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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do planeta e possui um
grande numero de espécies de primatas. Segundo HILTON-TAYLOR et al. (2004), o
Brasil possui 133 espécies e subespécies de primatas, 0 que representa
aproximadamente mais de 21% das espécies do planeta (CHIARELLO et al., 2008).
Desse numero expressivo de espécies, 26 estdo ameacadas, sendo 15 de ocorréncia
na Mata Atlantica e 11 na Amazoénia. Isso mostra 0 quanto a perda de habitat, muito
mais acentuada na Mata Atlantica do que na Amazodnia, representa em termos de
extincdo aos primatas no Brasil. Na Amazénia hd 105 espécies e subespécies, das
guais 53 sdo endémicas (KIERULFF et al., 2007). Dentre essas, cinco tém distribuicdo
restrita aos estados do chamado “arco do desenvolvimento” (Para, Mato Grosso e
Maranh&o), onde a pressao antropica é mais intensa (CHIARELLO et al., 2008).

Amparado nessas premissas, fica notorio que o investimento em pesquisas que
gerem conhecimento sobre a biologia e desenvolvimento de biotécnicas da reproducéo
para a conservacdo das espécies, cria subsidios para justificar a manutencdo de
primatas em cativeiro, promovendo a preservacao e a manutencdo da biodiversidade.
Segundo JURKE et al. (1994), as populagbes em cativeiro deveriam ser utilizadas para
aumentar o entendimento sobre as espécies, especialmente com relacdo a biologia
reprodutiva.

As pesquisas com reproducdo de primatas Neotropicais em cativeiro s&o
importantes, pois podem melhorar o desempenho reprodutivo de espécies utilizadas
para estudos biomédicos sem ser necessario utilizar animais de vida livre
(GUIMARAES, 2001). Pesquisas biomédicas desenvolvidas em primatas sdo muito
importantes devido a grande similaridade destes com o homem. Varios avancos em
medicina humana ja foram alcancados com o estudo em primatas (GEIMAN &
MEAGHER, 1967 apud DIXSON, 1994; BENNETT et al., 1995; ABEE, 2003). Sendo a
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reproducdo de primatas um dos ramos de pesquisas que mais contribui com o

conhecimento sobre as espécies e a sua preservagao.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Taxonomia

Os primatas sdo animais pertencentes a ordem Primates e estdo divididos em
duas subordens: Strepsirhini e Haplorhini. Os Haplorhini constituem as infra-ordens
Tarsii, Catharrhini, os Primatas do Velho Mundo (PVM) e Platyrrhini, os Primatas do
Novo Mundo (PNM) ou Primatas Neotropicais (PN). Estes ultimos tém como habitat as
Américas Central e do Sul (MONTEIRO, 2007; BRASIL, 2008). Recentemente
RYLANDS et al. (no prelo), propuseram uma nova classificacdo taxondmica para PN.
Esses autores identificaram cerca de 152 espécies (204 espécies e subespécies) PNM
(Platyrrhini), que foram classificados em 20 géneros e quatro ou cinco familias..

Nessa classificacdo, 0s macacos-da-noite foram considerados o0s Unicos
integrantes da familia Aotidae. Anteriormente eram pertencentes a familia Cebidae, mas
em funcéo dos avancos recentes na filogenética e o estudo molecular foram descritos
com caracteristicas unicas e com diferencas marcantes dos cebideos (PERELMAN et
al., 2011).

HERSHKOVITZ (1983) descreveu o género Aotus como sendo constituido por 10
taxons, divididos em dois grupos baseados na coloragdo ao redor do pescoco:
acinzentados, no norte do rio Amazonas e avermelhados ao sul do rio Amazonas.
Entretanto, apds estudos moleculares a divisdo mostrou-se equivocada ou nao
conclusiva (ASHLEY & VAUGHN, 1995; PLAUTZ et al., 2009 e MENEZES et al., 2010).

Estudos citogenéticos e morfologicos (PIECZARKA et al., 1993; FORD, 1994;
PLAUTZ et al., 2009) apresentaram novas alternativas e outras descricdes para o
género. Os estudos de RYLANDS et al. (no prelo) demonstraram a existéncia de 11
espécies e subespécies: Aotus trivirgatus, A. vociferans, A. nancymai, A. hershkovitzi,
A. lemurinus, A. griseimembra, A. zonalis, A. azarae, e A. azarai infulatus.
Recentemente, uma nova espécie, A. jorgehernandezi, foi descrita por DEFLER &
BUENO (2007) e os mesmos autores propuseram, baseado na variabilidade cariotipica

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

1.2.2 Fisiologia reprodutiva de Aotus

Os macacos-da-noite se reproduzem bem em cativeiro (GOZALO & MONTOYA,
1990). Para isso, praticas de manejo que simulem ao maximo a estrutura social
observada em seu ambiente natural, com fotoperiodo constante, devem ser mantidas
(MALAGA et al., 1997).

O comportamento reprodutivo dos PN em cativeiro nédo sofre influéncia marcante
do ambiente. Porém, mudancgas no fotoperiodo e na temperatura podem interferir na
atividade reprodutiva da fémea de Aotus spp (FERNANDEZ-DUQUE et al., 2008).
HOLBROOK et al. (2004), demonstraram que animais de cativeiro alojados em recinto
ao ar livre, a 25° de latitude Norte, tornaram-se cada vez mais sazonais. Ja em
populacdes de vida livre na regido do Chaco argentino, hemisfério sul, o mesmo autor
constatou nascimentos restritos ao periodo de mar¢o a junho, indicando a influéncia do
fotoperiodo na atividade reprodutiva dos animais (FERNANDEZ-DUQUE &
HUNTINGTON, 2002).

No género Aotus, a puberdade ocorre por volta de um ano de idade em machos,
como indicado por medida longitudinal da testosterona plasmatica, com pico hormonal
entre 300 e 400 dias de vida. Ocorre ainda, durante esse periodo, o crescimento
acentuado da glandula subcaudal, devido ao estimulo andrégeno. Os primeiros sinais

de desenvolvimento dessa glandula (enrijecimento e descoloracdo dos pelos
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sobrejacentes) foram observados entre 282 e 370 dias de vida (DIXSON et al., 1994).
Segundo DIXSON (1981), ndo ocorre inibicdo da puberdade por individuos dominantes.
Nas fémeas, o primeiro cio fértil define a ocorréncia da puberdade, mas a literatura
consultada apresentou informacdes escassas a esse respeito (FERNANDEZ-DUQUE &
HUNTINGTON, 2002).

O ciclo ovariano entre os primatas pode ser classificado em ciclo menstrual e
estral. Na quase totalidade, os PVM possuem ciclo menstrual, enquanto os
neotropicais, em grande maioria sao primatas de ciclo estral. Os Aotus sdo primatas de
ciclo estral, com duracdo média de 16 dias, sendo que seus ovarios possuem
abundéncia de tecido luteal (BONNEY et al., 1979). De acordo com BONNEY &
SETCHELL (1980) e DIXSON (1994), a fase folicular do ciclo ovariano de macacos-da-
noite dura, em média, seis dias, desde o pico de 17f estradiol e 0 aumento dos niveis
de progesterona. A fase luteal dura em torno de 10 dias.

As alteracBes do epitélio vaginal, durante as diversas fases do ciclo estral podem
ser acompanhadas pelo exame citoloégico vaginal (FELDMAN & NELSON, 2004).
Dentre os métodos de deteccao das fases do ciclo estral, a citologia vaginal € a técnica
laboratorial de mais simples execuc¢éo, sendo um instrumento Util para o diagnostico em
ginecologia (GOMPEL & KOSS, 1997).

O aumento das concentracdes séricas de estrogeno nesses animais, na
presenca de foliculos ovarianos, durante as fases de proestro e estro, causam
proliferacdo das camadas de células do epitélio vaginal (SHILLE et al., 1984).
Pequenas células saudaveis, proximas aos vasos sanguineos, tornam-se maiores e
mais irregulares a medida que se afastam da lamina basal em dire¢do ao limen vaginal
e 0 nucleo diminui progressivamente, até se desintegrar (HERRON, 1977). Varios tipos
celulares ja foram descritos em estudos sobre a citologia vaginal, entretanto a
diferenciacdo dos tipos celulares em funcdo desse aporte sanguineo denomina-se
indice cariopicnético, que em primatas permite a diferenciacao celular em quatro tipos:
células basais, parabasais, intermediarias e superficiais (BLAKLEY, 1969).

Em primatas ndo humanos (PNH), de ciclo estral, a citologia vaginal ndo tem sido

relatada como de grande valor, com excessao dos PVM, que apresentam ciclo
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menstrual. Dentre os PN, apenas os géneros Cebus, Ateles e Alouatta exibem ciclo
menstrual e por isso alguns trabalhos demonstraram a eficiéncia da citologia vaginal no
monitoramento do ciclo reprodutivo (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998; GUIMARAES,
2001; ORTIZ et al., 2005; DOMINGUES & CALDAS-BUSSIERE, 2007; KUGELMEIER
et al., 2011).

Entre os primatas neotropicais investigados para padronizacdo citolégica do
epitélio vaginal encontram-se Cebus apella (NAGLE & DENARI, 1983), Saimiri
(ROSENBLUM et al., 1967; HUTCHINSON, 1970), Callithrix (HEARN, 1978) e
Saguinus. (EPPLE & KATZ, 1983). Estudos de citologia vaginal de Leontopithecus
foram amplamente reproduzidos com a identificacdo de diferentes tipos celulares,
porém a correlacao com a influéncia hormonal esta sendo descartada (MORAES et al.,
2001; MORAES, 2004). Em Alouatta caraya, a citologia foi empregada para comparar a
ocorréncia de sangramento vaginal com os perfis hormonais (KUGELMEIER et al.,
2011). Durante esse estudo, foram coletadas amostras de células vaginais de fémeas
adultas para detectar o inicio e a duracdo dos periodos de sangramento, e comparando
com as dosagens de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol. Os resultados
demonstraram que o sangramento discreto nesses animais apenas pode ser detectado
por citologia vaginal, demonstrando que néo apenas PVM possuem ciclo menstrual.

