apresentavam-se elevados em relacdo as demais. Concluidas as coletas
fecais e dosagens hormonais, os animais permaneceram sob observagdo nos
biotérios para serem liberados pelo IBAMA, sendo constatado que a PG4 pariu um
filhote higido, o que, provavelmente, poderia justificar os altos niveis dos metabdlitos
hormonais encontrados nesta fémea. Este trabalho, pioneiro em preguigas
(Bradypus variegatus), testou e validou uma técnica n&o-invasiva amplamente
utilizada em outros mamiferos, possibilitando, o estudo da sua fungdo ovariana,

abrindo perspectivas para futuros estudos do ciclo estral deste interessante animal.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate in sloths (Bradypus variegatus), the
circulating levels of estradiol (Ez) and progesterone (P4) by monitoring the fecal
metabolites of these steroids to obtain information on the estrous cycle and ovarian
function. Four apparently healthy female sloths, supplied by IBAMA (Brazilian
Environmental Agency) were studied. Each showed a qualitatively different profile:
Sloth SL1 (3.9 + 0.2 Kg) was docile. Sloth SL2 (3.3 £ 0.1 Kg) was indifferent and was
received from IBAMA accompanied with her unattached offspring, that expired on the
same day it was brought in. Sloth SL3 (2.6 + 0.4 Kg) was docile and sloth SL4 (3.9
0,2 Kg) showed aggressive behavior. After a week of adaptation to captivity, the
animals were monitored in individual housing over a period of approximately twelve
weeks. During this time, they were evaluated daily with regards to the pattern of
defecation and weekly for weight and rectal temperature changes. The estimation of
fecal metabolites of E, and of P4 was carried out by the technique of
radioimmunoassay (RIA) in the solid phase, utilizing kits employed for quantitative
evaluation of E; and P4 in human serum. These kits were validated for use with sloth
feces by the method of parallelism of depleted matrix. The validation of the RIA for
evaluation of fecal metabolites in sloths, was done by collection of blood samples via
venous puncture undertaken on the same day as defecation. The results showed a
significative direct correlation between the plasma and fecal levels of E; (p<0.05,
Pearson test) validating this technique for analysis of the estrous cycle of these
animals. Fecal levels of the metabolites of P, were likewise correlated with plasma
levels, although the sample number was small and the results can only be regarded

as preliminary. The sloths defecated, on an average, twice weekly on alternate days,



differing from data reported in the literature. In the four sloths which were monitored,
ovulation was detected in two, SL3 and SL4. In PG4 the levels of fecal metabolites of
E> and of P4 were elevated in relation to those in the others. Once the collection of
feces and hormonal measurements were carried out, the animals were subsequently
kept under observation in their housing until being freed by IBAMA. During this period
sloth SL4 gave birth to a healthy offspring, which could explain the high levels of
hormonal metabolites found in her feces. This pioneer study in sloths (Bradypus
variegatus) tested and validated a technique non invasive which is widely used in
other mammals making it possible to study ovarian function in sloths and opening

perspectives for future studies on the estrous cycle of this interesting animal.
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1. INTRODUGAO

1.1. Classificagao taxonémica das preguicas

As preguigas sdo mamiferos placentarios pertencentes, juntamente com o
tamandua e com o tatu, a ordem Xenarthra, formalmente conhecida como Edentata,
a qual surgiu na América do Sul ha cerca de 80 milhées de anos (GOFFART, 1971).
Estes animais estdo divididos, segundo Wetzel (1985), em duas familias:
Bradypodidae (preguicas de trés dedos) e Megalonichidae (preguicas de dois
dedos), com os géneros Bradypus e Choloepus, respectivamente. Esses géneros
diferem entre si em aspectos anatémicos e fisioldgicos, tais como: comportamento,
habitos, velocidade de movimento e termorregulacédo. Bradypus apresenta-se sob
trés espécies: B. ftridactylus, B. variegatus e B. torquatus, enquanto Choloepus
apresenta duas: C. hoffmanni e C. didactylus.

As trés espécies do género Bradypus podem ser identificadas, segundo
critérios descritos por Wetzel e Avila-Pires (1980), a partir da coloracdo da pelagem
e aspectos da face. A espécie estudada neste trabalho € Bradypus variegatus, a
qual apresenta pelagem mais escura do pescoco, lados da face e em volta dos

olhos, formando uma mascara (Figura 1).
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FIGURA 1 - Aspectos da face de Bradypus variegatus (Fotografia: Mihlbauer Carvalho, M., 2004).

1.2. Distribuigao geografica do género Bradypus

As preguicas do género Bradypus ocorrem em praticamente todo o territorio
do Brasil. A espécie B. torquatus (preguiga-de-coleira) € mais restrita as florestas
costeiras remanescentes da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro (WETZEL, 1985),
mas esta espécie sofreu um decréscimo catastréfico com a destruicdo da Mata
Atlantica no sudeste brasileiro, sendo, segundo Wetzel (1985), a mais ameacgada de
extingao. Bradypus tridactylus encontra-se apenas no sul da Venezuela, Guianas e
norte do Brasil, ao sul do Rio Amazonas (GILMORE et al, 2000), enquanto que B.
variegatus € a espécie com distribuicdo mais ampla, estando presente em quase
todas as regides do Brasil (WETZEL, 1982), sendo, frequentemente, encontrada na
regidao nordeste (Figura 2). Cabral e Lima (2000), em estudos realizados para
determinagao da mastofauna do estado de Pernambuco, registraram que esta

especie esta restrita a zona da Mata.
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FIGURA 2 - Distribuigdo geografica das espécies de preguigas do género Bradypus na América do
Sul (Desenho reproduzido por Wetzel, 1982).

1.3. Habitos, comportamento e temperatura do género Bradypus

As preguicas do género Bradypus s&o animais herbivoros, alimentando-se
principalmente de folhas e brotos de embauba (Cecropia adenops). Estudos
realizados por Montgomery e Sunquist (1978) indicaram que, sob condi¢gbes de
liberdade, estes animais podem alimentar-se de folhas de outras espécies de
arvores existentes nas florestas tropicais. Entretanto, em cativeiro alimentam-se
basicamente de folhas de embauba. Assim, apés um periodo de meses, nesta
condicdo, podem sucumbir a uma variedade de infeccbes aparentemente
relacionadas ao comprometimento de seu sistema imunologico; embora haja relatos

na literatura de alguns exemplos de preguigas que nasceram e sobreviveram por
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consideravel periodo de tempo em estado de semicativeiro (MONTGOMERY e
SUNQUIST, 1975; NAGY e MONTGOMERY,1980).

Durante o comportamento alimentar em cativeiro, foi observado que a
atividade motora destes animais é reduzida, podendo adormecer enquanto comem
(GOFFART, 1971). O bolo alimentar acumula-se no seu sistema digestivo, podendo
chegar a 30% do seu peso corporal. Além disso, Montgomery e Sunquist (1975) e
De La Fuente (1979 apud DINIZ et al. 1999)1, afirmaram que o bolo alimentar
demora cerca de oito dias para percorrer todo o trato digestivo, periodo em que a
preguica desce ao solo para defecar e urinar. Esta retencéo de fezes e urina, por
muitos dias, reduz a necessidade desses animais de descerem regularmente das
arvores para eliminar suas excretas e, em consequéncia, diminui o risco de
exposig¢ao aos predadores.

As preguicas apresentam movimentos lentos (EISENBERG, 1989 apud
TAUBE et al., 2001)2 e passam grande parte de suas vidas mantendo um ténus
flexor e uma postura bastante curiosa. Richter e Bartemeier (1926) descreveram
importantes observacdes acerca do aspecto postural do género Bradypus. Embora
esses animais apresentem-se algumas vezes suspensos em galhos de arvores, a
postura mais comumente adotada, tanto em cativeiro como em liberdade, € a
sentada. Nesta posicdo os membros posteriores do animal mantém-se fletidos e
agarrados ao tronco da arvore, sentado na forquilha, com o torax ereto e os
membros anteriores cruzados por diante do peito e a cabega mergulhada entre eles
(BEEBE, 1926; LANGWORTHY, 1935; BRITTON, 1941).

Segundo Goffart (1971), diversos autores sugeriram que as preguigas Sao

animais solitarios e territoriais, passando, praticamente, suas vidas inteiras nas

' DE LA FUENTE, F. R. A Fauna — Vida e Costumes dos Animais Selvagens. v. 8. Salvat Editora do
Brasil Ltda, Rio de Janeiro, 1979.

> EISENBERG, J. F. Mammals of the Neotropics. University of Chicago Press, Chicago, 1989.
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arvores. Porém, estudos posteriores, realizados por Montgomery e Sunquist (1975),
demonstraram que elas regulam seu espagcamento territorial através de pistas
quimicas e auditivas, parecendo, entretanto, ndo defender territorios.

Diferente de muitos mamiferos, as preguicas s&o animais sensiveis a
alteragcdes da temperatura ambiente, s6 conseguindo manter-se aquecidas nos
tropicos (GOFFART, 1971). Sua temperatura retal varia de acordo com as mudangas
ambientais, apresentando uma média de 32°C, inferior, portanto, a maioria dos
mamiferos (OZORIO DE ALMEIDA e BRANCA DE FIALHO, 1924; GOFFART,
1971). Tal labilidade de temperatura ajuda a conservar energia (GILMORE e DA
COSTA, 1995). Segundo McNab (1985), sua baixa temperatura corporal associada a
baixa taxa metabdlica basal parece estar diretamente relacionada a reduzida massa
muscular que esses animais apresentam, refletindo, em parte, adaptacdes para uma
vida sedentaria nas arvores e incapacidade de produzir calor suficiente para

manutencio da temperatura corporal.

1.4. Sistema reprodutor e endécrino das preguicas

Em funcdo da presenca de dimorfismo sexual na coloracdo dorsal das
preguigas adultas (Figura 3), aparentemente é facil diferenciar os sexos (BRITTON
1941). Segundo Beebe, 1926, os machos do género Bradypus apresentam no dorso
uma mancha em forma de “cela” com um padréo de coloragao alaranjada e branca,
com uma linha central preta; na fémea, a mesma regido n&o apresenta coloragéo
especifica, exceto por possuir uma linha mediana preta. Contudo, em estudos
realizados por Duarte (observagbes ndo publicadas, 1982), utilizando-se deste

parametro para identificagdo do sexo, foi constatado que uma preguica, identificada
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macho, pariu um filhote. Este fato sugere que a diferenciagdo sexual deve ser
realizada pela associacdo da coloragdo do dorso do animal reforcada pela

visualizagao do seu 6rgéo sexual, isto €, da sexagem do mesmo.

FIGURA 3 — Aspecto da coloragdo do dorso de B. variegatus, A (fémea) e B (macho). (Fotografia:
Muhlbauer Carvalho, M., 2004).

Britton (1941) acredita que essa mancha apareca somente com poucas
semanas de vida e Wislocki (1928) afirma que o animal ja nasce com ela, mas o
desenho definitivo desenvolve-se apenas no macho na puberdade.