Estudos conduzidos em Aotus trivirgatus (DIXSON, 1983) e A. a. infulatus
(FERREIRA, 1998) descreveram o papel da citologia vaginal como instrumento auxiliar
na padronizagdo do ciclo estral dessas espécies. DIXSON (1983) desconsidera a
relacdo entre a descamacdo do epitélio vaginal e as diferentes fases do ciclo,
confirmando estudo anterior realizado por CICMANEK & CAMPBELL (1977), que
coletaram esfregacos vaginais de seis fémeas durante dois periodos distintos, de um
més cada, e ndo revelaram indicios consistentes de ciclo estral. BONNEY & SETCHELL
(1980), consideraram a citologia vaginal como indicador inadequado para determinagao
da fase do ciclo ovariano em Aotus, uma vez que o0s resultados encontrados nao
definiram um padrédo de proliferacdo epitelial vaginal, com predominancia de células

superficiais, em fungéo do ciclo.
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FERREIRA (1998) verificou em esfregacos vaginais (colpocitologia) de macacos-
da-noite, a predominancia de células superficiais na fase de estro com média e desvio
padrdo de 70,67 + 4,3%. O mesmo autor relatou a maior prevaléncia de células
intermediarias (43,82 + 1,79%), parabasais (15,41 + 1,45%) e basais (4,22 + 0,34%)
ocorrendo na fase de diestro. O ciclo estral nesses animais teve duracdo média de
14,87 = 0,14 dias, com fase de estro de 1,31 + 0,1 dias, e duragéo de metaestro de 3,62
+ 0,15 dias, diestro de 6,49 + 0,24 dias e proestro de 3,43 £ 0,05 dias. O mesmo autor
indica a citologia vaginal como possivel método de monitoramento do ciclo estral nesta
espécie.

Como em todos os primatas, 0s 0rgaos genitais consistem de dois ovarios, duas
tubas uterinas, Gtero e vagina (VERAS et al., 2007). NAGLE et al. (2005) destacaram a
importancia do ligamento Utero-ovariano (LUO), responsavel pela sustentacdo dos
orgaos. O LUO funciona ainda como “caminho”, onde estdo vasos e tecido nervoso,
gue levam informacdes neuroenddcrinas, garantindo a homeostase Utero-ovariana.

Os ovarios tém formato ovoéide ou elipsdide e sdo proporcionalmente maiores e
mais compactos na infraordem Platyrrhini quando comparados aos Catarrhini
(ECKSTEIN, 1958; MONTEIRO et al., 2009). O ligamento proprio do ovario em Aotus €
curto e achatado (HILL, 1957), apesar disto, o posicionamento dos ovarios dentro da
cavidade abdominal pode variar muito entre animais, de acordo com a replecao da
bexiga e dos intestinos (MONTEIRO et al., 2009).

O utero dos macacos-da-noite € muito semelhante ao da espécie humana. Sua
localizagdo anatomica topografica € descrita por ultrassom, localizando-o medialmente
na cavidade pélvica e ventralmente a bexiga (MONTEIRO et al., 2006). O ¢6rgao €
simples e tem conformacao piriforme formando uma cavidade Unica, que € dividida em:
fundo, corpo e cérvix (HERTIG et al., 1976). Em funcdo disso, varios estudos
biomédicos com PNH estdo contribuindo para melhorias no tratamento clinico dos
distUrbios uterinos prevalentes em mulheres (ABBOTT et al., 2004; COUTINHO et al.,
2011).

HERTIG et al. (1976) descreveram a morfologia do trato genital na espécie Aotus

trivigartus. O comprimento do Utero variou de 10,5 a 20 mm e o segmento cervical
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apresentou-se curto e ndo se observou porcao infravaginal. Uma caracteristica dessa
espécie foi a continuidade da parede cervical anterior com a parede da vagina, de modo
gue s6 observou-se uma projecdo da cérvix na vagina na por¢ao dorsal.

Em Cebus, Aotus, Saimiri e Ateles, a por¢ao fundica do Utero € quase globdide,
sendo a parede ventral achatada e a dorsal mais projetada, dando a regido do fundo
uma aparéncia piramidal em um plano transversal (VERAS, 2004). MONTEIRO et al.
(2009) verificou por meio de exame ultrassonografico de macacos-da-noite,
comprimento uterino variando entre 1,71 + 0,12 cm em nuliparas, 1,99 + 0,14 cm em
primiparas e 1,96 £ 0,24 cm em pluriparas.

O segmento inferior do Utero apresenta-se revestido por um epitélio colunar
simples sobre uma lamina prépria com glandulas ligeiramente tortuosas e muito
ramificadas. Em Aotus, identificou-se epitélio vaginal estratificado escamoso com
poucas camadas de células, apresentando ligeira cornificacdo. O comprimento da
vagina variou de 13,5 a 23 mm (HERTIG et al., 1976).

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

MONTEIRO et al. (2009) ndo observaram, ao exame de ultrassom, o fendmeno
ovulatério e presenca do corpo luteo, mas observaram foliculos em ovérios de Aotus
azarai infulatus. Esses autores definiram a visibilizacdo dos foliculos como estruturas
anecoicas, em comparagcdo ao parénquima do ovario, porém, ndo puderam
correlacionar esses achados ao ciclo reprodutivo da espécie, pois consideraram a
amostragem insuficiente (n=2). Os mesmos autores também demonstraram que 0
volume do ovério direito foi significativamente maior que o esquerdo (p < 0,01), e que
guando acasaladas, as fémeas tendem a ter os ovarios maiores do que quando nao
acasaladas. Para esse estudo, foram observadas as seguintes medidas ovarianas:

comprimento do ovario de 0.90 + 0.12 cm a 0.99 + 0.11 cm, largura de 0.69 + 0.10 cm a
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0.79 £ 0.11 cm, espessura 0.55 £ 0.09 cm a 0.61 + 0.08 cm e volume variando de 0,19
+ 0,07 cm®a 0,26 + 0,06 cm3.

1.2.3 Ultrassonografia ginecolégica em PNH

A ultrassonografia é uma técnica de imagem que auxilia na visibilizacdo de
estruturas e O6rgaos, por meio da geracao e captacdo de ondas sonoras refletidas do
tecido alvo (MOORE & DALLEY, 2006). As primeiras técnicas ultrassonograficas, em
medicina veterinaria, surgiram na década de 70 (ERIKSON et al., 1974 apud SEONE et
al., 2011) e, especificamente a visibilizagdo da estrutura uterina e ovariana, foi
inicialmente demonstrada por KRATOCHWIL et al. (1972).

Esta técnica de imagem é uma das alternativas para o monitoramento
reprodutivo e pesquisas sobre reproducdo de PNH em cativeiro (SEIER et al., 2000;
OERKE et al., 2002; ORTIZ et al., 2005; ALVES et al., 2007; DOMINGUES et al., 2007;
MONTEIRO et al., 2009; COUTINHO et al., 2011; MONTEIRO et al.,, 2011a). A
ultrassonografia reprodutiva fornece a otimizacdo para inducdo do ciclo sexual a
regimes de superovulacao, programas de contracepcao, colheita de sémen e técnicas
de extracdo testicular do esperma, como também auxilia na aspiracdo folicular e
procedimentos de transplante ovariano, além da aplicagdo da inseminacédo artificial,
colheita e transferéncia de embrides.

Em geral, a maioria dos estudos realizados em primatas por ultrassom esta
relacionada ao acompanhamento gestacional (SEIER et al., 2000). Em Callithrix
jacchus, OERKE et al. (1996) avaliaram o potencial da ultrassonografia para detectar e
monitorar a gestacao.

Em relagéo ao controle do estro, DOMINGUES et al. (2007) descreve a deteccao
de foliculos pré-ovulatério até seis dias antes da ovulacdo em Cebus apella.
Semelhante ao observado por ORTIZ et al. (2005), que observaram o crescimento e as
dimensdes do foliculo pré-ovulatério em macacos-prego, assim como OERKE et al.
(1996) e OERKE et al. (2002), quando monitoraram a atividade ovariana de Callithrix
jacchus e ALVES et al. (2007) que realizaram varredura ultrassonografica da cavidade
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abdominal de Cebus apella e descreveram as caracteristicas anatbmicas normais na
espécie.

Em Aotus, os estudos ultrassonogréaficos sdo recentes e iniciaram com o trabalho
de MONTEIRO et al. (2006), que descreveram a técnica para a realizacdo de exame na
espécie, descricdo morfolégica do Gtero e ovario, avaliacdo renal e hepatica
(MONTEIRO et al.,, 2009; TAKESHITA et al.,, 2011, COUTINHO et al.,, 2011 e
MONTEIRO et al., 2011a). Segundo MONTEIRO (2007), as frequéncias mais utilizadas
para o estudo abdominal em PN séao: 5, 7,5 e 10MHz, o mesmo autor verificou uma
melhor visibilizacdo das estruturas abdominais-pélvicas com transdutor de 12MHz, em
Aotus azarai infulatus.

O utero e os ovarios devem ser analisados em varreduras transversais e
longitudinais. Em macacos-da-noite, o Utero apresenta contornos regulares, ecotextura
homogénea, localizado em posicdo medial a cavidade abdominal, com dimenstes
variando conforme o nimero de partos (MONTEIRO et al., 2006; MONTEIRO et al.,
2009; COUTINHO et al., 2011). O endométrio e 0 miomeétrio sdo estruturas que também
sofrem mudancas ciclicas detectaveis por ultrassonografia (MONTEIRO, 2007).

Em Aotus, a ecogenicidade do parénquima ovariano pode variar de homogéneo
a heterogéneo, em fungcdo da presenca ou ndo de foliculos. Sua localizacdo quase
sempre esta muito proxima ao utero, em funcéo do curto ligamento do ovario, podendo
variar em funcdo de fatores como replecdo de alcas intestinais e vesicula urinéria
(WISLOCKI, 1932; HILL, 1957; MONTEIRO, 2007). A observacdo dos eventos ciclicos
se mostra bastante dificil, principalmente devido ao fato do tecido luteo e o estroma
ovariano possuirem ecogenicidade semelhante (MONTEIRO, 2007).

SATOMURA, 1956 apud MURTA et al. (2002) mostrou que era possivel detectar
o fluxo sanguineo nas artérias periféricas, usando a diferenca das frequéncias refletidas
das células sanguineas em movimento. Esse efeito, denominado efeito doppler, esta
sendo gradativamente empregado em estudos reprodutivos, com excelentes resultados.
Atualmente, o estudo da hemodindmica, de forma ndo invasiva, permite a varredura
tripla (Triplex doppler). A velocidade do fluxo, assim como a dire¢do e a magnitude da

velocidade séo informagdes obtidas pela técnica.
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CARVALHO et al. (2008) descrevem que para realizar o exame de um vaso
sanguineo é necessario localizd-lo, por meio do modo bidimensional em corte
longitudinal, evidenciar o padrdo de doppler colorido ajustados a uma éarea de fluxo
homogéneo e proceder analise pelo doppler pulsado seguido de correcdo do angulo de
insonagdo (formado entre o transdutor e o vaso) e finalmente a andalise das ondas. O
ultrassom Doppler tem sido utilizado em ginecologia e obstetricia, identificando a
relacdo do fluxo sanguineo da artéria uterina e umbilical para avaliacdo fetal, no
mapeamento dos vasos ovarianos, que permite o diagndstico ecografico de processos
patolégicos ovarianos, principalmente para determinar o fluxo sanguineo nos tumores
de ovario com caracteristicas neoplasicas e na detec¢do da instalacdo do processo de
ovulagéo antes da ruptura folicular (BICUDO et al., 2010)

Os indices hemodindmicos, assim como a média da velocidade do fluxo
sanguineo, podem ser calculados automaticamente pelo transdutor, permitindo uma
comparacdo do fluxo durante a sistole e a diastole. Os indices mais utilizados sao:
indice de resisténcia vascular (IR), que examina a diferenca entre o pico sistélico e
velocidade diastdlica final e é expressa por IR = (S - D) / S onde S é o pico de
velocidade sistélica e D € o minimo ou velocidade diastdlica final, o indice de
pulsatividade (IP), onde IP = (S - D) / velocidade, S é o pico de velocidade sistolica, D é
a velocidade diastdlica final e velocidade é o tempo médio de velocidade maxima ao
longo do ciclo cardiaco. O IP ndo é tado preciso quanto IR devido a variabilidade
inerente a medicdo da velocidade meédia com programas de software atuais
(CARVALHO , 2009).

Para avaliar o processo de ovulacdo por meio do mapaeamento Doppler, 0s
valores dos IR e IP sdo importantes. As influéncias hormonais geram respostas
circulatérias que modificam o fluxo uterino e ovariano, causando a modificacdo no fluxo
arterial ovariano, relacionado a dois fatores primordiais: o crescimento folicular e
formagédo do corpo Iiteo e ao fendbmeno de neovascularizacdo (CARVALHO et al.
2008).

Em mulheres, o fluxo sanguineo ovariano foi avaliado pelo Doppler pulsado

transvaginal e ciclos de hiperestimulagdo ovariana controlada (HOC) para fecundacgéao
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in vitro (BICUDO et al., 2010). Ap0s a transferéncia de embrides, os resultados
demonstraram um IR menor no corpo liteo de fémeas que se tornaram gestantes,
comparado as ndo gestantes, sugerindo um padrdo de modificacdo do fluxo sanguineo
por modulacdo embrionaria ou ainda pela presenca do corpo IUteo altamente irrigado
(BABER et al.,1988). A segunda hipétese parece ter maior validade se levarmos em
consideracdo que na comparacao entre os dois ovarios de uma mesma mulher, o ovario
gue abriga o foliculo dominante e posteriormente o corpo luteo, apresenta uma
diminuicdo do IR, enquanto o ovério contralateral tende a permanecer com indices
significativamente inalterados (CAETANO et al., 1995).

Em cadelas, o estudo por dopplerfluxometria realizado por BICUDO et al. (2010)
avaliou a dinamica do desenvolvimento folicular e determinou valores de IR e IP para a
artéria intra-ovariana, determinando com seguranca o dia da ovulagdo. A média obtida
da velocidade maxima do pico sistélico da artéria intraovariana foi de 26,41cm/s. O IR
apresentou um declinio no dia da ovulacdo até 24 horas apos, e 0 seu valor médio
variou de 0,44 — 0,59 neste periodo. O IP apresentou oscilacdes com declinio desde
120 horas antes até 24 horas depois da ovulagcédo e seu valor médio nesse periodo foi
de 0,57 £1,1.

Em primatas, a dopplerfluxometria ja foi utilizada para estudos na area de
obstetricia em PVM (SANTOLAYA-FORGAS et al., 2006) e calitriquideos (TCHIRIKOV
et al.,, 1998). DOMINGUES et al. (2007) avaliou dentre outros aspectos, o IR e IP da
artéria do LUO e uterina de macacas Cebus apella e péde-se verificar que os indices
sofreram alteracdo na artéria ipsilateral proximo ao periodo ovulatério. Em macacos-da-
noite, as unicas referéncias a utilizacdo da técnica foram descritos para 0 exame
obstétrico e no calculo da frequéncia cardiaca em Aotus azarai infulatus (MONTEIRO et
al., 2009; MONTEIRO et al., 2011a).
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CAPITULO 2 - EFEITO DA IDADE E DO NUMERO DE PARTOS NAS VARIAVEIS
UTERINAS E OVARIANAS EM MACACOS-DA-NOITE (Aotus azarai infulatus)

RESUMO - Realizou-se o exame ultrassonografico de macacos-da-noite para
avaliar os volumes uterino e ovariano e analisar a interacdo entre diferentes faixas
etarias e niumero de partos. Foram realizados exames ultrassonograficos da regido
pélvica, a fim de comparar as dimensdes uterinas com 0 peso, idade (infantil, juvenil,
subadulta, adulta jovem e adulta) e nimero de partos (nulipara, primipara e multipara) e
comparar as dimensdes ovarianas com o peso e a idade. O volume uterino (VU) foi
diretamente proporcional ao niumero de partos, fator mais importante no crescimento
uterino das fémeas adultas (p < 0,05). O peso e a idade demonstraram uma correlacao
positiva com o VU (r = 0.5354, r = 0.6489, p < 0.01), respectivamente. O volume dos
ovarios cresceu proporcionalmente a idade das fémeas (p < 0,05). A puberdade foi 0

periodo de maior crescimento tanto do Utero como do ovario.

Palavras-Chave: Aotus sp., biometria, ginecologia, ultrassom

CHAPTER 2 — EFFECT OF AGE AND NUMBER OF PARTURITIONS ON UTERINE
AND OVARIAN VARIABLES IN OWL MONKEYS (Aotus azarai infulatus)
SUMMARY - We aimed to evaluate the uterine and ovarian volumes of owl

monkeys in different age groups with different numbers of live births and to analyze the
interaction between both. We performed pelvic ultrasound exams to compare the uterine
measurements with weight, age (infant, juvenile, subadult, young adults, and adults) and
the number of live births (nulliparous, primiparous, and multiparous) and to compare the
ovarian measurements with weight and age. The uterine volume (UV) was directly
proportional to the number of parturitions, which was the most important factor in the
uterine growth of adult females (P < 0.05). The body weight and age of the animals
showed a high positive correlation with UV (r = 0.5354, r = 0.6489, P < 0.01),
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respectively. The volume of the ovaries grew in proportion to the age of the females (P <

0.05). Puberty was the period of greatest uterine and ovarian growth.

Keywords: Aotus sp., biometrics, gynecological, ultrasound



24

2.1 INTRODUCAO

A espécie Aotus azarai infulatus (macacos-da-noite) faz parte das 105 espécies e
subespécies que ocorrem na Amazénia (RYLANDS et al., 2000), das quais 53 sao
endémicas (MACHADO et al., 2005). A diversidade da fauna, porém, convive com o
avanco do desmatamento e destruicdo dos recursos naturais em face da agédo antropica
desordenada, levando a degradacédo do habitat e consequente comprometimento da
conservacgao das espécies de primatas. A atividade madeireira nas florestas tropicais é
seguramente um dos principais fatores que contribuem para essa ameaca, além da
caca e exploracdo comercial de algumas espécies.

Em 2002, a Fundacé&o Biodiversitas coordenou o projeto de revisdo da “Lista da
fauna Brasileira Ameacada de Extingdo”. Esse estudo resultou na listagem de 26
primatas classificados como “Criticamente em perigo — CR” (10), “Em perigo — EN”
(seis) e “Vulneravel — VL” (10). Desse total, 11 na Amazonia. Dos primatas amazénicos
ameacados, quatro tem ocorréncia no estado do Para (Ateles marginatus, Cebus
kaapori, Chiropotes satanas e C. utahicki) (MACHADO et al., 2005).

Algumas espécies de macacos-da-noite podem estar susceptiveis a serem
ameacadas ou em risco a partir do ano 2000, por causas como O crescimento das
criacdes de gado, monoculturas e da industria madeireira (AQUINO & ENCARNACION,
1994). Entretanto, de acordo com o “International Union for Conservation of Nature”
(IUCN), as espécies do género Aotus estdo listadas como “menor risco”, iSso porque
mesmo que o0 desmatamento esteja acontecendo de forma preocupante,
particularmente no Brasil, a populacdo ndo deve diminuir rapido o suficiente para
qualificar a espécie como em maior risco (IUCN, 2010). E importante caracterizar
cuidadosamente todas as espécies de primatas, ameacados ou ndo, para fornecer uma
base sdlida de informacgdes para o manejo dos animais e suas coldnias de reproducéo.

Nesse contexto, a utilizacdo de biotécnicas para a reproducdo de animais
selvagens vem sendo proposta, em diversos paises, como uma ferramenta estratégica
para a conservacao de espécies ameacadas em extingdo (BUENO & PEREIRA 2008).

Para que as biotécnicas sejam implementadas, € necesséario desenvolver pesquisas a



25

respeito da biologia reprodutiva. Segundo WILDT (1989), o desconhecimento dos
aspectos reprodutivos inviabiliza o uso eficiente de técnicas de reproducdo assistida
para conservacdo. MACHADO et al. (2005) cita que, 15 espécies e subespécies de
primatas da Amazonia foram listadas na categoria “Dados insuficientes” (DD),
evidenciando a falta de conhecimento sobre os primatas da regido e sua biologia
reprodutiva.

Segundo MAUAD et al. (2001), o volume do utero de mulheres sofre alteracbes
com a idade, nimero de partos e influéncia hormonal. Estudos recentes demonstraram
o efeito do numero de partos sobre o volume uterino de macacos-da-noite (MONTEIRO
et al., 2006, MONTEIRO et al., 2009). Entretanto, o efeito da idade nao foi avaliado nos
estudos anteriores.

O desenvolvimento tecnoldgico de equipamentos de ultrassom e o uso de
transdutores de alta frequéncia facilitaram as pesquisas sobre a avaliagdo do ovario,
por permitirem imagens de alta resolucdo que podem ser associados com modernas
técnicas de analise de imagem. Conforme LASS & BRINSDEN (1999), o ovario humano
€ um Orgao que sofre mudancas no tamanho e na atividade ao longo da vida. Existe um
crescimento lento e continuo dos ovérios durante a infancia. Eles crescem, aumentam
cerca de 30 vezes de peso e mudam de forma, até a puberdade, quando atingem o
tamanho, forma, e peso do ovario adulto e se encontram dentro da cavidade pélvica. No
entanto, h& poucas referéncias na literatura relacionada com a avaliacédo
ultrassonografica dos ovarios em primatas ndo humanos, especialmente nas espécies
neotropicais (MONTEIRO et al., 2009)

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar os volumes do uUtero e dos
ovarios de macacos-da-noite em diferentes faixas etarias, nimero de partos e a

interacao entre ambos.
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2.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado entre junho de 2008 e janeiro 2009. Foram utilizadas 40
fémeas pertencentes a colonia de reproducdo do Centro Nacional de Primatas (CENP),
Localizado no municipio de Ananindeua, estado do Para, Brasil (latitude 1°38'26” e
longitude 48°38'22"). O projeto experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais do Instituto Evandro Chagas (protocolo CEPAN / IEC — n°
036/2008).