No entanto, é dificil determinar o sexo de uma preguiga a partir do exame de
sua genitalia externa. A genitalia de ambos os sexos é pequena e internalizada e
com intima relacdo com o orificio retal, sendo, porém, separada dele por uma fina
camada de pele (MCCRANE, 1966 apud GOFFART, 1971)°. A genitalia masculina é
anterior ao orificio retal e aparece, no adulto maduro, como uma pequena
protuberancia com diametro aproximado de 13mm. Na extremidade da protuberancia
ha uma abertura arredondada muito pequena, a uretra. O pénis ndo pode ser
exteriorizado completamente e apresenta-se rudimentar, consistindo de um pequeno
par de corpos cavernosos; nao existindo corpo esponjoso verdadeiro (WISLOCKI,

1927 apud GOFFART, 1971; GRASSE, 1955)*. Tanto nas preguicas de

® MCCRANE, M. P. Birth, behavior and development of a hand-reared two-toed sloth (Choloepus
didactylus). Internacional Zoologica Yearbook, v. 6, p. 153-163, 1966.

* WISLOCKI, G. B. On the placentation of the tridactyl sloth (Bradypus griseus) with a description of
some characters of the fetus. Carnegie Institute of Washington Publication. n. 380, Contrib. to
Embryology, v. 19, n. 105, p. 209-227, 1927.
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dois, quanto nas de trés dedos, os testiculos esféricos s&o intra-abdominais e as
terminagdes caudais dos epididimos sdo unidos através da linha média por uma
densa faixa de tecido conectivo (WISLOCKI, 1928). As células de Leydig, no tecido
intersticial, sdo em geral comparaveis as de outros mamiferos. A prostata é
circunscrita pelo musculo uretral e representada por uma grande massa de tecido
glandular situada entre a bexiga e as aberturas do vaso deferente (WISLOCKI,
1928).

Na fémea, a genitalia externa esta intimamente relacionada a abertura retal e
a protuberéncia € menor, com a fenda ao longo de seu comprimento (WISLOCKI,
1928). Raramente a vagina é dupla no seu terco inferior e possui duas aberturas
estreitas, as quais, as vezes, sdo completamente seladas por uma membrana
(WISLOCKI, 1927 apud GOFFART, 1971; WISLOCKI, 1928)°. Externamente ao
esfincter anal, e encoberto dentro da bolsa cloacal, se encontram duas dobras de
pele com aberturas semelhantes a fendas de aproximadamente 1cm de
comprimento. No lumen dessas dobras, € encontrada uma substancia gordurosa
esbranquigada secretada por um certo numero de glandulas que se abrem nas
mesmas. Os ovarios do género Bradypus s&o bilobulados com os oviductos
curvados para cada lado. Os ovarios contém foliculos em estagios variaveis de
desenvolvimento e, as vezes, um corpo luteo € evidente (WISLOCKI, 1927 apud
GOFFART, 1971; WISLOCKI, 1928)°.

Segundo Goffart (1971), varios autores descreveram que o utero das
preguigas € um orgao simples em forma de péra, sem trompas uterinas, e aplanado

no sentido antero-posterior, que possibilita o desenvolvimento de um ou dois filhotes

® WISLOCKI, G. B. On the placentation of the tridactyl sloth (Bradypus griseus) with a description of
some characters of the fetus. Carnegie Institute of Washington Publication. n. 380, Contrib. to
Embryology, v. 19, n. 105, p. 209-227, 1927.

® Ibidem, p. 209-227.
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por gestacdo (DAUBENTON, 1765 apud GOFFART, 1971; KLINCKOWSTROM,
1895 apud GOFFART, 1971; WISLOCKI, 1927 apud GOFFART, 1971; WISLOCKI,
1928)"89,

Embora as preguicas de dois e de trés dedos representem um dos mamiferos
mais encontrados nas florestas das Ameéricas Central e do Sul, existe pouca
informacao sobre a sua funcéo reprodutora, especialmente, no que diz respeito a
preguica de trés dedos do género Bradypus. Esta falta de informac&o limita os
esforcos implementados com a finalidade de deter a diminuicdo de sua populagao,
que prossegue em ritmo acelerado devido a expansao agropecuaria e urbana.

Em preguigas, pouco € conhecido sobre o cortejo sexual, o acasalamento, a
duragdo do ciclo estral e da gravidez e o intervalo entre os partos. Nao existe
concordancia na literatura se o acasalamento em Bradypus ocorre durante um
determinado periodo de épocas secas do ano, antes das chuvas, como sugerido por
Wislocki (1928), bem como por Heuser e Wislocki (1935), ou se esses animais se
reproduzem durante todo o ano (GILMORE et al., 1994).

Em B. variegatus parece haver uma reprodugdo sazonal definida, mas um
tanto irregular, que varia de acordo com as variagdes climaticas em diferentes
localizagdes e entre os anos (TAUBE et al, 2001). Tem-se questionado também se
todos os machos estao ativos para a reproducdo durante toda vida adulta (TOYAMA

et al., 1990), ou se este comportamento ocorre, em uma determinada

" DAUBENTON, L. Description de I'unau, In: BUFFON’'S Historie Naturelle Générale et Pariculiére,
avec la Description du Cabinet du Roi, Imprimerie Royale. Paris, v.13, p. 49-59, 1765.

® KLINCKOWSTROM, A. Beitrage zur vergleichenden Anatomie der Geschlechtsorgane der
Edentaten. Zoologische Jahrbucher (Abteilung fir Anatomie und Ontogenie), v.8, p. 500-543,
1895.

WISLOCKI, G. B. On the placentation of the tridactyl sloth (Bradypus griseus) with a description of
some characters of the fetus. Carnegie Institute of Washington Publication. n. 380, Contrib. to
Embryology, v. 19, n. 105, p. 209-227, 1927.
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populacédo de adultos, apenas durante um periodo especifico do ano (GILMORE et
al., 1994).

A maturagdo sexual da preguica é um processo bastante lento; tem sido
relatado que a preguica de trés dedos pode levar até seis anos para alcangar a
maturidade (GOFFART, 1971). Em cativeiro, as preguicas fémeas de dois dedos n&o
se reproduzem até os trés anos de idade e os machos alcancam a maturidade
sexual somente com quatro ou cinco anos de idade (GOFFART, 1971).

Existem na literatura controvérsias quanto a fertilidade da preguica macho de
trés dedos, B. variegatus. Um estudo realizado na Costa Rica por Toyama et. al.
(1990) sugere que os machos estao férteis durante todo o ano. Contudo, trabalhos
recentes realizados em Pernambuco, tém indicado que, enquanto a reproducao
pode ocorrer durante todo o ano, somente uma minoria das preguicas do sexo
masculino, dessa espécie, aparenta ser fértil e sexualmente ativa em um dado
periodo do ano (GILMORE et al.,, 1994; GILMORE e DA COSTA, 1995). Estes
estudos envolveram dosagens hormonais combinadas com utilizagdo de microscopia
otica e eletrénica do tecido gonadal. Os tubulos seminiferos da maioria dos animais
examinados encontravam-se pouco desenvolvidos. Embora tenham sido
observados, ocasionalmente, espermatozéides maduros, havia auséncia do ciclo
espermatogénico, tornando-as inférteis. Além disso, em duas preguic¢as, nas quais
espermatogénese ativa foi observada, niveis de testosterona circulante muito baixos
foram encontrados.

Foi sugerido por Taube et al (2001) que, pelo fato das preguicas de trés
dedos terem uma dieta altamente especializada e serem dependentes de variagoes
sazonais, na preseng¢a de abundancia de seu alimento preferido, a reproducao

sazonal é limitada para periodos de maior demandas energéticas da gravidez e da
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lactacdo. Além disso, a reproducdo sazonal associada com a alta densidade
populacional, poderia maximizar, nesses animais solitarios, a oportunidade de
encontros sexuais nesses periodos (TAUBE et al, 2001).

Em estudos prévios, investigando os fatores que regulam a secregao dos
horménios envolvidos na reprodugdo em B. variegatus, Gilmore et al. (1991)
demonstraram que a adenohipdfise responde a administragdo exdégena do Horménio
Liberador do Hormodnio Luteinizante (LHRH) por aumento acentuado na secregédo do
Hormonio Luteinizante (LH). Isso, por sua vez, leva a um aumento significativo nos
niveis de testosterona circulante. Ainda nestes estudos, foi possivel também detectar
o LH e a Prolactina na preguica, usando técnicas de radioimunoensaio.

A duracado da gestacédo € incerta em preguicas de trés dedos, mas tem sido,
ha tempos, estimada como sendo entre seis e oito meses em B. variegatus, com um
ano de intervalo entre os nascimentos (GOFFART, 1971). Estimativas mais recentes
da duragao da gestacéo sdo, entretanto, de apenas cerca de seis meses (TAUBE et
al, 2001).

A baixa taxa de reprodugdo em preguigas, especialmente do género
Bradypus, € preocupante. Nos dias atuais, estudos visando compreender o0s
mecanismos envolvidos no ciclo reprodutivo desses animais tornam-se essenciais

para a criagao de um programa destinado a conservacgéao de tal espécie.

1.5. Avaliagao do perfil hormonal por técnicas nao-invasivas

A maioria dos métodos utilizados para avaliar os niveis de esterdides
gonadais requer a coleta de sangue, seguida de separagdo do plasma

(SCHWARZENBERGER et al.,, 1996; VOS et al., 1999). Em preguicas, este



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagéo de Metabdlitos ... no Bicho Preguiga ... 26

procedimento foi realizado através da canulagdo de vasos sanguineos, por Gilmore
e Da Costa (1995), para coleta de sangue, uma vez que, nesses animais, a pungao
de vasos periféricos € dificil pela presenca da rete mirabile, existente nos seus
membros. Sugere-se que a rete mirabile tem diversas fungdes, tais como:
reservatorio sanguineo; um sistema de contra-corrente, que parece representar um
mecanismo periférico de conservagao de calor (SCHOLANDER e KROG, 1957); ou
um sistema facilitador do retorno de sangue para o coragdo, o qual poderia ser
extremamente importante para as preguicas, uma vez que; por possuirem longos
periodos de contragdo muscular sustentada, reduziriam assim, o risco de
desenvolverem trombose venosa profunda (BAZETT et al., 1948 apud GOFFART,
1971)10. A canulagédo de vasos implica em um processo cirurgico com manutengéo
de um cateter patente, risco de formagdo de coagulos, submetendo o animal ao
estresse, que poderia acarretar em alteracbes hormonais e até mesmo, afetar sua
fertilidade (COUBROUGH, 1985; DOBSON e SMITH, 2000;), falseando, assim, os
resultados de dosagens hormonais.

Com énfase na biologia da conservagao, qualquer método n&o invasivo que
permita um melhor entendimento da funcao reprodutora numa dada espécie, torna a
proposta de pesquisa extremamente atraente. O método predominantemente n&o
invasivo, utilizado para monitorizar o estado enddcrino em diferentes animais, tem
sido via uroanalise. As medidas dos metabdlitos hormonais utilizando este método
tém fornecido informagdes valiosas da fungéo ovariana e da gravidez numa grande
variedade de animais (WHITTEN et al., 1998). Este, porém, acaba por restringir-se a

algumas espécies, em face da dificuldade da coleta de urina. Em preguigas, a

' BAZETT, H. C.; MENDELSON, E. S.; LOVE, L.; LIBET, B. Precooling of blood in the arteries,
effective heat capacity and evaporative cooling as factors modifying cooling of the extremities.
Journal of Applied Physiology, V. 1, p. 169-182, 1948.
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utilizacdo da uroanalise encontrou limitagbes metodoldgicas em fungdo da
peculiaridade da genitalia das fémeas, dificultando a coleta de urina via sonda
uretral. Além disso, este procedimento imporia contato direto do pesquisador com o
animal com sua contencgao, gerando estresse.