Os animais foram divididos em cinco faixas etarias: infantil (0-150 dias, n = 3);
juvenil (151 - 364 dias, n = 4); subadulto (1 - 2 anos, n = 6); adultos jovens (3 - 4 anos, n
= 9) e adultos (> de 5 anos, n = 18). As faixas etarias foram similares as estabelecidas
por AQUINO & ENCARNACION (1994). A andlise do numero de partos n&o incluiu
fémeas infantis, juvenis e subadultas, por serem muito novas para a reproducéo.
Portanto, somente as fémeas adultas jovens e adultas foram classificadas quanto ao
numero de partos (nulipara — nunca pariu, n = 9; primipara — com um parto, n = 10; e
pluripara — com dois ou mais partos, n = 8). Todos 0s animais estavam identificados
com um coédigo de trés letras tatuado na face interna da coxa direita e microchip

implantado na regido interscapular.

2.2.1 Alimentacao
Os animais foram alimentados conforme o manejo adotado pelo CENP: diversos

8®1

tipos de frutas, legumes, leite, ovos, racéo para primatas Megazoo P18~ como fonte de

suplementacéo proteica, suplementos vitaminicos e minerais em agua ad libitum.

2.2.2 Instalagdes

Os animais foram mantidos em sistema fechado, recinto de alvenaria revestido
em suas laterais e piso por azulejos e tela metalica em suas extremidades superior,
fundo e frente, divididos entre os galpbes de reproducdo numero | e IV. Os recintos

! Racdes Megazoo. Contagem, MG, Brasil
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apresentaram 3,85 m de comprimento x 1,20 m de largura x 2,40 m de altura.
Externamente, os recintos possuiam uma caixa de dimensées 35 cm x 30 cm x 30 cm,
com porta tipo guilhotina e suporte para bebedouro. Internamente continham duas
pranchas de madeira para locomocado, sustentadas por dois puleiros transversais e

acesso aos recipientes de alimentagao.

2.2.3 Captura e contencdo fisica

Cada individuo foi capturado seguindo os métodos descritos por MONTEIRO et
al. (2009). Antes de iniciar o exame ultrassonografico, as fémeas foram pesadas ainda
no interior da caixa transporte por meio da tara em balanca eletrdnica Filizola® MF-302,
Em seguida foram contidas manualmente, utilizando-se luvas de couro, e realizou-se
tricotomia da regido pélvico-abdominal. Durante a realizacdo dos exames, 0s animais
receberam alimentagcdo com diversos tipos de frutas, principalmente abacate, abacaxi,
banana, goiaba, mamao, melancia e meldo, seguindo os métodos descritos por
MONTEIRO et al. (2009).

2.2.4 Exame ultrassonogréfico ginecoldgico

As fémeas estavam em recintos individuais, ndo acasaladas e ndo estavam
prenhas no momento da avaliacdo ultrassonogréafica. O exame ultrassonografico foi
realizado utilizando-se aparelho Medical SonoAce 9900%° equipado com transdutor de
banda larga, transabdominal linear e multifrequencial (5-12 MHz). As imagens obtidas
foram analisadas em monitor de 14", e arquivadas no disco rigido do proprio aparelho e
em CD-ROM.

Por meio de exame ultrassonografico foram avaliados os seguintes parametros
uterinos: contorno, forma, ecotextura e ecogenicidade, localizacdo e dimensfes. Para
isso, foram obtidas imagens do parénquima uterino nos planos sagital e transversal. O
diametro craniocaudal (DCC) e o diametro dorsoventral (DDV) foram obtidos em plano

sagital e a variavel diametro transversal (DT) foi mensurada em plano transversal. Cada

? IndUstrias Filiziola S/A. Sdo0 Paulo, SP, Brasil.
3 Medison Co., Ltd. Seoul, Korea.



28

diametro foi mensurado trés vezes, empregando a média das mesmas para o calculo do
volume. Sendo assim, o calculo do volume uterino (VU) foi realizado pela aproximagao
com o modelo geométrico esferoidal de trés distancias, conforme descrito por
MONTEIRO et al. (2006) e MONTEIRO et al. (2009). As dimensdes e o volume uterino
foram realizados considerando-se as cinco faixas etarias, o peso corporal e o nimero
de partos das fémeas para efeito de comparacdo com as variaveis uterinas.

Os ovarios foram avaliados individualmente quanto: aos contornos, forma, e
ecotextura e ecogenicidade, localizagdo na cavidade abdominal, dimensdes e presenca
ou auséncia de foliculos. Para isso, foram obtidas imagens ultrassonogréaficas nos
planos sagital e transversal, pelo maior didametro do parénquima ovariano. O utero foi
utiizado como referéncia para identificacdo dos ovarios, que foram localizados
movendo-se 0 transdutor levemente para cada um dos lados do utero. A técnica
utilizada para mensuracéo dos ovarios foi semelhante a descrita por MONTEIRO et al.
(2009). O comprimento (COD - COE) foi obtido em plano sagital. A espessura (EOD —
EOE) e a largura (LOD — LOE) foram mensuradas em plano transversal, obtido
perpendicularmente ao comprimento. Os parametros ovarianos foram mensurados, por
trés vezes, empregando a média dos mesmos para o calculo do volume. De posse
dessas médias foi possivel calcular o volume de cada ovério (VOD - VOE) e compara-
los com a idade e peso corporal dos animais, semelhantemente ao descrito para o

utero.

2.2.5 Andlise estatistica

Foram calculados parametros béasicos da estatistica descritiva (média, variancia
e desvio padrao) para todas as variaveis analisadas. Os resultados obtidos foram
analisados, levando-se em consideracdo a faixa etaria, o nimero de partos e a
interacdo. Para comparacdo das médias das variaveis uterinas e ovarianas, foi
realizada analise de variancia (ANOVA - dois critérios) e aplicado teste de média
(Tukey). Foram realizados testes de correlacdo de Pearson entre o0 peso e 0s volumes
uterinos e ovarianos. Todas as analises foram realizadas de acordo com STEEL et al.

(1997), com nivel de significancia de até 5% de probabilidade.
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2.3 RESULTADOS

As estruturas uterinas e ovarianas mostraram-se anatomicamente e
fisiologicamente como descritas anteriormente para a espécie. Os contornos uterinos
foram bem visibilizados por meio da ultrassonografia transabdominal com a utilizacdo
do transdutor linear (5-12Mhz), evidenciando o utero simples em formato alongado a
globdide, com ecogenicidade hipoecoica e isoecdica de seu parénquima em relacao
aos orgaos adjacentes e caracteristica hiperecogénica da superficie endometrial (figura
1). O Posicionamento uterino ventrocaudal em relagéo a vesicula urinaria foi invariavel,
enquanto que as dimensdes uterinas foram variaveis, em funcédo da idade, nimero de
partos e peso.

Em geral, as dimensbes uterinas das fémeas infantis e juvenis foram
significativamente menores que as demais faixas etarias. A variavel DDV conferiu ao
atero, um formato menos globoide e mais alongado do que nas fémeas subadultas e
adultas.

Na Tabela 1 verificou-se o efeito da faixa etéria nas variaveis uterinas (média *
desvio padrédo) em fémeas de Aotus azarai infulatus. Observaram-se diferencas
significativas (p < 0,05) em funcdo do efeito da idade sobre a maioria das variaveis
analisadas. A medida que a faixa etaria aumentou, houve tendéncia de aumento do VU.
Entretanto, essas comparagdes foram mais significativas na transicdo da fase juvenil
para a fase subadulta. Nao foram observadas diferencas significativas nas variaveis
uterinas em relacdo a interacdo entre as faixas etarias e o numero de partos das
fémeas.

A Correlacdo de Pearson realizada entre os pesos das fémeas e o VU
apresentou coeficiente de correlagdo (r) positivo, com significAncia estatistica(r =
0,5340, p < 0,01). Quando foi avaliada a correlacdo entre a idade dos animais e VU,

observamos a mesma tendéncia (r = 0,6498; p < 0,01).
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Figura 1. (A) Imagem ultrassonografica do utero de fémea de macaco-da-noite adulta em corte sagital e
transversal. Contornos regulares e visibilizagdo do endométrio. (Setas); (B) Imagem

ultrassonogréafica do Utero de fémea  infantil apresentando aspecto mais alongado e menos
globdide em corte sagital e transversal (Setas). (CENP — Ananindeua/PA, 2011).

Tabela 1 — Efeito da faixa etaria nas variaveis uterinas (média + desvio padréo) em fémeas de macacos-
da-noite (Aotus azarai infulatus) (CENP — Ananindeua/PA, 2011).

Variaveis Infantil Juvenil Subadulto Adulto Jovem Adulto

uterinas 0-150 dias 151-364 dias 1a?2anos 3 a4 anos > de 5 anos
DCC (cm) 0,56°+0,25  0,90°+ 0,19 1,35° + 0,36 1,61° + 0,24 1,93* + 0,30
DDV (cm) 0,17°+0,05  0,22°+0,03 0,43°+0,14 0,55 +0,14 0,68%+ 0,16
DT (cm) 0,28° + 0,07 0,25° + 0,04 0,59° + 0,22 0,68° £ 0,19 0,87%+0,18
VU (cm®) 0,02°+0,01  0,03°+0,01 0,23+0,20  0,34°+0,21 0,64% + 0,35

DCC, diametro cranio caudal; DDV, didametro dorso ventral; DT, didametro transversal, VU, volume uterino.
Letras diferentes na mesma linha indicam p < 0,05.

Entre as fémeas adultas, observou-se que existe o efeito do nUmero de partos
nas variaveis uterinas: DCC, DDV e DT em nivel significativo para a comparacao entre

nuliparas e parturientes. O VU, por sua vez, variou significativamente entre as
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nuliparas, primiparas e multiparas (Figura 2). Fémeas nuliparas apresentaram VU
médio de 0,24 £ 0,07 cm3, as primiparas apresentaram VU de 0,50 + 0,15 cm?, e as
pluriparas tiveram valor médio igual a 0,94 + 0,33 cm? (Tabela 2).

Nas fémeas de faixa etéria infantil, os ovarios ndo puderam ser mensurados em
funcdo da limitada visibilizag&o das estruturas ovarianas nesta faixa etaria, mesmo com
a utilizacdo de transdutor de alta frequéncia (12MHz), impossibilitando a avaliacédo
adequada dos mesmos. Entretanto, os ovarios foram observados em todos os animais
da faixa juvenil a adulta e apresentaram ecotextura homogénea, ecogenicidade
hipoecéica em relacdo aos orgdos adjacentes, formato elipséide, com contornos bem
definidos. Encontravam-se, em geral, proOximos ao corpo uterino, porém foram
observadas localizagBes variaveis dependendo da replecdo da bexiga ou dos intestinos,
além disso, o ligamento Utero-ovariano (LUO) permitiu uma relativa mobilidade destes
orgaos. O utero foi utilizado como referéncia ao exame ultrassonografico do ovario, ja
gue esta estrutura, em geral, tende a ter limitada visibilizacdo em comparacao ao utero.

N&o foi monitorada a presenca de foliculos, ovulacéo e corpo lateo (CL).

WU
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Figura 2. Boxplot descrevendo a distribui¢&o do efeito do nimero de partos no volume uterino
(VU) em fémeas nuliparas (n=9), primiparas (n=10) e pluripara (n=8) de macacos-da-
noite (Aotus azarai infulatus). (CENP — Ananindeua/PA, 2011).
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Tabela 2 — Efeito do nimero de partos nas variaveis uterinas (média + desvio padrdo) em fémeas adultas
nuliparas, primiparas e pluripara de macacos- da-noite (Aotus azarai infulatus) (CENP —
Ananindeua/PA, 2011).

o ) Nulipara Primipara Multipara
Variaveis uterinas
(n=8) (n=10) (n=9)
DCC (cm) 1,30° + 0,47 1,70° £ 0,19 2,07%+0,30
DDV (cm) 0,38° +0,15 0,68% + 0,09 0,76 + 0,14
DT (cm) 0,50° + 0,21 0,85+ 0,13 0,98+ 0,12
VU (cm®) 0,18°+0,15 0,53°+0,18 0,84% + 0,35

DCC, diametro cranio caudal; DDV, didametro dorso ventral; DT, diametro transversal, VU, volume uterino.
Letras diferentes na mesma linha indicam p < 0,05.

A correlagdo estabelecida entre o peso e o0 volume ovariano apresentou
coeficiente de correlacéo baixo, sem significancia estatistica para o VOD (r = 0,1958, p
> 0,05) e VOE (r = 0,1188, p > 0,05). Quando avaliamos a correlagdo entre a faixa
etaria e o volume ovariano, observamos diferenca estatistica para o VOD (r = 0,4827, p
< 0,01) e VOE (r = 0,5526, p < 0,01)

Na tabela 3, os dados mostram a comparacao entre as dimensdes ovarianas e
as faixas etérias, onde foi possivel a observacao segura do 6rgdo. Esse aumento foi
estatisticamente significativo na maioria das variaveis quando ocorreu a mudanca da
faixa etéria juvenil para a subadulta. O VOD e VOE mostraram aumento gradativo até a
faixa etaria adulta. Apos esse periodo, mantiveram-se sem alteracdo significativa de
volume (p > 0,05). Nao foram observadas diferencas significativas nas comparagoes
entre as variaveis ovarianas (COD x COE; EOD x EOE; LOD x LOE; VOD x VOE),
demonstrando que ndo houve diferenca entre o volume dos ovarios dentro da mesma

faixa etéria.
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Tabela 3 — Efeito da faixa etaria nas dimensfes ovarianas (média + desvio padréo) de macacos-da-noite.
(CENP — Ananindeua/PA, 2011).

Variaveis Juvenil Subadulto Adulto Jovem Adulto
Ovarianas 151-364 dias 1a?2anos 3 a4 anos > 5 anos
COD (cm) 0,41° + 0,09 0,734+ 0,09 0,92*4+0,12 0,90 + 0,10
COE (cm) 0,33°*+ 0,01 0,70°* + 0,14 0,88+ 0,16 0,95 + 0,12
EOD (cm) 0,24°* + 0,03 0,42°* +0,10 0,53+ 0,12 0,54** + 0,08
EOE (cm) 0,24°* + 0,02 0,41°* + 0,08 0,53+ 0,12 0,57+ 0,10
LOD (cm) 0,32"* + 0,05 0,58 + 0,10 0,80 + 0,10 0,74**+ 0,13
LOE (cm) 0,274 + 0,03 0,60°* + 0,12 0,697 + 0,12 0,78+ 0,15
VOD (cm®) 0,01°* + 0,00 0,10°* + 0,04 0,21* + 0,09 0,19 + 0,07
VOE (cm®) 0,01°* + 0,00 0,09°** + 0,05 0,18+ 0,08 0,23**+0,11

Médias com letras diferentes indicam p < 0,05. Letras mailsculas comparacéo realizada nas linhas,

Letras minUsculas comparagdo nas colunas.
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2.4 DISCUSSAO

A relacao entre o tamanho dos 6rgaos reprodutivos das fémeas de macacos-da-
noite e a maturidade sexual €& muito importante para estabelecer parametros
reprodutivos em populagbes de cativeiro. Os resultados encontrados na avaliagao
uterina foram muito proximos dos descritos na literatura para essa mesma espécie, em
estudos realizados na mesma populacdo em cativeiro (MONTEIRO et al., 2006,
MONTEIRO et al., 2009). Entretanto, o presente estudo destaca-se dos anteriores por
ter avaliado o efeito da idade sobre o crescimento das variaveis uterinas e ovarianas.

Em humanos, MAUAD et al. (2001) ndo asseguraram a acuracia das medidas
uterinas, sem a visibilizagdo ultrassonografica do colo e localizacdo adequada da
cérvix. Em macacos-da-noite, a ndo visibilizacdo adequada da cérvix nao influenciou
nas medidas uterinas, uma vez que os valores das variaveis uterinas encontrados foram
concordantes com o estudo anatbmico de HERTIG et al. (1976) e os estudos
ultrassonograficos de MONTEIRO et al. (2006) e MONTEIRO et al. (2009).

As fémeas infantis e juvenis que demonstraram Utero alongado, apresentaram o
formato justificado pela caracteristica de achatamento dorsoventral descrito por
MONTEIRO et al. (2009) em nuliparas independente da faixa etaria.

Houve um crescimento maior do Utero durante a transicdo da faixa de idade
juvenil para a subadulta, caracterizado como o periodo em que 0s animais atingem a
maturidade sexual descrita por GOZALO & MONTOYA (1990) e FERNANDEZ-DUQUE
& HUNTINGTON (2002), sugerindo crescimento maior desse O6rgao ocorre durante a
puberdade. Em mulheres, observou-se que ndo ocorrem mudancas no tamanho do
Utero até o inicio da puberdade, época a partir da qual ele cresce de forma rapida e
homogénea (PIIROINEN & KAIHOLA 1975, ORSINI et al., 1984). Fato semelhante ao
observado por HABER (1994), que avaliou o Utero e os ovarios de 178 adolescentes de
idade entre o nascimento e 14 anos e encontrou maior crescimento das variaveis
durante o periodo puberal. MAUAD et al. (2003) também observou esta relacdo entre a

maturidade feminina e o volume uterino.
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Em Aotus, a alta correlacdo encontrada entre os pesos e 0s volumes uterinos foi
particular a este estudo, visto que demais trabalhos em humanos (COHEN et al., 1990)
e também no género Aotus (MONTEIRO et al., 2009) ndo observaram relacéo entre as
variaveis peso e VU. Isto sugere um aumento do VU relacionado com o ganho de peso
em fungdo da idade. Em Macaca fuscata, observamos que os tamanhos do Utero de
fémeas maduras sexualmente foram maiores do que o de fémeas imaturas (HAYAMA
et al., 1997). Em humanos, foi demonstrada uma correlagéo positiva entre a faixa etaria
e 0 volume uterino na faixa dos 10 aos 40 anos (MAUAD et al., 2003). Esse resultado é
similar ao encontrado no presente estudo; ou seja, a medida que a faixa etaria
aumenta, o volume uterino de macacos-da-noite também aumenta.

Semelhante aos estudos de MONTEIRO et al. (2006) e MONTEIRO et al. (2009),
as faixas etarias analisadas no estudo de comparacéo entre o VU e o niumero de partos
foram aquelas que possuiam fémeas sexualmente maduras, acasaladas e em
reproducdo. O numero de partos foi fator determinante no aumento da maioria das
variaveis uterinas e principalmente do VU, em Aotus azarai infulatus. Em humanos,
estudo semelhante foi conduzido por MAUAD et al. (2001), que observaram também em
mulheres, a variacdo do volume uterino em funcdo do nimero de partos, utilizando o
exame de ultrassom. A fraca interacdo presente entre a faixa etaria e o numero de
partos € um indicativo de que o numero de partos é o mais importante fator de
crescimento uterino apés o estimulo hormonal do periodo de maturidade sexual.

O estudo da estrutura ovariana nessa espécie por meio da ultrassonografia é
recente e tem se mostrado dificultosa inclusive em fémeas adultas. A grande mobilidade
do LUO e a proximidade entre os ovarios obrigam a uma varredura cuidadosa do
transdutor sobre a superficie abdominal (MONTEIRO et al., 2009). A né&o visibilizacdo
ovariana em fémeas infantis deve estar relacionada ao tecido intersticial deste 6rgao
gque € composto por apenas um tipo celular em fémeas jovens tornando a
ecogenicidade do 6rgdo homogénea (VERAS, 2004). Fato semelhante ao que ocorreu
impedindo a observacdo de foliculos durante os exames, devido a constituicdo do
parénguima ovariano descrito por ECKSTEIN (1958) e HERTIG et al. (1976).
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Os valores das variaveis ovarianas estdo de acordo com os achados de
MONTEIRO et al. (2009). Os resultados demonstraram que as dimensfes ovarianas
aumentam em funcdo da faixa etaria. O crescimento ovariano deve ser relacionado
mais a faixa etaria em fémeas de macacos-da-noite, do que ao peso, por causa da
correlacao significativa entre as faixas etérias e VOD e VOE. O aumento progressivo do
volume dos ovarios em funcéo da idade foi observado em primatas da espécie Macaca
fuscata fuscata (NOZAKI et al., 1997) e também em humanos (LASS & BRINSDEN,
1999), mas ndo havia antes sido descrito para os Aotus. O periodo de maturidade
sexual da espécie, descrito por DIXSON (1994) coincidiu com o periodo de maior
crescimento dos ovarios em nosso estudo, e tem provavel relagdo com agéo hormonal
e o inicio da atividade ciclica com consequente presenca de suas estruturas, como
foliculos e CL.