Recentemente, a analise fecal de metabdlitos hormonais também vem sendo
utilizada como uma abordagem adicional ou alternativa para as técnicas de
avaliacdo da fungédo enddcrina. Ela tem sido utilizada para detectar alteragdes no
estado reprodutivo de um grande numero de animais, incluindo animais de
laboratério como camundongos (MUIR et al., 2001), animais domésticos como gatos
(BROWN et al., 1993 e 1994), caes (GUDERMUTH et al., 1998; HAY et al., 2000),
ovelhas (BORJESSON et al., 1996) e porcos (SANDERS et al., 1994), e animais
selvagens, tanto em cativeiro: tigres (BROWN et al., 1996), antilopes (THOMPSON
et al., 1998), varios primatas (WASSER et al., 1988; SHIDELER et al., 1993;
HEISTERMANN et al., 1993; ZIEGLER, et al., 1996 e 1997; JURKE et al., 1997;
SOUSA e ZIEGLER, 1998; MATSUMURO et al., 1999; CAMPBELL et al., 2001;
BARRET et al., 2002), rinocerontes (TURNER et al., 2001), hipopotamos (GRAHAM
et al., 2002), hienas (GOYMANN et al., 1999), ursos (ONUMA et al., 2002;
ISHIKAWA et al., 2002); como em liberdade: diferentes primatas (WASSER et al.,
1991; WASSER, 1996; CAROSI et al., 1999; FUJITA et al., 2001; ALBUQUERQUE
et al., 2001; LYNCH et al., 2002; MOORMAN et al., 2002); veados (KAPKE et al.,
1999; LI et al., 2001), tigres e leopardos (CZEKALA et al., 1994; MOREIRA et al.,
2001), elefantes africanos (WASSER et al., 1996; FIESS et al., 1999) e rinocerontes
(SCHWARZENBERGER et al., 2000).

Investigagdes da fungéo reprodutora, através de dosagens hormonais séricas,

foram realizadas por Gilmore et al. (1994) e por Gilmore e Da Costa (1995) em B.



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagéo de Metabdlitos ... no Bicho Preguiga ... 28

variegatus machos. Nestes estudos foram coletadas amostras de sangue apos
canulagao da veia jugular interna, sob anestesia local com xilocaina, permanecendo
os animais retidos, o que, sem duvida, pode ter gerado estresse pela contencéo e
ainda, no final do procedimento, os animais foram sacrificados para posterior analise
do tecido gonadal.

Utilizar técnicas nao invasivas com o objetivo de realizar dosagens hormonais
em B. variegatus, através de amostras fecais, além de permitir maior compreensao
de seu perfil hormonal, sem a interferéncia direta da manipulagdo do pesquisador,
torna-se um método vantajoso, uma vez que a coleta ndo invasiva deste material é
extremamente simples, ndo sendo necessario manuseio nem sacrificio dos animais.

Pelo exposto, visando determinar a ocorréncia e a duracéo do ciclo estral em
preguicas fémeas, foi realizada coleta de amostras fecais em B.variegatus, por um
periodo de, no minimo, trés meses, para dosagens dos niveis dos metabdlitos do
estradiol (E2) e dos metabdlitos da progesterona (P4). Estas dosagens permitiram
avaliar como esses metabalitos hormonais variam ao longo do tempo, possibilitando
determinar as flutuacdes hormonais que ocorreram a cada més de monitorizacao, e
se existe ocorréncia ou nao de ovulacao. Estes resultados visam contribuir ao estudo

do ciclo reprodutivo desses interessantes animais.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar a fungcdo ovariana em preguigas (B. variegatus), em condigdes de
cativeiro, através da monitorizagcédo fecal dos metabdlitos dos esterdides gonadais,

ao longo de, no minimo, doze semanas.

2.1. Objetivos Especificos

» Validar a dosagem de metabdlitos esteroidais em amostras fecais;

* Determinar os niveis dos metabdlitos do estradiol (Ez) e da progesterona
(P4) nas fezes por um periodo de, no minimo, doze semanas;

* Investigar as caracteristicas da fun¢do ovariana, visando determinar a

ocorréncia do ciclo estral.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Animais

Foram utilizadas quatro preguicas fémeas (Bradypus variegatus), pesando 2,7
a 3,9Kg (3,3 £ 0,5 Kg), denominadas preguica 1 (PG1), preguiga 2 (PG2), preguica 3
(PG3) e preguica 4 (PG4). Os estudos foram realizados entre margo de 2003 e abril
de 2004.

Os animais, provenientes da regido metropolitana do Recife, fornecidos pelo
IBAMA (Processo n° 02019.002944/02-74) ao Laboratério de Fisiologia
Cardiopulmonar, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE, no Recife — PE, foram, inicialmente, sexados,
identificados, pesados e avaliados quanto ao seu estado de higidez por meio dos
seguintes parédmetros: avaliagdo e inspegao da pelagem e dedos, grau de atividade
motora e tomada da temperatura retal. A PG1 foi mantida no biotério (preguigario)
construido nas vizinhangas do referido Departamento (Figura 4A). As demais foram
transportadas a Granja Ananda, situada em Aldeia, Camaragibe - PE, onde foram
mantidas, individualmente, em preguicarios (Figura 4B). Todas permaneceram no
cativeiro, durante uma semana, para que pudessem adaptar-se, antes do inicio da
coleta das amostras fecais. Os preguicarios consistiam em areas individuais de
cerca de 4m? com paredes em alvenaria e telas que permitiam aos animais
adequadas condi¢cdes de visao, ventilagdo e iluminagdo. O piso do preguicario
possuia um tronco de madeira, fixado centralmente, com galhos onde os animais

podiam permanecer sentados ou suspensos (Figura 4 - A e B).
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FIGURA 4 — Preguigarios: A - situado nas vizinhangas do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da UFPE; B - situado na granja Ananda em Aldeia, Camaragibe - PE (Fotografia:
Muhlbauer Carvalho, M., 2004).

Duas vezes ao dia, foram oferecidas folhas frescas de embauba (Cecropia
adenops) em horarios aleatérios e agua ad libitum. Os animais foram observados
diariamente com relagdo a atividade motora, tomada de alimento e defecacao e,
semanalmente, temperatura retal e peso corporal aferidos sempre no horario

compreendido entre as 12h e 17h 59 (periodo da tarde).

3.2. Monitoragao dos Depoésitos Fecais

A coleta de fezes, formada por uma massa composta de pellets individuais, foi
realizada nos dias em que os animais defecavam, sendo acondicionadas em sacos
plasticos do tipo Zip-lock, identificadas com o nome do animal, data e horario da
defecacao.

As amostras foram conservadas em freezer a -20°C, até o descongelamento
para realizagao do processo de extracdo hormonal. O estudo foi realizado utilizando
amostras fecais coletadas de cada animal durante um periodo de, no minimo, doze

semanas.
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Os niveis dos metabdlitos dos esterdides foram dosados por meio do método

de extracdo de esteroides e radioimunoensaio (RIE).

3.3. Processamento das Amostras

3.3.1. Preparacao das amostras

As amostras fecais coletadas foram descongeladas, pesadas e as medidas
dos niveis dos metabolitos hormonais processadas no Laboratorio de Dosagens
Hormonais, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séao Paulo (USP), Sédo Paulo, SP.

As amostras foram dosadas em duplicata.

3.3.2. Extracdo dos metabdlitos esteroidais

As amostras fecais foram analisadas para determinacdo dos metabdlitos do
E, e da P4 de acordo com o método descrito por Brown et al. (1994). Em tubos de
ensaio de vidro (12 mL), devidamente identificados, foram pesadas (balangca Marte —
modelo AL 500) aliquotas de 0,3 g de fezes umidas, ao qual foram adicionados 5 mL
de etanol (Etanol, P.A.- Merck) a 90%. Com auxilio de bastdo de vidro, as fezes
foram trituradas e turbilhonadas no aparelho Vortex (Phoenix, modelo AT 56), por 30
segundos. Em seguida, o material foi, dentro de uma capela, aquecido a 90°C em
banho-maria, permanecendo por 20 minutos, apds iniciada a fervura. Durante esse
tempo, o etanol evaporado foi sendo gradativamente reposto para que nenhuma

amostra ficasse seca. Apos a fervura, o volume final em cada tubo foi de 5 mL. O
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material foi entédo, centrifugado a 500 g por 15 minutos (QUIMIS modelo Q-222). Ao
final, o sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio limpos. O pellet resultante
desta primeira centrifugacdo foi homogeneizado em 5 mL de etanol 90%, sendo
agitado por 30 segundos e novamente centrifugado a 500 g por 15 minutos. Os dois
sobrenadantes foram, entdo, combinados em um unico tubo e secos por completo
com fluxo de ar comprimido (MSI 5,2 mL/100) com banho-maria (LACTEA — modelo
desenvolvido pelo Laboratério de Dosagens Hormonais, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo - USP, Sdo Paulo, SP). O
extrato seco resultante foi reconstituido em 1 mL de metanol (Metanol, P.A. —
Merck), por meio de agitacdo no aparelho Multi Vortex (VWR Scientific products,
multitubos VX-2500), por 10 minutos. Os extratos foram transferidos para tubos
plasticos (eppendorfs) devidamente identificados e as amostras foram diluidas em
solugdo tampao para RIE contendo: NaPO4 (13,8 g); NaCl (9,0 g); azida sédica (1,0
g), para evitar a degradacao dos esterdides pelas enzimas bacterianas; gelatina (1,0
g) e agua destilada (1000 mL), em pH 7,0. A diluicdo das amostras variaram em

proporgdes de 1/5, 1/20 e 1/40 para serem dosadas.

3.4. Dosagens Hormonais

3.4.1. Metabdlitos do E> eda P 4

Para dosagem dos metabdlitos fecais do E; e da P4 de B. variegatus foi
utiizada a técnica de RIE em fase solida, por meio do kit (COAT-A-COUNT,

Diagnostic Products Corporation - DPC MEDLAB®, Los Angeles, CA, USA)
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desenvolvido para avaliagado quantitativa do E, e da P4 no soro humano. Esses kits
de fase sélida utilizam como elemento tracador o horménio marcado com '®| e
apresentam pouca reacdo cruzada com os metabdlitos especificos para cada
hormdnio estudado.

Como antisoro, os kits apresentam tubos recobertos com anti-E, e anti-P4
extraidos de coelhos; sendo a sensibilidade minima detectada no Contador de

Radiagdo Gama — Packard-Cobra Auto-Gamma counter (Canberra Company) —

utilizado para dosagem de horménios.