O VOD e VOE também nédo variaram significativamente entre as adultas,
sugerindo que nao havia animais em fase de senescéncia reprodutiva ou a presenca de
processos patologicos. Dessa forma, j& que ndo houve a visibilizacdo de CL e foliculos,
apenas estudos endocrinolégicos e histologicos associados a ultrassonografia poderiam

confirmar esta relagcdo para macacos-da-noite.
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2.5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir que ha uma
enorme necessidade de apoiar os estudos voltados a obtencdo de maior conhecimento
sobre reproducdo em cativeiro da fauna de primatas na Amazonia, para 0S quais
informacdes basicas sobre uma ampla gama de aspectos de sua biologia reprodutiva,
ainda sdo escassas. Aléem disso, a pesquisa sobre a reproducdo de primatas
neotropicais em cativeiro é importante porque pode aumentar o desempenho
reprodutivo das espécies utilizadas na pesquisa biomédica e eliminar a necessidade de
usar animais de vida livre. Neste contexto, os resultados apresentados neste estudo
podem contribuir para aumentar o conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva de
macacos-da-noite, pois evidenciaram que o volume uterino dos macacos-da-noite &
diretamente proporcional ao peso, a idade e ao nimero de partos, assim como 0
volume ovariano é proporcional ao peso e a idade das fémeas e que o periodo de maior
crescimento ovariano corresponde ao intervalo entre os 150 dias de vida e a

maturidade sexual.
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CAPITULO 3 - ESTUDO DO EVENTO FOLICULAR DE MACACO-DA-NOITE (Aotus
azarai infulatus) POR ULTRASSOM MODO B E DOPPLER E CITOLOGIA VAGINAL

RESUMO - Realizou-se exame ultrassonografico para determinacdo da
viabilidade da técnica, associado a citologia vaginal para o estudo do evento folicular
em fémeas de macacos-da-noite (Aotus azarai infulatus). Foram utilizados 12 animais,
condicionados ao exame ultrassonografico. Os animais foram analisados durante trés
meses consecutivos, a cada 48 horas, para avaliacdo e mapeamento do padrdo do
crescimento folicular em ambos os ovarios, avaliacdo por meio da dopplerfluxometria
das alteracbes hemodindmicas locais durante o periodo peri-ovulatorio, e por
colpocitologia, afim de avaliar o padrdo de proliferacdo das células vaginais em funcao
da presenca de foliculos. As fémeas apresentaram 44 eventos de crescimento folicular,
com duas a trés ondas foliculares cada, com intervalo médio de 17+1,13 (média + erro
padrdo) dias entre eles. Os indices, IR e IP demonstraram a alteracdo na atividade
hemodinamica em funcdo do crescimento folicular com diminuicdo dos indices, IR =
0,79 £0,06 (p<0,05)eIP =1,80 0,34 (p <0,05), préximo ao periodo com foliculos de
maior diametro. A citologia vaginal ndo foi eficaz para determinar as fases do ciclo
ovariano. O ultrassom mostrou-se um bom método auxiliar para o monitoramento do

evento folicular de macacos-da-noite, em modo-B e Doppler.

Palavras-Chave: Aotus sp.; colpocitologia; doppler; foliculogénese; ginecologia;

primatas neotropicais
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CHAPTER 3 — STUDY OF FOLLICULAR EVENT IN OWL MONKEYS (Aotus azarai
infulatus) BY B-MODE AND DOPPLER ULTRASOUND AND VAGINAL CYTOLOGY

SUMMARY - Ultrasonography was performed to determine the viability of the
technic associated to vaginal cytology for the study in female follicular the owl monkeys
(Aotus azarai infulatus). We used 12 animals, used to ultrasound examination. The
animals were analyzed for three consecutive months, every 48 hours for evaluation and
mapping of follicular growth in both ovaries, by the Doppler ultrasound assessment of
local hemodynamic changes during the peri-ovulatory, and cytology in order to analyze
the pattern of vaginal cell proliferation due to follicles. Females had 44 events of
follicular growth, with two to three follicular waves each, with a mean interval of 17 +
1.13 (mean + SEM) days between them. The indexes, RI and Pl showed the change in
hemodynamic activity as a function of follicular growth with decreasing rates, Rl = 0.79 +
0.06 (p <0.05) and Pl = 1.80 + 0.34 (p <0.05), with follicles around the time of greatest
diameter. The vaginal cytology was not effective for determining stages of ovarian cycle.
Ultrasound proved to be a good auxiliar method for follicular event monitoring in owl
monkeys, by B-mode and Doppler.

Keywords: Aotus sp. cytology; folliculogenesis; gynecology; hemodynamics; neotropical

primates
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3.1 INTRODUCAO

Os primatas ndo humanos sdo animais extremamente importantes para a
biodiversidade, uma vez que contribuem com a variedade de suas espécies dentro do
ecossistema (WOLFE et al., 2000). Reverter o quadro de desaparecimento de espécies
de PNH ameacados de extincdo € um dos objetivos de pesquisas envolvendo a
reproducdo de primatas. Pesquisas desenvolvidas com animais criados em condicdes
controladas fornecem informacgfes relevantes sobre a base fisiolégica dos eventos
reprodutivos.

O Centro Nacional de Primatas (CENP), instituicdo vinculada ao Instituo Evandro
Chagas e a secretaria de vigilancia em saude do Ministério da Saude, esta voltado ao
desenvolvimento de pesquisas biomédicas na regido Amazonica e possui uma col6nia
de macacos-da-noite destinada a esses estudos reprodutivos. A reproducdo em
cativeiro da espécie ja foi considerada dificil (DIXSON, 1994). MALAGA et al. (1997)
sugeriram, que a capacidade reprodutiva de macacos-da-noite depende de praticas de
manejo que simulem ao maximo a estrutura social observada em seu ambiente natural.

Nos ultimos anos, aumentaram os estudos relacionados a reproducdo em
cativeiro de animais do género Aotus (MONTEIRO et al., 2006; VALLE et al., 2006;
SCHULER et al., 2007; MONTEIRO et al., 2009; SCHULER et al., 2010; COUTINHO et
al., 2011; MONTEIRO et al., 2011a; MONTEIRO et al., 2011b). Entretanto, 0 sucesso
reprodutivo alcancado em cativeiro, em geral, ndo esta acompanhado de estudos
basicos sobre a fisiologia reprodutiva desse género. O monitoramento do ciclo estral €
um procedimento basico, mesmo que sua execucdo em animais selvagens seja mais
complexa.

Com o advento de equipamentos cada vez mais modernos, a ultrassonografia
tem se tornado uma excelente ferramenta no estudo ginecoldégico em primatas
(MONTEIRO et al., 2009, COUTINHO et al., 2011), permitindo o acompanhamento nao
invasivo de orgaos internos (ORTIZ et al., 2005). Associado a outras técnicas, como a
dopplerfluxometria, que tem sido utilizada no monitoramento gestacional e do ciclo em
animais domeésticos e selvagens (DOMINGUES & CALDAS-BUSSIERE, 2007) e a
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citologia vaginal, técnica mais simples e barata, com excelentes resultados em primatas
de ciclo menstrual, o ultrassom pode ser utilizado como uma ferramenta para monitorar
o evento folicular de macacos-da-noite.

O presente estudo tem como objetivo monitorar o evento folicular de macacos-
da-noite e ampliar os conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva dessa espécie por

meio da ultrassonografia, doppler e citologia vaginal.



42

3.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Centro Nacional de Primatas (CENP/Ananindeua,
PA). Foram utilizadas 12 fémeas adultas, pertencentes a colénia de reproducdo de
macacos-da-noite (Aotus azarai infulatus) do CENP, sendo seis multiparas, quatro
primiparas e duas nuliparas. As fémeas utilizadas foram separadas dos machos e
alojadas em recintos individuais de alvenaria, revestidos em suas laterais e piso por
azulejos e com tela metalica em suas extremidades superior, fundo e frente, mantidas
em sistema fechado, no galpdo de reprodu¢cdo numero |, permanecendo n&o
acasaladas.

Todos os animais foram avaliados por meio de exames fisicos e laboratoriais,
além de exame coproparasitoldgico utilizando exame direto, técnicas de flutuacao
(WILLIS, 1927) e sedimentacdo (HOFFMANN et al., 1934).

Os animais foram alimentados conforme o manejo adotado pelo CENP,
recebendo diversos tipos de frutas, legumes, raizes, tubérculos, leite, ovos, ragao
comercial para cebideos®. Também foi fornecida suplementacao diaria de aminoacido a

0,5g/Kg de massa corporal, vitaminas, macro e micro minerais” e agua ad libitum.

3.2.1 Condicionamento dos animais ao exame ultrassonografico

Diariamente, durante 30 dias, as fémeas foram condicionadas ao exame de
ultrassom, por meio de recompensa de alimentos. As fémeas foram levadas ao
ambulatério do galpdo de reproducdo do CENP em caixa de transporte animal e apos
serem retiradas da caixa, foram contidas fisicamente, com auxilio de luvas de couro,

para realizacdo do exame.

4 Cebidae P18 Megazoo, Racdes Megazoo, Betim-MG, Brasil
® Aminomix Pet - Vetnil Inddstria e Produtos Veterinarios Ltda, Louveira-SP, Brasil
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3.2.2 Estudo ultrassonogréafico do evento folicular

Foram realizados exames ultrassonograficos modo-B e Doppler Triplex da regido
abdominal, com intervalo de 48 horas entre eles, para o monitoramento do ciclo
ovariano, durante 90 dias, totalizando 45 repeti¢cdes para cada animal.

As fémeas, ap0s contenc¢do, foram colocadas em posi¢ao supina e foi realizada a
tricotomia da regido abdominal, sempre que necessario. Para auxilio no exame, foi
utilizado gel a base de agua. Durante a realizagdo do exame as fémeas foram
recompensadas com diversos tipos de frutas, seguindo os métodos descritos por
MONTEIRO et al. (2009) e MONTEIRO et al. (2011a).

Utilizou-se o equipamento de ultrassom MyLab30 VET Gold®°, equipado com
transdutor linear multifrequencial (LA435 - 6 a 18 MHz). As imagens obtidas foram
analisadas em monitor de LCD 15” de alta performance, realizadas a cega por meio de
um avaliador experiente, objetivando-se localizar e avaliar os ovarios de acordo com
tamanho, forma, posicdo, padrao de crescimento folicular, ovulacdo e formacao do
corpo lateo.

A identificagdo dos foliculos foi definida pela visibilizagdo de estruturas com
conteudo anecogénico e de contorno regular no estroma ovariano. Para estimar a
ovulagédo, o parametro utilizado foi a visibilizagdo do foliculo com maior diametro,
seguido da nao visibilizacdo da mesma estrutura no exame seguinte. O intervalo entre
dois periodos de crescimento folicular foi definido como um ciclo.

Ao modo doppler triplex foram avaliadas as caracteristicas hemodinamicas das
artérias iliacas interna direita (AlID) e esquerda (AIIE), os vasos foram identificados e
avaliados em corte longitudinal. As ondas de velocidade do fluxo sanguineo foram
obtidas posicionando uma amostra do volume ao doppler colorido seguido do doppler
espectral, segundo descrito por DOMINGUES et al. (2007) . Os indices de resisténcia
(IR) e pulsatividade (IP) foram calculados automaticamente pelo equipamento apés

medicado adequada da imagem congelada, utilizando os calipers.

® Esaote, Genoa Via A. Siffredi, 58 16153 Genova, Italia.
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Os resultados dos calculos ginecoldégicos foram resumidos em relatorios de
exame de ultrassom, contidos no proprio equipamento e posteriormente gravados em

dispositivo de armazenamento de dados, HD externo portatil 250 GB’.