3.4.2. Parametros de controle de qualidade dos ensaios hormonais

O controle de qualidade dos ensaios de RIE foi realizado através da analise
dos coeficientes de variacdo (CV) intra e interensaios e da determinagcdo da
sensibilidade dos ensaios hormonais. Foram determinados 10 ensaios para as
dosagens hormonais de cada horménio pesquisado. Para verificagdo do CV, foi
utilizado um pool de amostras fecais em todos os ensaios hormonais.

O monitoramento da eficiéncia da extragdo, por meio da recuperagéo fria (R),
foi realizado adicionando-se, 'a matriz depletada, valores conhecidos de hormdnio
padrao em algumas amostras que ja haviam sido dosadas anteriormente. Apds a
extracdo dessas amostras enriquecidas com hormdnios, foi realizada a diferenca

entre a quantidade adicionada e a quantidade lida no aparelho.
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3.4.3. Validacéo dos kits

A validagdo dos kits DPC MEDLAB® para uso em extrato de fezes de
preguicas fémeas foi realizada pelo método de paralelismo, utilizando matriz
depletada. Este método indica se metabdlitos do extrato da espécie estudada estao
interagindo com o anticorpo do kit de forma similar ao horménio usado como padrao.

A deplegao hormonal de um pool de amostras foi realizada com uma solugao
de carvao-dextran (DARBRE et al., 1983; REDDEL et al., 1984). A essa matriz
depletada adicionamos valores conhecidos dos hormdnios padrdes, com dilui¢cbes
que se aproximavam dos pontos da curva padrdo dos kits. Com esta diluicao
construimos uma curva correlacionando estes valores. Os resultados foram
analisados por Regressao Simples, plotados e o coeficiente de correlagéo

determinado.

3.4.4. Validacido da técnica de dosagem dos metabdlitos fecais

A fidelidade do perfil hormonal, dosado pelos metabdlitos fecais, pode ser
validada pela correlagado dos niveis hormonais dosados destes com os dosados em
amostras sanguineas. Assim, um dos objetivos deste estudo, foi comprovar que esta
técnica nao-invasiva, muito utilizada atualmente em diferentes espécies, € de
confiabilidade para a dosagem de hormdnios gonadais nas preguigas. A dificuldade
de um procedimento cirurgico, como a canulagdo de vasos sanguineos, com todos
os problemas que poderia acarretar, como descrito anteriormente, incentivou o
aprendizado de uma técnica de pungao venosa que dispensa tal processo cirurgico.

Com a ajuda dos Profs. Dr. Adelmar Afonso de Amorim Junior, do Departamento de
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Anatomia, da Universidade Federal de Pernambuco, e da Dr?. Marleyne José Afonso
Accioly Lins Amorim, do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — Area de
Anatomia, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no Recife, Pernambuco, e
baseando-se nos trabalhos de Wallace e Oppenheim (1996) e Vogel et al. (1999),
que puncionaram a veia medial da area antecubital em preguicas Choloepus
hoffmanni, foi possivel puncionar a veia cefalica localizada entre os musculos

peitoral maior e detdide, no membro anterior de preguicas (B. variegatus).

3.4.4.1. Coleta de amostras sanguineas

Para a validagcdo das dosagens dos metabdlitos fecais, realizou-se,
aleatoriamente, coleta de amostra sanguinea, sendo a mesma sempre realizada no
mesmo dia da defecagcdo do animal para, através de dosagens plasmaticas dos
horménios esteroidais, os niveis hormonais fecais e sanguineos foram
correlacionados. As coletas foram realizadas sem uso de anestesia, apos assepsia
do membro anterior com alcool a 70% e uso de garrote (Figura 5). Cerca de trés

mililitros de sangue foram coletados em cada pungéo venosa.

FIGURA 5 — Coleta de amostra sangiinea (Fotografia: MUhlbauer Carvalho, M., 2004).
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A amostra sanguinea foi envasada em um tubo contendo 0,1 mL de heparina
(20 Ul/mL - Liquemine®, Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos) e o plasma
separado por centrifugagcdo a 3000 rpm (Centrifugador Excelsa 2 — FANEM Ltda —
modelo 205N — Brasil), por 10 minutos. O plasma foi preservado em microtubos
(eppendorfs) e armazenado em freezer a -20°C até realizagdo das dosagens

hormonais.

3.4.4.2. Dosagem hormonal em amostra sanguinea

As amostras plasmaticas foram descongeladas e as medidas dos niveis do E;
e da P4 processadas no Laboratério de Dosagens Hormonais, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo,
SP.

Para dosagem do E, no plasma de B.variegatus, o kit utilizado foi 3°
Generation Estradiol RIA, da Diagnostic Systems Laboratories, Inc, Webster, Texas,
USA, o qual também utiliza como elemento tracador o hormdnio marcado com '?| e,
como anti-soro, o anti-E, extraido de coelhos. Este kit apresenta sensibilidade de 0,6
pg/mL.

A dosagem de P4 plasmatica foi realizada utilizando o mesmo kit de fase

sélida para a dosagem dos metabdlitos da Pg.

3.4.5. Determinacdo das Concentracoes dos metabdlitos

As concentragbes dos metabdlitos do E; e da P4 nas fezes determinadas por
RIE, expressas em pg/mL para E; e em ng/mL para P4, foram calculadas conforme

equagao a seguir, desenvolvida pelo Prof. Dr. Claudio Alvarenga de Oliveira,



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagéo de Metabdlitos ... no Bicho Preguiga ... 38

Laboratério de Dosagens Hormonais, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (USP), e os resultados obtidos expressos

em pg/g de fezes umidas e ng/g de fezes umidas, respectivamente.

_ C Ve xDx[1+(1-R)

C
Po

Onde,

C = Concentracgao final do metabdlito dosado;

Co, = Concentragao inicial fornecida pelo RIE;

Vfe = Volume das fezes ao final da etapa de extracéo;

D = Diluicdo empregada, a qual foi determinada para os metabdlitos

do E, e da P4 conforme item 3.3.2;
R = Taxa de recuperacao fria obtida para cada horménio extraido;
Po = Pesoinicial da amostra.

3.5. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através da utilizagdo do programa
STATISTICA para Windows 5.0.

A anadlise da variagdo do peso corpdéreo, ao longo do periodo de
monitorizagdo dos animais, foi realizado através do teste t de Student para dados
pareados.

A correlagao entre os niveis plasmaticos do E, e da P4 e os metabdlitos fecais
destes hormdnios foi realizada através do teste de Pearson.

Nivel de significancia para p<0.05 foi considerado em ambos os testes.

A validacdo dos kits foi realizada através de analise de regresséo linear

expressa por sua respectiva equacao.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos animais

No periodo de adaptac&o ao preguigario, isto €, na primeira semana em que
foram monitorizadas, as preguicas nos primeiros dias, adotavam a posi¢ao sentada
na forquilha do tronco da arvore, com os membros anteriores cruzados no peito e a
cabeca mergulhada entre eles, permanecendo nessa postura por horas sem se
alimentar, defecar ou urinar e sem reagir a presencga ou toque humano. Em torno do
terceiro dia, as mesmas exploravam o ambiente, alimentavam-se adequadamente,
aparentando estarem adaptadas ao cativeiro.

Embora as preguicas estudadas no presente trabalho se apresentassem
aparentemente saudaveis, cada uma exibiu um perfil qualitativo diferenciado: PG1
mostrava-se docil; PG2 mostrava-se indiferente, sendo trazida pelo IBAMA com
filhote, o qual foi a 6bito no mesmo dia da chegada; PG3 décil; PG4 apresentava
comportamento agressivo.

A Tabela 1 mostra os valores individuais de peso, temperatura retal média,
numero total de defecacbes e sua frequéncia semanal, e numero de dias de

observacao dos animais, apds periodo de adaptagcdo de uma semana.

TABELA 1 — Valores individuais de peso, temperatura retal média, nimero de defecacdes e sua
frequéncia semanal, e dias de observagao obtidos em preguigas (B. variegatus).

PESO  TEMPERATURA .- FREQUENCIA  \ymERO DE
ANIMAL ; , NUMERO DE DE
a MEDIO  RETAL MEDIA ! " DIAS
(n=4) o) 0) DEFECAGOES ~ DEFECAGAO  jooiiia o
9 POR SEMANA

PG1 33%0.1 33+ 1 65 25 184

PG2 | 33+0/1 3142 42 2.1 143

PG3 | 26+04 3112 62 2.1 143

PG4 | 39+02 3112 38 2.9 94
X+DP | 33%05 32+ 1 52+ 14 24404 141 £ 37

Valores expressos como médias + DP.
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Os anexos |, IlI, Ill e IV mostram os dados do horario em que a defecacao
ocorreu, os niveis de temperatura retal e peso corporal, quando aferidos, para as
preguicas 1, 2, 3 e 4, respectivamente, durante os meses de monitorizagao.
Analisando esses resultados, observa-se que, conforme mostrado nos anexos,
embora as preguicas defequem tanto pela manha (6h — 11h59) como pela tarde (12h
— 17h59), ha um predominio de defecarem no horario da manha.

A Figura 6 mostra o comportamento individual da variacdo de peso corporal,

ao longo do periodo de observagao dos animais.
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FIGURA 6 — Variagéo de peso das preguicas (PG), B. variegatus. A (PG1), B (PG2), C (PG3) e D
(PG4). p<0,05.

A analise estatistica mostrou que a variagdo de peso das PG1, PG2 e PG4,
ao longo do periodo monitorizado, ndo foi estatisticamente significativa. PG3, no

entanto, demonstrou ganho ponderal significativo (p<0,05, teste t de Student
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pareado). Neste animal o ganho de peso corporeo, durante este periodo, foi de 40%

(Figura 6C).
A Figura 7 mostra o comportamento individual da variacdo de temperatura

retal, ao longo do periodo de observagao dos animais.
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FIGURA 7 — Variagao de temperatura retal das preguigas (PG), B. variegatus. A (PG1), B (PG2), C
(PG3) e D (PG4).

O periodo de observagdo compreendeu os meses de margo de 2003 a margo
de 2004 e, neste periodo, a temperatura ambiente variou de 26°C a 30°C (28°C +
2°C). Observa-se, analisando a Figura 7, que a temperatura retal praticamente néo
variou ao longo dos dias de monitorizagdo, permanecendo com valor médio de 32°C
+1°C.

Ao longo do periodo de monitorizagado, verificou-se também, a frequéncia de

defecacdo das preguicas e constatou-se que, os quatro animais estudados
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defecavam em dias alternados, apresentando uma frequéncia média de 2,4 £ 0,4

ocorréncias por semana.

4.2. Dosagens hormonais dos metabdlitos esteroidais

4.2.1. Diluicéo
Para obtencao de concentragdes, dentro da linearidade adequada a faixa de
leitura do equipamento, foi determinada a diluigdo das amostras fecais em

proporgdes de 1/5 e 1/20 para os metabdlitos do E;, e da P4 respectivamente.

4.2.2. Pardmetros de controle de qualidade dos ensaios hormonais

O Coeficiente de Variagdo (CV) intra-ensaio foi inferior a 5% e interensaio,
inferior a 1,3%, tanto para os ensaios dos metabdlitos fecais do E», quanto para os
da Pa.

A sensibilidade dos ensaios hormonais foi de 2,42 pg/ mL para os metabdlitos
do E, e de 0,004 ng/ mL para os da P4.

Os percentuais médios da recuperagao fria (R), obtidos para os metabdlitos
fecais do E; e da P4, foram de 78% e de 73%, respectivamente, traduzindo o quanto

de hormdnio da amostra se perdeu ao longo do processo de extracdo.

4.2.3. Validacio dos kits

As Figuras 8 e 9 mostram, respectivamente, as curvas de paralelismo, com

suas respectivas equagdes, de dosagens dos metabolitos fecais do E; e da P4 a
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partir da matriz depletada para a validagcao dos kits da DPC MEDLAB® de fase
sélida, utilizados nos extratos fecais em preguigas. O coeficiente de correlagao para

a curva foi de 0,993 para os metabdlitos fecais do E» e de 0,977 para os da Pg4.
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FIGURA 8 — Curva de paralelismo, obtida pelo Contador de Radiagdo Gama (Canberra Packard)

utilizado para dosagem de hormdnios, para metabolitos fecais do estradiol utilizando a
matriz depletada (r = 0,993).
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FIGURA 9 - Curva de paralelismo, obtida pelo Contador de Radiagdo Gama (Canberra Packard)

utilizado para dosagem de horménios, para metabdlitos fecais da progesterona
utilizando a matriz depletada (r = 0,977).

As Figuras 10 e 11 mostram as curvas de paralelismo, com suas respectivas
equagdes, para dosagem do E; (para a validagéo do kit 3° Generation Estradiol RIA)

e da P4 (para a validagdo do kit DPC MEDLAB® de fase sdlida) no plasma,



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagdo de Metabdlitos ... no Bicho Preguica ... 44

respectivamente. Os coeficientes de correlagdo foram de 0,997 para a dosagem do

E, e de 0,994 para a da P4 plasmatica.
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FIGURA 10 - Curva de paralelismo, obtida pelo Contador de Radiagdo Gama (Canberra Packard)

utilizado para dosagem de horménios, para estradiol plasmatico utilizando a matriz
depletada (r = 0,997).
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FIGURA 11 - Curva de paralelismo, obtida pelo Contador de Radiagdo Gama (Canberra Packard)

utilizado para dosagem de hormébnios, para progesterona plasmatica utilizando a
matriz depletada (r = 0,994).

4.2.4. Validacdo da técnica de dosagem dos metabdlitos fecais

Foram coletadas dez amostras sanguineas aleatorias, realizadas sempre no

mesmo dia de defecagdo do animal. A correlagdo entre o E, plasmatico e os
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metabolitos do E; nas fezes encontra-se demonstrada na Figura 12. Verifica-se a
existéncia de relagdo direta entre os resultados obtidos através da dosagem no
plasma com a dosagem via fezes, apresentando uma correlagdo significativa entre o
E, plasmatico e os metabdlitos fecais do mesmo hormdnio, (p<0,05, teste de
Pearson). Os niveis hormonais plasmaticos dosados foram inferiores aos dos
metabadlitos fecais, conforme mostra a Figura 13. Visualiza-se também nesta Figura
que, a medida que os niveis de E> no sangue aumentam, os dos metabdlitos fecais

deste hormonio também aumentam.
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FIGURA 12 — Correlagéo entre estradiol plasmatico e metabdlitos do estradiol nas fezes de preguiga
(B. variegatus), para nivel de significancia de p<0,05 (r = 0,689; F = 7,23; df = 1,8).
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FIGURA 13 - Correlagado entre a concentragao do estradiol plasmatico (pg/mL x 100) e os metabdlitos
do estradiol nas fezes (pg/g de fezes Umidas) em preguica (B. variegatus).
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Em virtude dos niveis plasmaticos da P4 terem se apresentado muito baixo
nas dosagens plasmaticas e de alguns n&o terem sido detectados nas mesmas,
optou-se por deixar de apresentar a correlagao plasma/fezes para este horménio. No
entanto, nas amostras dosadas, este hormonio apresentou perfil similar ao do Ey,

guando se comparou 0s niveis hormonais plasmaticos com os fecais.

4.3. Niveis dos Metabolitos Fecais

Foram utilizadas 28 amostras fecais da PG1, 34 da PG2, 60 da PG3 e 31 da

PG4, totalizando 153 amostras fecais de B. variegatus fémeas.

4.3.1. Metabdlitos do E»

A Figura 14 mostra a variag&o individual dos niveis de metabdlitos fecais do
E> nas preguigas, durante os dias de monitorizagdo. Analisando-se esta figura,
verifica-se que, embora existam flutuacbes desses niveis em todas preguicas
estudadas, nas PG3 (Figura 14C) e PG4 (Figura 14D) estas flutuagdes
apresentaram-se similares. Observa-se que em PG3 e PG4, ocorreram elevagoes
nos niveis dos metabdlitos do E,, os quais mantiveram-se elevados formando um
“‘platd”. Apds esse periodo, queda brusca ocorreu nesses niveis. A PG4 mostrou
niveis hormonais mais elevados em relagdo as demais preguicas. Este resultado
pode ser evidenciado na Figura 15, cujos niveis hormonais dosados, nos quatro

animais, foram sobrepostos.
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FIGURA 14 — Niveis hormonais individuais dos metabdlitos fecais do estradiol em preguigas (PG),
Bradypus variegatus. A (PG1), B (PG2), C (PG3) e D (PG4).
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FIGURA 15 — Sobreposi¢do dos niveis hormonais individuais dos metabodlitos fecais do estradiol em
preguicas (B. variegatus), durante periodo de monitorizagéo. PG — preguiga.
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4.3.2. Metabdlitos da P4

A Figura 16 mostra a variagdo individual dos niveis dos metabolitos da P4,
durante os dias de monitorizagdo, nas preguicas estudadas. Analisando-se esta
figura, verifica-se que, de maneira semelhante ao encontrado para os metabdlitos do
E,, as PG3 e PG4 (Figura 16C e D, respectivamente) apresentaram elevagao nos
niveis dos metabdlitos da P4, imediatamente apds queda dos niveis dos metabdlitos
do Ez. Em PG3, os niveis dos metabdlitos da P4 cairam, apds ter sido alcangado pico
maximo, enquanto que, em PG4, estes niveis mantiveram-se elevados durante todo
o restante do periodo de monitorizagao.

Similarmente ao observado para os niveis dos metabdlitos do E,, os niveis
dos metabdlitos de P, foram mais elevados em PG4 em relagdo as demais,

conforme evidencia a Figura 17, na qual as flutuagdes hormonais foram sobrepostas.
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FIGURA 16 — Niveis hormonais individuais dos metabdlitos fecais da progesterona em preguicas
(PG), Bradypus variegatus. A (PG1), B (PG2), C (PG3) e D (PG4).
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FIGURA 17 — Sobreposi¢ao dos niveis hormonais individuais dos metabolitos fecais da progesterona
em preguicas (B. variegatus), durante periodo de monitorizagéo. PG — preguiga.

4.3.3. Flutuacoes dos metabdlitos do E-> e da Psnas PG3 e PG4

As Figuras 18 e 19 mostram, respectivamente, as flutuagdes dos metabdlitos
de E; e de P4 para PG3 e PG4, durante o periodo de monitorizagao.

Na Figura 18, observa-se aumento nos niveis dos metabdlitos do E, ocorrido
em torno do quadragésimo dia de monitorizacdo. Estes niveis mantiveram-se
elevados, formando um “platé”, por cerca de trinta dias, apresentando queda brusca
no septuagésimo dia, a partir do qual, verifica-se elevagdo dos niveis dos
metabdlitos da Ps. Queda dos niveis dos metabdlitos do E;, concomitante ao
aumento dos niveis dos metabdlitos da P4 encontra-se assinalado por uma seta, na
Figura 18. Os elevados niveis dos metabdlitos da P4, pico maximo alcangado por
volta do octogésimo sexto dia, cairam bruscamente, mantendo-se mais baixos

durante o restante do periodo de monitorizagao.
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FIGURA 18 — Flutuagbes dos metabolitos fecais do estradiol e da progesterona na preguica
(Bradypus variegatus). Dados obtidos da preguica 3.

A Figura 19 mostra as flutuagdes hormonais encontradas na PG4. Observa-se
que os niveis dos metabdlitos do E, elevaram-se a partir do vigésimo segundo dia de
monitorizagdo, permanecendo elevados, formando um “platd”, por cerca de trinta e
sete dias. Apds esse periodo, queda brusca dos mesmos ocorreu por volta do
quinquagésimo nono dia, seguido, a partir do sexagésimo dia, de elevagado nos

niveis dos metabdlitos da P4, demonstrado nesta figura por uma seta.
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FIGURA 19 — Flutuagdes dos metabdlitos fecais do estradiol e da progesterona na preguica
(Bradypus variegatus). Dados obtidos da preguica 4.
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Embora tenham apresentado flutuacbes hormonais similares, os niveis dos
metabdlitos do E; e da P4 na PG4 (Figura 19) foram consideravelmente mais
elevados em relagdo a PG3 (Figura 18).

Diferentemente da PG3, os niveis dos metabdlitos da P4 na PG4 mantiveram-

se elevados até o final do periodo de monitorizagao.

4.4. Liberagao das preguicas

Apos a finalizagdao do presente estudo, os animais permaneceram nos
preguigarios aguardando autorizagdo do IBAMA para serem liberados e reintegrados
nas matas existentes nas vizinhancas da cidade do Recife. Durante este periodo,
observou-se que a PG4 apresentava abdémen globoso e aparente ganho de peso
corporal. Diante desta constatacao, foi solicitado ao IBAMA, a permanéncia desta
fémea na Granja Ananda, em Aldeia — Camaragibe — PE, por um periodo
complementar para que a mesma fosse monitorizada. No dia 30 de julho de 2004, a

mesma pariu um filhote sadio, apresentado na Figura 20.

FIGURA 20 - Filhote da preguiga 4 com dois dias de vida (Fotografia: Da Costa, C. P., 2004).



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagéo de Metabdlitos ... no Bicho Preguiga ... 52

5. DISCUSSAO

Estudar animais selvagens em condigbes de cativeiro, visando conhecer sua
fisiologia exige, do pesquisador, habilidade no seu manejo e conhecimento de como
esses animais comportam-se no seu habitat. Assim, o cativeiro devera ndo so6
reproduzir condi¢cdes similares ao contexto ambiental, quando os mesmos
encontram-se em liberdade, como também possibilitar ao animal o minimo de
disturbio. Isto pode ser obtido quando o contato animal-pesquisador ocorre com uma
reduzida frequéncia, evitando estresse, que poderia ndo so falsear os resultados,
como também modificar os parametros fisiologicos coletados (COUBROUGH, 1985).

Quando se trata de estudos que envolvem a fisiologia enddcrina, os quais
poderdo contribuir para a preservagdo de uma dada espécie, esses aspectos
passam a ter uma maior relevancia. Dobson e Smith (2000) constataram que as
condicdes do cativeiro ndo apenas influenciam o comportamento dos animais, mas
também estdo associadas a marcantes alteragdes fisiologicas, que podem afetar a
fertilidade de forma positiva ou negativa, dependendo do tipo de interagdo. Ainda
segundo esses autores, o0 estresse € determinado pela inabilidade do animal em
adaptar-se ao seu ambiente, existindo evidéncias endocrinas, as quais
demonstraram que agentes estressantes interferem com os tempos precisos das
liberagdes de horménios reprodutivos durante a fase folicular (COUBROUGH, 1985).