3.2.3 Citologia Vaginal

Apés o exame ultrassonografico, as fémeas passaram por exame de
colpocitologia. Para a coleta foram utilizadas escovas ginecolégicas cervicais®, com
cerdas de formato levemente conico (2.0cm de comprimento). Realizou-se previamente
a limpeza da regido vulvar com algodédo embebido em solucéo fisioldégica e em seguida
a escova cervical foi introduzida no vestibulo vulvar até o fundo do saco vaginal e
rotacionado em sentido horario. Apés a realizacdo dos exames as fémeas eram
novamente recompensadas, seguindo os métodos descritos por MONTEIRO et al.
(2009) e MONTEIRO et al. (2011a).

O material coletado foi disposto, por suave rolamento em toda superficie de
lamina para microscopia. As laminas foram secas ao ar e devidamente identificadas,
sendo coradas em panético rapido®. As leituras foram realizadas em microscopia de

luz*®

com objetivas de 10X e 20X ou, ocasionalmente, em objetiva de 40X, para
confirmacgéo do tipo celular. A diferenciacdo dos tipos celulares foi realizada a partir do
indice cariopicnético segundo BLAKLEY (1969).

As células foram classificadas em trés grupos formados por quatro tipos
celulares: células basais e parabasais; intermediérias; e superficiais. Cem células foram
contadas por lamina e determinou-se a predominancia celular de acordo com os tipos
celulares citados.

Os ciclos observados foram divididos em trés momentos (M1, M2 e M3), sendo
M1 o primeiro dia estimado, portanto o inicio da fase luteinica. M2 a metade do ciclo,
portanto inicio da fase proliferativa ou folicular e M3 o dia da observacédo do foliculo de

maior diametro, definido como ultimo dia do ciclo.

" Samsung eletrénica da Amazonia Ltda, Av. itauba, BR 319 km 03, Manaus-AM, Brasil
8 Kolplast® Kolplast ci Ltda. S&o Paulo-SP, Brasil

9 Larboclin Ltda, Pinhais - PR, Brasil

19| eica CME, Buffalo, New York, USA
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3.2.4 Anédlise estatistica

Foram calculados parametros basicos da estatistica descritiva para todas as
variaveis analisadas, incluindo a duracdo média dos eventos foliculares observados e a
analise dos dados ultrassonograficos doppler, comparando as médias dentre os
periodos peri-ovulatorio e a média de todo ciclo. Foram realizados testes de correlacédo
de Pearson entre 0 numero de partos e a nimero de eventos foliculares observados em
cada fémea.

Para avaliacdo dos dados de colpocitologia foi realizada analise de variancia
(ANOVA - um critério), com regressao polinomial e aplicado teste de média (Tukey) das
médias obtidas para cada tipo celular e o periodo do ciclo. Todas as analises foram

realizadas com nivel de significancia de até 5% de probabilidade.
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3.3 RESULTADOS

Na avaliacdo fisica e laboratorial os animais selecionados mostraram-se
saudaveis, apresentando valores hematoldgicos normais e coproparasitologia negativa.

O condicionamento dos animais aos exames foi eficientepds o periodo de
aclimatacdo ao procedimento de contencdo, durante a execucdo dos exames, as
fémeas se tornaram mais colaborativas. A vocalizagdo, miccdo e defecacdo foram
observadas apenas durante a captura no recinto e retirada do animal da caixa de
transporte. Durante o exame ultrassonografico, apenas tentativas de fuga foram
observadas. Na colheita de exame colpocitolégico as fémeas apresentaram desconforto
pela introducdo da escova ginecolégica na vagina e por isso, ocasionalmente
defecavam.

O tempo médio de exame ultrassonogréfico e colpocitoldgico foi de 10 minutos.
As imagens adquiridas apresentaram boa qualidade e uma mensuracéo das dimensdes

dos ovarios e utero foi suficiente para produzir medidas fidedignas.

3.3.1 Ultrassonografia
O ultrassom permitiu 6tima visibilizagdo da estrutura ovariana, com ovarios
localizados em posicdo latero-cranial ao Utero, em intima relagdo com as artérias e

veias iliacas internas (Figura 3).

Figura 3. (A) Imagem ultrassonografica do Utero e ovario direito de fémea primipara de macaco-da-noite
em corte sagital. (B) Imagem ultrassonografica da artéria e veia iliaca interna esquerda em imagem
Doppler colorido e parte do ovario (seta) (CENP — Ananindeua/PA, 2011).
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Os ovarios apresentaram formato arredondado, levemente ovalado,
ecogenicidade homogénea, hipoecdica e volume de 0,32 + 0,05 cm® (Média + D.P.)
para o ovario direito e 0,38 + 0,09 cm® para o esquerdo. Observaram-se foliculos em
crescimento e em varios estagios de desenvolvimento.

Os foliculos apresentaram aspecto ecogénico normal e crescimento mensuravel
na ultrassonografia, com ecogenicidade homogénea, anecoica, formato arredondado,
ocupando o estroma ovariano e em geral ndo extrapolando os bordos do 6rgédo. A
presenca dos foliculos tornou o estroma ovariano heterogéneo ao ultrassom e permitiu
diferencia-los de CL. A visibilizac&o folicular ocorreu de forma frequente em intervalo
medio de 17 = 1,13 dias (média * E.P).

Foram observados 44 eventos compativeis com o crescimento folicular, com 22
eventos em cada ovéario. Duas fémeas apresentaram dois eventos, quatro fémeas
apresentaram trés, outras duas apresentaram quatro eventos e outras quatro
apresentaram cinco. Dentre estes eventos, 21 (47%) apresentaram duas ou trés ondas
foliculares identificadas pela ultrassonografia, com crescimento e regressao de foliculos
nao dominantes antes da expressado do foliculo com maior diametro (Figura 4). Nao
houve correlacdo entre o nimero de partos e a presenca de ciclos regulares (r = 0,2315
p > 0,05) e todas as fémeas apresentaram pelo menos um ciclo dentro do intervalo

médio.

Figura 4. Imagem ultrassonogréfica do ovério direito de fémea primipara em corte transversal,
apresentando foliculo pré-ovulatério (seta). (CENP — Ananindeua/PA, 2012).
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O diametro médio dos foliculos foi de 0,37 cm, com foliculos de até 0,8 cm e néo
menores a 0,2 cm. O CL néao foi visivel, portanto os foliculos maiores que 0,4 cm de
diametro, que desapareceram no exame seguinte a sua Ultima visibilizacdo e nao
retornavam com a imagem de um foliculo maior ou em desenvolvimento foram

considerados foliculos ovulatérios.

3.3.2 Dopplerfluxometria das artérias iliacas

As artérias ovarianas e uterinas foram de dificil identificacdo e com isso as AlID e AllE,
de maior calibre, foram mais bem visibilizadas e por isso, foram utilizadas para o exame
de dopplerfluxometria. As AlID e AIIE bem visibilizadas em modo B estdo paralelas as
veias iliacas internas, com espectro de ondas normais, bem visibilizado em modo

Doppler (Figura 5).

Figura 5. Imagem ultrassonogréfica da artéria e veia iliaca interna direita com espectro de ondas normais,
bem visibilizadas em modo Triplex doppler em macaco-da-noite (Aotus azarai infulatus) (CENP —
Ananindeua/PA, 2011).
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O IR apresentou variacao significativa (p < 0,05) tendo sido o valor médio na AllID
0,84 £ 0,07, maior que o IR de exames proximos a observacdo de foliculos de maior
diametro (FMD), até 96 horas antes ou depois, no mesmo vaso (0,79 £ 0,06). Para AllE
o IR sofreu a mesma variacdo, sendo a meédia igual a 0,85 £ 0,06, com diminui¢éo (0,78
+ 0,04) no periodo ovulatorio.

O IP mostrou discreta diminuicdo proxima a possivel ovulagdo, com aumento
apos este periodo. O IP médio da AlID apresentou média de 2,24 + 0,52, enquanto no
periodo préximo a visibilizacdo de foliculos com maior diametro, esse valor baixou para
1,80 £ 0,34 (p < 0,05), uma queda de quase 20%. Na AlIE, onde o IP médio foi de 2,31
+ 0,49 e de 1,80 + 031, com queda pouco maior a 20 %, para periodo com maiores
foliculos (p < 0,05) (Tabela 4). O ovario com foliculo de maior didmetro apresentou

sempre os IR e IP menores que o ovario contralateral.

Tabela 4 — indices de resisténcia e pulsatividade nas artérias iliacas esquerda e direita (média + D.P.),
valor médio e valor na presenca de foliculo de maior didmetro (FMD) em fémeas de macacos-da-noite
(Aotus azarai infulatus) (CENP — Ananindeua/PA, 2011).

) IR IP
Artéria/lndice
Médio FMD Médio FMD
a b a b
AlID 0,84 +0,07 0,79 +0,06 2,24 +0,52 1,80 +0,34
a b a b
AllE 0,85 +0,06 0,78 + 0,04 2,31 +0,49 1,80 +031

Médias com letras diferentes indicam p < 0,05. Letras minUsculas comparacao realizada entre as colunas
para cada indice.

3.3.3 Citologia vaginal

A utilizacdo da escova ginecoldgica mostrou-se adequada para realizar o exame
na espécie, promovendo leve incbmodo mecanico, porém sem promover lesdo vulvar
ou vaginal. A presenca de secregdo vaginal mucosserosa, mostrou-se conscidente com
o periodo de observacdo de foliculos pela ultrassonografia. O exame colpocitolégico
permitiu a visibilizacdo de todos os tipos celulares (basais/parabasais; intermediérias e

superficiais) em 540 exames.
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As células basais, parabasais, intermediarias e superficiais foram caracterizadas
de acordo com os estudos de BLAKLEY (1969) e DIXSON (1983). Comparativamente,
as células basais e parabasais foram predominantes (p < 0,05) ao longo de todo o
estudo e ndo houve diferencas estatisticas entre os tipos celulares influenciadas pela

presenca de foliculos (p > 0,05), como descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncia (Média + D.P.) de células basais/parabasais, intermediarias e superficiais
observadas no ciclo ovariano em macacos-da-noite (Aotus azarai infulatus), por meio do
esfregaco vaginal (CENP — Ananindeua/PA, 2011).

Dia PaBrZZ:sS;is Intermediéarias Superficiais
1 50,12 + 20,14" 28,69 + 14,42°* 21.17 + 16,36™
3 48,97 + 19,812 29,42 + 14,77" 21,60 + 19,38
5 47,87 + 20,3324 29,30 + 16,00"* 22,82 + 14,61
7 39,52 + 18,682" 29,13 + 13,95"* 28,71 + 19,59
9 46,14 + 17,37 28,82 + 16,18 25,02 + 13,63
11 45,48 + 18,512 29,25 + 14,70°* 25,25 + 17,78
13 50,34 + 22,64" 27,71 + 14,34** 21,93 + 18,74
15 44,42 + 19,582 27,39 + 13,36™ 28,17 + 17,30"*
17 47,54 + 16,98 30,20 + 09,98 22,25 + 14,32

Médias com letras diferentes indicam p < 0,05. Letras mailsculas comparacao realizada nas linhas,
Letras minUsculas comparagédo nas colunas.