Ainda segundo Dobson e Smith (2000), o manuseio de animais, como
contencdo, transporte ou coleta de sangue, funciona como agente estressante;
quando o estresse ocorre por breve periodo, isto €, por segundos altera a liberagéo

de catecolaminas; se o estresse durar minutos, altera a secregéo de glicocorticdides,
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horménios gonadais e tireoidianos e, se ocorrer por algumas horas pode alterar
paréametros imunoldgicos.

Para atender as peculiaridades comportamentais das preguicas, o0s
preguigarios (Figura 4A e B) possuiam troncos de arvores, que permitiam ao animal
manter-se nas posturas adotadas com total liberdade de movimento e condi¢des
adequadas de alimentacao, ventilagao e iluminagao. Além disso, as dimensdes do
espacgo dos preguigarios enquadraram-se nos requisitos propostos pela Instituicdo
Normativa 001/89-P do IBAMA, de 19 de outubro de 1989.

Estudos realizados por Duarte et al. (1982) em pregui¢as, demonstraram que,
antes do inicio dos procedimentos experimentais, esses animais devem ser
mantidos sob observagdo no preguigario, pelo menos por uma semana. Desse
modo, e, em conformidade ao comportamento exibido pelos animais, na primeira
semana, estes foram mantidos no preguicario, durante este periodo, o que garantiu
a adaptacdao dos mesmos ao cativeiro.

Durante o periodo em que foram estudadas e que permaneceram no
preguigario, constatou-se que as preguigas encontravam-se saudaveis e adaptadas
a vida cativa, ja que o peso corporal das mesmas, ao longo das semanas de
monitorizagdo (Figura 6), praticamente ndo se alterou, isto &, as fémeas nao
perderam peso, inclusive uma delas (PG3) chegou a aumentar significativamente
seu peso em 40%, em relag&o ao peso inicial (p<0.05, teste t de Student pareado).

Com relagdo a temperatura corporal, as preguigas do género Bradypus
apresentam variacdo na faixa compreendida entre 28°C e 32°C (OZORIO DE
ALMEIDA e BRANCA DE FIALHO, 1924; KREDEL, 1928 apud GOFFART, 1971)"".
Os valores de temperatura encontrados em nossos animais (32 + 1°C) situaram-se,

portanto, proximos desta faixa.

" KREDEL, F. E. Note on the temperature of the sloth. Journal of. Mammalogy, v. 9. p. 48-51, 1928.
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Neste estudo, foi avaliado, por cerca de doze semanas, a fungdo ovariana em
preguigas, mamiferos selvagens encontrados com frequéncia nas matas da regiao
Nordeste, uma vez que, até o presente, nenhum estudo n&o invasivo havia sido
realizado com estes animais, nesta area de conhecimento.

Quando se pretende estudar ou utilizar técnicas reprodutivas, tais como
inseminacgdo artificial, fertilizagdo in vitro ou transferéncia de embrido, com a
finalidade de perpetuar a espécie (DOBSON e SMITH, 2000), é imprescindivel a
determinacao do estado reprodutivo do animal. O exato tempo para a inseminagao
artificial, por exemplo, é algo limitante que, torna-se muito mais facil se o ciclo estral
do animal for determinado e conhecido.

A dosagem de horménios gonadais pelas amostras sanguineas possibilita tal
conhecimento com exatiddo. No entanto, nos animais selvagens, as coletas
sanguineas tornam-se dificeis, necessitando da contengéo ou até da introducdo de
canulas crénicas nos seus vasos sanguineos, procedimentos que exigem cirurgia,
assepsia e cobertura com antibiético, os quais podem gerar estresse. Desse modo,
coletas de amostras de urina ou de fezes para dosagens hormonais dos metabdlitos
esteroidais podem ser obtidas com o propdsito de minimizar e, até mesmo eliminar o
estresse da coleta. Entretanto, a coleta de urina limita seu uso na investigacédo
hormonal de animais em liberdade por necessitar da contencdo e manipulagdo dos
mesmos pelo pesquisador, visando colocagao de sonda uretral para obtencédo dessa
amostra. Assim, amostras fecais representam a escolha mais pratica e menos
estressante para este propésito.

O desenvolvimento de técnicas, tais com RIE, para extracdo e analise de
esterdides reprodutivos de material fecal tornou possivel a obtencdo de dados

endocrinolégicos de reproducédo (ZIEGLER et al., 1997). Embora haja limitagdes
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para o uso das fezes na analise hormonal, a técnica possibilita monitorizar os niveis
de esteroides na determinagao aproximada do periodo de ovulagdo e concepcao.
Ressalta-se, ainda, que a monitoracdo fetal durante a gravidez pode ser realizada
por intermédio dos extratos fecais maternos (ZIEGLER et al., 1997).

A extracdo e a posterior dosagem por RIE de esterdides fecais representam
uma técnica ndo-invasiva nova e valiosa que vem sendo, a cada dia, mais utilizada,
tanto em estudos de animais mantidos em cativeiro quanto em liberdade, para
avaliar a reproducgédo, o estresse ambiental e o comportamento agressivo destes. A
extracdo de esterdides pelas fezes tem permitido prover medidas diarias de
horménios reprodutivos durante o ciclo ovariano e/ou gravidez (WASSER, 1994
apud ZIEGLER et al., 1997; SCHWARZENBERGER et al., 1997; WHITTEN et al.,
1998)12. Sua aplicagdo vem se expandindo para dosagem da concentragdo de
esterdides, visando investigar: ocorréncia de reproducdo sazonal (BROCKMAN et
al., 2001 apud LYNCH et al., 2003; CAVIGELLI, 1999; LYNCH et al., 2002; STRIER
et al., 1999 apud LYNCH et al., 2003; ZIEGLER et al., 2000)">", existéncia de
estresse (BOINSKI et al., 1999; CREEL et al.,, 1996 apud LYNCH et al., 2003;

DEHNHARD et al., 2001; GOYMANN et al., 1999)"°, aspectos da ontogenia

2 WASSER, S. K. Reproductive function in wild baboons measured by fecal steroids: Implications for
biomedicine and conservation. American Journal of Primatology, v. 33, p. 247-248, 1994.

'* BROCKMAN, D. K.; WHITTEN, P. L.; RICHARD, A. F.; BENANDER, B. Birth season testosterone
levels in male Verreaux’s sifaka, Propithecus verreauxi: insights into socio-demographic factors
mediating seasonal testicular function. Behavioral Ecology and Sociobiology, v. 49, p. 117-127,
2001.

" STRIER, K. B.; ZIEGLER, T. E.; WITTWER, D. Seasonal and social correlates of fecal testosterone
and cortisol levels in wild male muriquis (Brachyteles arachnoides). Hormones and Behavior, v.
35, p. 125-134, 1999.

* CREEL, S.; CREEL, N. M.; MONFORT, S. L. Social stress and dominance. Nature, v. 379, p. 212,
1996.
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(STRIER e ZIEGLER, 2000 apud LYNCH et al., 2003)16, classificagado taxondmica
(KRAUS et al., 1999 apud LYNCH et al., 2003)17, 0 acasalamento e a presenga de
agressao em machos (BROCKMAN et al., 1998 apud LYNCH et al., 2003; LYNCH et
al., 2002; OSTNER et al., 2002 apud LYNCH et al., 2003)'®"°. Neste contexto,
glicocorticoides e androgenos uniram-se como marcos de interesse nas analises de
esteroides fecais (KHAN et al., 2002; LYNCH et al., 2003). As fezes podem ser
coletadas sem o contato direto com o animal, sem o uso de armadilhas ou ainda,
sem provocar alteragbes na atividade do grupo social, desde que o grupo esteja
habituado ao coletor.

O presente estudo propds-se, inicialmente, em confirmar a viabilidade da
utilizacdo do método nao-invasivo para dosagens dos horménios esterdides em
fezes de preguicgas, por meio da técnica de RIE. Esta técnica € utilizada para medir a
concentragdo de um metabdlito particular ou proteina (ex: esterdides, receptores,
etc.) em uma determinada amostra (urina, extrato fecal, soro, plasma, etc.). O RIE
utiliza a especificidade dos anticorpos em se ligarem aos antigenos (CHARD, 1989),
gue, nesse caso, os de interesse sdo os metabdlitos de esterdides.

A importancia da técnica de RIE reside na sua especificidade, em seu alto
grau de sensibilidade e na possibilidade que oferece de medida simultanea de

muitas amostras de horménios ou metabdlitos hormonais (MARSHALL, 1995).

"®*STRIER, K. B.; ZIEGLER, T. E. Lack of pubertal influences on female dispersal in muriqui monkeys,
Brachyteles arachnoides. Animal Behaviour. V. 59. 2000. p. 849-860.

" KRAUS, C.; HEISTERMANN, M.; KAPPELER, P. M. Physiological suppression of sexual function of
subordinate males: a subtle form of intrasexual competition among male sifakas (Propithecus
verreauxi). Physiology and Behavior, v. 66, p. 855-861, 1999.

'® BROCKMAN, D. K.; WHITTEN, P. L.; RICHARD, A. F.; SCHNEIDER, A. Reproduction in free-
ranging male Propithecus verreauxi: the hormonal correlates of mating and aggression. American
Journal of Physical Anthropology, v. 105, p. 137-151, 1998.

" OSTNER, J.; KAPPELER, P. M.; HEISTERMANN, M. Seasonal variation and social correlates of
androgen excretion in male redfronted lemurs (Eulemur fulvus rufus). Behavioral Ecology and
Sociobiology, v. 52, p. 485-495, 2002.
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A sensibilidade representa a menor concentracdo detectada, que ¢é
estatisticamente diferente de zero. Neste trabalho, essa concentragdo minima
detectavel (CMD) pelo kit foi baixa para ambos horménios dosados, tratando-se de
kits sensiveis. Verifica-se também, que os kits utilizados foram especificos com
pouca reacgao cruzada e que os ensaios de controle de qualidade, os coeficientes de
variagdo (CV) intra e interensaios apresentaram valores baixos, sendo inferiores a
5% e 1,3%, respectivamente. Estes resultados mostraram, portanto, que os kits
foram precisos, uma vez que, segundo Moreira et al. (2001), o CV intra-ensaio e
interensaio devem ser menores que 10% e 15%, respectivamente, para que os
mesmos sejam considerados precisos.

Os kits, utilizados para dosar os metabdlitos fecais e plasmaticos do E» e da
P4 em preguicas, foram validados através da demonstragao do paralelismo de matriz
depletada dos resultados encontrados nas fezes (Figuras 8 e 9) e no plasma
(Figuras 10 e 11). Por esses resultados foi obtida a confirmagao de esses kits podem
ser utilizados em fezes de preguicas.

Como este trabalho foi pioneiro em utilizar extratos fecais de preguigas para
dosar hormdnios esterdides gonadais, fez-se necessaria também coleta de amostras
sanguineas para validagdo da técnica de dosagem dos metabdlitos fecais destes.
Os resultados apresentaram uma correlagédo significativa entre os niveis do E;
plasmatico e os dos metabdlitos fecais do mesmo horménio (p<0,05; r = 0,689; F =
7,23; df = 1,8, teste de Pearson), validando, portanto, o uso de extratos fecais de
preguicas para dosagens destes metabdlitos. As amostras sanguineas coletadas
representaram 7% do total de amostras fecais, evidenciando que este trabalho foi
fundamentalmente nao-invasivo. As concentracdes de esterdides nas fezes exibiram

um perfil similar ao encontrado no plasma, existindo uma série de estudos na



Miihlbauer Carvalho, Ménica Determinagéo de Metabdlitos ... no Bicho Preguiga ... 58

literatura que demonstram haver uma correspondéncia bem proxima entre as
medidas hormonais encontradas nestas amostras (WASSER et. al., 1991; WASSER,
1996; BROWN et. al., 1996; ZIEGLER et. al., 1996). Neste estudo foi comprovada
existéncia de uma relacao direta e paralela entre os niveis plasmaticos de E; com os
metabdlitos deste dosado nas fezes, conforme mostra a Figura 12.

Embora tenha sido comprovada esta relacao direta e paralela entre os niveis
plasmaticos de E; com os metabdlitos fecais, observa-se que os niveis deste foram
significativamente mais elevados nas fezes quando comparados aos do plasma
(Figura 13). Isto decorre do fato de que as concentragbes de hormdnios nas fezes
refletem um acumulo de metabdlitos hormonais secretados e mantidos no bolo fecal
no organismo. Os esterdides por serem liberados diretamente na circulagdo, entram
em contato direto com os tecidos do corpo sendo metabolizados no figado, de onde
sdo excretados na bile, seguindo, posteriormente, para os intestinos (ZIEGLER et
al., 1996). Os niveis plasmaticos, por sua vez, sdo momentaneos, refletindo apenas
a concentragao do horménio circulante no exato momento da coleta.

Varios estudos comparando as concentracdes de esterdides nas fezes e no
plasma, durante o ciclo estral em mamiferos, indicaram ocorrer uma defasagem nas
concentragdes fecais quando comparadas as plasmaticas (SCHWARZENBERGER
et al., 1992 e 1996; SHIDELER et al., 1993; WASSER, 1994 apud ZIEGLER et al.,
1997; ZIEGLER et al., 1996; BERKELEY, 1994)®. Dependendo da espécie, a
defasagem pode ser de 12 a 72 horas (SCHWARZENBERGER et al., 1996); sendo
cerca de 48 horas em éguas (SCHWARZENBERGER et al., 1992), em algumas
espécies de primatas (SHIDELER et al., 1993; WASSER, 1994 apud ZIEGLER et al.,

1997; ZIEGLER et al., 1996)?' e em rinocerontes (BERKELEY, 1994).

* WASSER, S. K. Reproductive function in wild baboons measured by fecal steroids: Implications for
biomedicine and conservation. American Journal of Primatology, v. 33, p. 247-248, 1994.

! Ibidem, p. 247-248.
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Neste trabalho, como as coletas de amostras sanguineas foram realizadas
sempre no dia da defecagao, informagdes quanto ao grau de defasagem existente
entre os niveis hormonais fecais e plasmaticos dos esterdides gonadais deixaram de
ser obtidas. Embora este trabalho tenha trazido uma contribuicdo substancial para o
conhecimento da fungdo ovariana de preguicas, investigagbes complementares
deverao ser realizadas em outro momento, através de coletas plasmaticas seriadas,
de modo a se ter idéia da existéncia do grau de defasagem entre os niveis
hormonais plasmaticos e seus metabdlitos fecais.

O unico estudo até entdo realizado para investigar aspectos reprodutivos
destes animais foi o desenvolvido por Gilmore et al. (1991), no qual avaliaram os
efeitos provocados pelo horménio liberador do Horménio Luteinizante (LHRH) nos
esterdides sexuais e sobre os niveis plasmaticos das gonadotrofinas em machos e
em uma fémea prenha. Neste estudo, os autores realizaram contengdo do animal e
coletas de sangue invasivamente, através da canulagdo de vasos sanguineos, o que
pode ter gerado estresse. Neste estudo foi observado que os machos responderam
rapidamente ao LHRH exdgeno aumentando a secregcdo de LH. No entanto, na
fémea prenha, ndo houve resposta a este horménio exégeno em fungédo dos niveis
de LH encontrarem-se previamente elevados.

Além de testar e validar uma técnica ndo invasiva em preguicas, para
dosagens de metabdlitos hormonais fecais, este trabalho possibilitou obter também
informacdes do intervalo e numero de defecagdes apresentadas por estes animais
neste periodo. Dados da literatura relatam que as preguicas apresentam uma
caracteristica pouco comum em relacdo a outros mamiferos. O bolo alimentar
demora cerca de oito dias para percorrer todo o trato digestivo (DE LA FUENTE,

1979 apud DINIZ et al, 1999)?? acarretando um intervalo, entre defecacdes, de cerca

2 DE LA FUENTE, F. R. A Fauna - Vida e Costumes dos Animais Selvagens. v. 8. Salvat Editora do
Brasil Ltda, Rio de Janeiro, 1979.
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de oito dias (MONTGOMERY e SUNQUIST, 1978; SCHLOBIES et al., 2001).
Conforme apresentado na Tabela 1, a freqiéncia média de defecacdo encontrada
em preguicas nesse estudo, foi de cerca de duas defecacgdes por semana. Verificou-
se também, analisando individualmente a frequéncia de defecacdo dos quatro
animais estudados, que os mesmos defecavam praticamente em dias alternados,
diferindo, portanto, dos dados obtidos por Montgomery e Sunquist (1978).

Os resultados obtidos neste estudo permitiram informagdes da funcao
ovariana nestes animais, obtendo, pela primeira vez, informac¢des a respeito do ciclo
estral em B. variegatus.

Em mamiferos, um ciclo estral tipico € caracterizado por duas fases
fundamentais: a fase proliferativa ou folicular, com acdo predominantemente de
estrogenos (estradiol, estrona e estriol), e a fase progestacional, a qual ocorre apos
a ovulagao, estando relacionada a acdo dos horménios produzidos pelo corpo luteo,
o estrégeno e, principalmente, a progesterona (MARSHALL, 1995).

Na primeira fase, ha desenvolvimento gradual dos foliculos ovarianos e
secrecéo de estrogenos, sob o comando do Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e
de sua associagdo com o Horménio Luteinizante (LH). Em humanos, os primeiros
dias de um ciclo menstrual, de vinte e oito dias, caracterizam-se por baixos e
relativamente constantes niveis de estrogenos e de progesterona. Dos sete aos
quatorze dias, os niveis estrogénicos, principalmente do estradiol, elevam-se
gradativamente no inicio, subindo depois rapidamente até atingir o pico maximo,
cerca de 24 h antes do pico pré-ovulatorio do LH. Durante este periodo, os niveis de
estrogenos urinarios seguem as mesmas flutuagdes plasmaticas deste horménio. No
fim da fase proliferativa, ocorre a ovulagédo, que consiste no rompimento do foliculo

maduro e liberagdo do 6vulo, que sera captado pelas fimbrias e impulsionado em
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direcdo ao utero. Durante este percurso, o évulo pode ser ou ndo fecundado; o
restante do foliculo forma o corpo luteo, que pode ser funcionante ou ndo, segundo a
espécie considerada (MARSHALL, 1995). Com a formag&o do corpo luteo, os niveis
de progesterona aumentam gradualmente (MARSHALL, 1995).

Em ratos, no entanto, ndo ha uma fase progestacional tipica, a menos que
haja fecundagdo ou coito; o ciclo estral tem a duracdo de quatro a cinco dias,
envolvendo as seguintes fases: metaestro, durando de um a dois dias; diestro, um
dia; proestro,12h, e estro, um dia (MARSHALL, 1995).

Em fungcdo de, no presente trabalho, terem sido estudadas apenas quatro
fémeas, com perfis hormonais proprios, nao foi possivel determinar a duracdo média
do ciclo ovariano no periodo estudado. Este resultado deve-se ao fato de que nao é
possivel selecionar um grupo homogéneo de animais, uma vez que a obtencdo dos
mesmos fica condicionada a disponibilidade do IBAMA em cedé-los ao Laboratério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco.

Em duas fémeas (PG3 e PG4) observou-se um perfil de flutuagdo nos niveis
dos metabdlitos do E, e da P4 similares. Foi encontrado aumento brusco nos niveis
do metabdlitos do E,, tanto em PG3 (Figura 14C e 18) quanto em PG4 (Figuras 14D
e 19), com manutencdo desses niveis em “platdé” por cerca de trinta dias, em PG3
(Figura 18), e por trinta e sete dias em PG4 (Figura 19), seguido de queda brusca
nesses niveis que coincidiram com aumentos nos niveis dos metabdlitos da P4, para
cada preguica citada. Estes resultados sugerem ocorréncia de ovulagao e formagéo
do corpo luteo. Observou-se, no entanto, que na PG3 (Figuras 16C e 18), os niveis
dos metabdlitos da P4 cairam, apds o pico maximo ser alcangado, enquanto que, na

PG4, os niveis permaneceram elevados até o final do periodo de monitorizacao
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(Figuras 16D e 19). Este resultado é bastante interessante ja que é similar
qualitativamente em ambas. No entanto, dois aspectos relevantes puderam ser
identificados na PG4 em relagdo a PG3: 1) os niveis hormonais apresentaram-se
extremamente elevados, e 2) os niveis dos metabodlitos da P, permaneceram
elevados. Assim, os perfis hormonais dessas duas pregui¢as, quando comparados
com os das outras, parecem comprovar que houve ovulacdo nessas com formacao
do corpo luteo. Os resultados apresentados na PG3 sugerem que o intervalo entre
uma ovulacdo e outra, ou seja, a duragao do ciclo estral poderia ser superior a 60
dias (Figura 18).

Os niveis hormonais mais elevados na PG4 em relacdo as demais, associado
a constatagao, posterior ao término do estudo, do parto deste animal, sugerem que
os horménios esteroidais foram produzidos pela placenta.

A placenta humana produz, principalmente, o estriol e a progesterona, sendo
o estriol um dos metabdlitos do E; (MARSHALL, 1995). Sabe-se também que a
placenta fornece a maior parte dos estrégenos excretados na gestagao; ocorrendo
aumento na produgdo destes hormdnios durante a gravidez (MARTINS, 1986). Cabe
ressaltar que o feto humano também secreta gonadotrofinas (ZUGAIB e KANAS,
1986). Tal fato pode ser causado por uma secregdao autbnoma hipofisaria ou por
uma resposta a secrecao irrestrita do fator liberador hipotalamico, o qual teria
influéncia sobre a secregédo hipofisaria de gonadotrofinas, mesmo antes da total
maturac¢ao do sistema porta (ZUGAIB e KANAS, 1986).