Quando foram comparados os momentos do ciclo estimado (M1, M2 e M3) e a
predominancia dos tipos celulares, também ndo se observou diferenca estatistica (p >
0,05). Foi possivel verificar que ndo houve diferenca entre os tipos celulares nos
periodos foliculares e luteinico (p > 0,05) do ciclo de macacos-da-noite e com isso, ndo

se determinou a duragdo de cada uma das fases (Tabela 6).
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Tabela 6 — Frequéncia de células basais/parabasais, intermediarias e superficiais presentes em trés
momentos (inicio - M1, meio - M2 e fim - M3) do ciclo ovariano de Aotus
mantidos em cativeiro (CENP — Ananindeua/PA, 2011).

azarai infulatus

Tipos Celulares Momentos Média = D.P. Variagao
Minimo  Maximo
Basais/parabasais M1 50,12 + 20,142 7,00 86,00
M2 45,05 + 15,602 7,00 82,00
M3 45,64 + 18,742 3,00 53,00
Intermediérias M1 28,69 + 14,424 5,00 70,00
M2 29,05 + 16,402 4,00 85,00
M3 29,82 + 11,862 9,00 62,00
Superficiais M1 21,17 + 16,362 2,00 78,00
M2 23,89 + 12,882 3,00 53,00
M3 24,53 + 16,922 1,00 72,00

Médias com letras iguais entre linhas indicam p > 0,05, dentro de cada tipo celular.
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3.4 DISCUSSAO

Diferente dos trabalhos, realizados por MONTEIRO et al. (2006), MONTEIRO et
al. (2009) e COUTINHO et al. (2011), que adotaram o sistema de trés medi¢cdes para
cada ovario, neste estudo as mensurac¢des ovarianas, para o calculo do volume dos
ovéarios foram realizadas a partir de uma Unica imagem. Com a utilizacdo de um
equipamento mais avancado e transdutor de alta resolugdo, em comparacdo ao
utilizado nos estudos anteriores, percebeu-se que a analise das imagens ap0s 0s
exames foi viavel e contribuiu para a agilidade dos exames, com menor tempo de
contencao e consequente diminuicdo do comportamento de estresse.

A diminuicdo do comportamento de estresse dos animais durante o estudo foi
importante para evitar que mecanismos neuroenddcrinos interferissem no ciclo estral.
Sabe-se que o aumento da concentracdo plasmatica do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH) pode inibir a acdo de hormdénios reprodutivos e consequentemente interromper
um ciclo ou levar o animal ao anestro (RIVIER & RIVEST, 1991). Juntamente ao menor
tempo de contencédo pela técnica de exame ultrassonografico, o periodo de adaptacdo
e a oferta de frutas tiveram resultados positivos, semelhantes ao de MONTEIRO et al.
(2009) e MONTEIRO et al. (2011a). A mudanca do comportamento dos animais durante
o estudo e a observagéo frequente de foliculos demonstra a eficacia da técnica.

Os resultados encontrados na citologia vaginal corroboram com a literatura
(CICMANEK & CAMPBELL, 1977; BONNEY & SETCHELL, 1980 e DIXSON, 1983), que
nao encontra padroes repetidos de proliferacao e diferenciacéo celulares em funcéo de
um evento ciclico em macacos-da-noite. Outros autores citam a mesma caracteristica
para outras espécies neotropicais (HAMPTON & HAMPTON, 1979; HEARN, 1978;
EPPLE & KATZ, 1983; MORAES et al., 2001). Todos utilizaram swabs para realizar
suas coletas.

O presente estudo nédo concorda com FERREIRA (1998) que realizou estudo
similar em Aotus azarai infulatus, e afirma que a presenca de células superficiais
durante a fase de estro pode ser observada pela citologia vaginal, com predominéancia

de 70%. Esse autor utilizou a mesma populacéo do presente trabalho, utilizando swabs
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e ndo escovas ginecologicas, o que poderia ter contribuido para um resultado diferente,
em funcdo da capacidade distinta dos dois materiais de promover espoliacdo do
epitélio. Entretanto, a maior capacidade espoliativa da escova deve levar a maior
apreensdo tanto de células basais, quanto intermediarias e superficiais. Portanto a
maior capacidade de apreensdao celular da escova, que possibilitou uma amostra celular
de qualidade, diante de um epitélio modificado pela acdo hormonal, ndo promoveu
esfregaco vaginal com diferencas significativas entre os tipos celulares, provavelmente
em funcdo da ndo modificacao deste epitélio durante o evento folicular.

Em PN, a citologia é um método eficaz na caracterizacdo do periodo estral, com
trabalhos em algumas espécies, como Cebus apella (WRIGHT & BUSH, 1977; ORTIZ
et al., 2005; DOMINGUES et al., 2007), Alouatta caraya (KUGELMEIER et al., 2011),
Atelles geoffroyi (HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2007). O estudo de FERREIRA (1998) foi
0 Unico que apresentou resultados significativos para a predominancia de células
superficiais em Aotus sp.

BONNEY et al. (1979) observaram que néo existe clara diferenca hormonal entre
as fases luteais e folicular em macacos-da-noite, por meio de dosagem de estrégeno e
progesterona plasmaticas por radioimunoensaio, explicando os resultados obtidos no
presente trabalho. Uma vez que ndo ha diferenca hormonal marcante entre as fases do
ciclo, ndo ocorre a diferenca entre os tipos celulares encontrados no exame de
colpocitologia.

O periodo médio de 17 dias entre a observagédo de foliculos de maior diametro
péde indicar um intervalo ciclico, que estda bem proximo da média encontrada nos
estudos de BONNEY et al. (1979) e FERREIRA (1998) para o ciclo de macacos-da-
noite. A ndo visibilizacdo do CL, pela ultrassonografia, dificultou a determinagéo dos
periodos folicular e luteinico, que foram estimados a partir do intervalo de 17 + 1,13
dias. FERNANDEZ-DUQUE et al. (2011) dosando hormonios a partir de amostras fecais
de animais de vida livre, determinaram um ciclo médio de 22 + 3 dias, diferente do
encontrado em animais em cativeiro. O ambiente controlado e as condi¢des nutricionais
podem ser responsaveis por essa diferenca, porém novos estudos devem ser

conduzidos.
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Nesta espécie, o utero € o melhor referencial anatébmico para a localizacédo dos
ovarios. A avaliacdo ultrassonogréafica ovariana mostrou resultados semelhantes aos
descritos por MONTEIRO et al. (2006), MONTEIRO et al. (2009) e COUTINHO et al.
(2011). O volume ovariano superior ao observado nos estudos anteriores em macacos-
da-noite foi influenciado pela presenca de foliculos, apenas observados no presente
estudo que tornaram o volume médio dos ovarios maior que o descrito anteriormente.

O ovério esquerdo foi significativamente maior que o ovario direito, diferente do
estudo de MONTEIRO et al. (2009), e semelhante ao que acontece em humanos, e ao
encontrado no estudo de COUTINHO et al. (2011). Entretanto, isso ndo demonstra uma
maior atividade ovariana, diferente ao descrito por BRASIL (2008) em Leontopithecus
rosalia.

Os foliculos foram identificados como descrito por MONTEIRO et al. (2009),
apresentando diametro semelhante ao encontrado em outras espécies de PN
(DOMINGUES et al., 2007; BRASIL, 2008; ORTIZ et al., 2005). O padrao de
crescimento folicular observado em quase 50% dos eventos foi o de ondas foliculares,
semelhante as demais espécies de mamiferos domésticos (GINTHER et al., 1998;
GINTHER, 2000; GINTHER, 2001; EVANS, 2003), sendo que a descricao de ondas
foliculares em Aotus sp. ndo havia sido descrita anteriormente, e apenas as mulheres
dentre os primatas, possuem essa caracteristica (HODGEN, 1982).

N&o existem dados sobre dopplerfluxometria na avaliacdo da fungédo ovariana em
Aotus sp.. DOMINGUES et al. (2007), realizaram exame doppler em Cebus apella
utilizando contencdo quimica que segundo GASCHEN et al. (2001) tém efeitos
hemodinamicos, podendo alterar o formato das ondas do exame. Com isso, outra
caracteristica Unica deste trabalho foi a realizagdo dos exames apenas utilizando
contencao fisica.

As artérias uterinas e ovarianas foram os vasos de escolha nos estudos
realizados em Cebus (DOMINGUES et al., 2007) e em humanos (BABBER et al., 1988;
THALER et al., 1990; CAETANO et al., 1995) para analises do IR e IP. Em Aotus, estes
vasos possuem calibres razoavelmente diminutos e, portanto, a dificil localizacdo

ultrassonografica e a colaboracédo limitada dos animais para a realizacdo do exame



55

doppler inviabilizam a mensuracdo desses parametros. Para 0s vasos relacionados a
irrigac@o de 6rgaos do sistema reprodutivo, a artéria iliaca € o vaso de maior calibre e
por isso, melhor visibilizado no exame ultrassonografico. Segundo THALER et al.
(1990), a forma do sinal ou onda doppler reflete a impedéancia na vascularizacao situada
posteriormente ao local da medida, portanto a avaliacdo das artérias iliacas seria valida
para rastrear o comportamento hemodindmico nos ovarios em funcdo do evento
folicular.

Segundo COLLINS et al. (1991), o IR e o IP diminuiram progressivamente no
inicio da elevacédo do pico de LH, momento em que se observou a presenca de foliculos
pré-ovulatorios em estudo realizado em mulheres, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo. A atividade dos hormdnios sexuais e fatores do
crescimento aumentam o metabolismo na regido ovariana para o crescimento folicular,
ovulacéo e formagéo do CL nas fémeas, com neovascularizagdo e dilatagdo dos vasos
locais, indicando que a perfusdo sanguinea ovariana também tem caracteristicas
ciclicas, com aumento no periodo periovulatorio, e com a visibilizacdo? deste aumento
na modificacdo dos indices vasculares, assim como descrito por KOSTER et al. (2001),
em trabalho realizado em cadelas e DOMINGUES et al. (2007), que considerou que em

Cebus apela, os indices IP e IR sofrem alteragéo nos dias proximos a ovulagéo.
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3.5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir que na
metodologia adotada, a citologia vaginal ndo foi um método eficaz para determinar as
fases do ciclo ovariano e ndo se modifica em funcéo do evento folicular de macacos-da-
noite. O ultrassom mostrou-se um bom método auxiliar para 0 monitoramento do ciclo
ovariano de macacos-da-noite, em modo-B e doppler, que se mostrou uma alternativa

para o acompanhamento do evento ciclico nessa espécie e em outros primatas.
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