Em preguicas, Wislocki (1928) e Heuser e Wislocki (1935) afirmaram que o
desenvolvimento intrauterino, particularmente, o liquido amnidtico e o saco vitelino
da placenta possuem uma relagao estreita em similaridade com os varios estagios

de desenvolvimento humano. Em 1982, King et al., visualizaram, em preguicas
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tridactilas, que muitas células do estroma fetal da placenta desses animais
apresentavam carater epitelidide. Segundo esses autores, estas células epitelidides
também estdo presentes em tatus e tamanduas, o que caracteriza a placenta da
ordem Edentata. Essas células possuem caracteristicas ultraestruturais de células
secretoras de proteinas e parecem ser sinteticamente ativas, conforme relatado por
King et al. (1982). Esses autores ainda sugerem que elas teriam agdo endocrina,
sendo responsaveis pela produgédo placentaria de horménios gonadotréficos, além
de produzirem materiais da matriz extracelular da placenta. Amorim (2000), nos seus
estudos em preguigas, também confirmou a presenca dessas células epitelidides
nas placentas de preguicas Bradypus variegatus.

Segundo Goffart (1971), o periodo de gestagdo em preguigas B. variegatus
tem sido, ha tempos, estimada como sendo entre seis e oito meses, com um ano de
intervalo entre os nascimentos, por outro lado, Taube et al. (2001) afirma ser de
cerca de seis meses.

Os altos niveis dos metabdlitos de E,, desde o inicio das dosagens e a
manutencédo dos niveis dos metabdlitos da P4, encontrados em PG4, sugerem que
esta fémea, fornecida pelo IBAMA em meados de dezembro de 2003 e, monitorizada
de janeiro a margo de 2004, ja se encontrava prenha, uma vez que a mesma
permaneceu no preguicario isolada e sem contato com outros machos. Sendo assim,
o periodo de gestagdo em B. variegatus seria superior a sete meses, ja que esta
pariu um filhote final de julho. Contudo, ndo se pode afirmar com exatidao a duragéo
de uma gestacao nesta espécie, devido a falta de dados na literatura que informem
precisamente quando a placenta € formada.

Os demais animais apresentaram resultados sem picos significativos dos

metabolitos de E, e da P4, € com niveis aquém da fémea prenha (PG4), conforme
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mostra as Figuras 15 e 17. Tal fato pode ter ocorrido pelas seguintes razdes: a) por
as mesmas nao se encontrarem prenhas; b) pelo fato da PG2 ter sido encontrada
com um filhote recém-nascido, o0 que sugere uma gestagcdo recente e,
consequentemente, justifica a inexisténcia de ovulagdo no periodo considerado,
provavelmente, no puerpério. Neste, altos niveis de prolactina sdo encontrados e,
este horménio, em fungcdo da subita perda de secregdo de estrogénio e
progesterona pela placenta no momento do parto, assume seu papel natural de
estimular a secrecdo de leite materno; por sua vez, o aumento nos niveis de
prolactina inibe a secregdo do horménio de liberagdo das gonadotrofinas pelo
hipotalamo, suprimindo a formagdo dos hormdnios gonadotroficos hipofisarios (o
Hormoénio Luteinizante — LH — e o Hormdnio Foliculo Estimulante — FSH)
(MARSHALL, 1995); a PG3 apresentava peso inferior as demais e parece ter
ovulado, mas, como nao estava prenha, os niveis hormonais do E; e da P4
encontravam-se baixos conforme os valores de PG1 e PG2; a PG1, apesar de
apresentar peso médio (3,3 kg) similar a da PG2, pode ter sofrido estresse e,
consequentemente, alteracbes na liberagdo hormonal, uma vez que foi a Unica
preguica que permaneceu no preguicario do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, no Campus da Universidade Federal de Pernambuco, que, embora
com isolamento, € um local aberto com trafego constante de estudantes, o qual
expunha o animal a curiosidade publica.

Cabe aqui uma reflexdo mais aprofundada sobre o grau de maturidade em
preguigas, afinal ha divergéncias na literatura quanto ao peso de animais adultos
caracterizar maturidade. Wetzel (1985) afirmou que os animais desta espécie séo
considerados adultos quando atingem peso superior a 3,5 kg. Entretanto, preguicas

fémeas (B. variegatus) prenhas com peso inferior a 3,5 kg ja foram encontradas. No
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Recife, em uma autdpsia realizada em uma fémea, que veio a 6bito espontaneo,
com peso de 3,3 kg foi encontrado um pequeno feto (Gilmore e Da Costa,
observagdes ndo publicadas, 1994). Isto indica que, pelo menos na fémea desta
espécie, a maturidade reprodutiva parece ser alcangada com um peso entre 3,0 e
4,0 kg. Este trabalho confirmou estas observacbes, uma vez que a fémea que
apresentou pico de P4 pesava, em meédia, 3,8 kg (Figura 6 e Tabela 1); também
corrobora para esta idéia o fato de que o peso médio da fémea PG2, encontrada
com filhote pelo IBAMA, foi de 3,3 kg (Figura 6 e Tabela 1).

Dados da literatura tém demonstrado que alguns animais podem ovular
quando se encontram no periodo de gestacdo. Em lebres, Lepus europaeus, foi
observado que o acasalamento no final da gestacédo, induz liberacdo do Horménio
Luteinizante (LH), com consequente ovulagcédo e possivel fecundagcdo (MARTINET,
1980; CAILLOL et al.,, 1991). Caillol et al. (1991), estudaram 13 lebres fémeas
prenhas na presenga de um macho, e constataram que 10 delas apresentaram
superfetacdo, ou seja, concepgao durante a gravidez. Hall, em 1987, evidenciou que
superfetacdo em bovinos também pode ocorrer, inclusive relatou um caso dessa
natureza. Outros animais também apresentaram tal fato, como: porcos (SINGH e
MISHRA, 1979), Chinchilla, Chinchilla laniger, (GITLIN e ADLER, 1969), ratos do tipo
Porton strain Wistar (LAC-P) descrito por Sparrow em 1977, ovelha (SCANLON,
1972) e gato (HOOGEWEG e FOLKERS, 1970).

Como PG4, embora prenha, apresentou uma flutuacdo hormonal
caracteristica de ciclo ovulatério, sugerindo que possa ter ocorrido ovulagao, estudos
nesta area poderéo ser realizados de modo a investigar a existéncia de superfetacao

nesta espécie, como evidenciado em outros mamiferos.
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Este trabalho validou, portanto, a utilizacdo do método ndo invasivo para
estudos em preguicas, demonstrando a viabilidade de se detectar a ovulagdo nestes
animais por intermédio da analise das fezes, permitindo o estudo dos mesmos com o
minimo de interferéncia humana. Tal possibilidade abre caminhos para que, no
futuro, outras pesquisas venham ser realizadas nesta area.

Sabendo-se que algumas espécies de preguigas, como B. torquatus, estao
em vias de extingdo, cresce a importancia do surgimento de técnicas validas para o
estudo do sistema reprodutor destes animais, minimizando a exposi¢gdo das
preguicas a infecgbes e outras complicagées decorrentes da monitorizagdo com
intervencdo invasiva. Assim, em face dos resultados obtidos, este trabalho, por
utilizar e validar esta técnica ndo invasiva para monitorizar os niveis hormonais em
preguicas através de suas fezes, é pioneiro, fornecendo importante contribuicdo ao
estudo da fisiologia enddcrina em Bradypus variegatus.

A pesquisa, ora iniciada, pode servir de base para que outras a sucedam com
éxito e auxiliem na preservagao deste animal que habita o planeta desde antes do

surgimento do Homem.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos em preguigas, Bradypus variegatus, fémeas, mantidas

em cativeiro, permitiram as seguintes conclusées:

* A técnica de dosagem de metabdlitos gonadais fecais foi validada, tornando
possivel dosar com fidedignidade estes horménios nesta espécie;

* Existem flutuagdes nos niveis dos metabdlitos fecais do estradiol e da
progesterona, sugerindo ovulagao e formagao do corpo luteo;

* O ciclo estral apresenta-se, nesta espécie, similar ao observado em outros
mamiferos, embora a duragédo do mesmo nao tenha sido determinada neste
trabalho;

O tempo gestacional, nesta espécie, tem duragdo superior a sete meses,
existindo evidéncias de que ha produgcdo de hormbnios gonadais pela
placenta;

» A frequéncia de defecacéo foi, em média, duas vezes por semana, em dias

alternados, diferindo dos dados da literatura.
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ANEXO III

DEFECACAO (Def.), COLETA DE TEMPERATURA RETAL E PESO CORPORAL NA PREGUICA 3
RELACIONADOS COM O DIA E TURNO DURANTE OS MESES DE COLETA FECAIS

MES OUTUBRO NOVEMBRO DEZEMBRO JANEIRO FEVEREIRO

Dia | Def Turno I{iTaFl) Peso Def Turno I{iTa? Peso Def Turno I{iTa? Peso Def Turno I{iTa? Peso Def Turno I{iTa? Peso
cc) (ko) cc) (ko) cc) (ko) cc) (ko) cc) (ko)

1 *X M *X T *X T *X M

2 *X M

3 ¥ T ¥ T

4 *X T *X T *X M *X T

5 |*xX T ¥ T

6 *X T 29,5 2,65 | *X M 31 2,95 | *X T

7 32 023 | *X T

8 *X T

9 *X M *X T *X T 31 2,85

10 *X T

11 X M *X M *X M

12 *X T 31 2,4 *X T *X M 31 3

13

14 | *xX M *X M ¥ T *X M

15 X M

16 | *xX M 33 2,15 *X M

17 X T

18 | *X T *X M

19 30 3,2

20 | *X T ¥ T X M

21 *X M *X M

22 *X M ¥ T *X M

23 | *X T 3223 *X

2 | *X M 29 28 *X M

25 X M

% | *X M ¥ T *X M

27 28 3,05

28 *X T *X M

29 | *X M *X T *X

30 | *X T *X T

31

* amostra dosada M: 6h — 11h59 T: 12h — 17h59 N: 18h — 5h59
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ANEXO IV

DEFECACAO (Def.), COLETA DE TEMPERATURA RETAL E PESO CORPORAL NA PREGUICA 4
RELACIONADOS COM O DIA E TURNO DURANTE OS MESES DE COLETA FECAIS

MES JANEIRO FEVEREIRO MARCO
Dia | Def Turno I{iTaFI) P(Ifgs;) Def Turno Igpa? P(Ifgs;) Def Turno LiTa? P(Ifgs;)
(°C) (°C) (°C)
1 *X M 31 3,7
2 *X T *X M *X T
3
4 *X T
5
6 *X M 31,5 3,68
7 *X M
8 *X M 31 3,85
9 *X M 31 3,7 *X T
10
11 *X M *X M
12 31 3,75 *X M
13 *X T
14
15 ¥ T *X M 30 38
16 X M *X M
17 | X M
18 | *=x T ¥ T X M
19 32 3,95 *X M
20 | *X M X M
21 *X T X M
22 32 4
23 | *X T X M *X M
24
25 *X T
26 *X M 28 38
27 27 4,15
28 | *X M
29 | *X T 31 4,05
30 | *X M
31 [ =X T
* amostra dosada M: 6h—11h59 T: 12h—17h59 N: 18h - 5h59



