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RESUMO

FERRAZ, M. C. AVALIACAO DE PRIMATAS DA ESPECIE CALLITHRIX
JACCHUS SUBMETIDOS AO CATIVEIRO. Botucatu, 2013, 211 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Os condicionamentos classico e instrumental com a utilizacdo de reforco positivo
aplicados aos animais da espécie Callithrix jacchus foram efetuados com
praticidade e sucesso. Neste estudo as concentracdes da IgA salivar na espécie
de primatas Callithrix jacchus foram muito baixas. Sendo essa espécie utilizada
como modelo biolégico em diversos estudos e sendo a imunoglobulina A
importante na verificacdo do status imunoldgico e como indicadora para medir o
estresse em varios animais incluindo primatas ndo humanos, sugerimos novos
estudos utilizando outras técnicas para a quantificacdo da IgA presente na saliva
destes animais. Possivelmente devido as condigbes estruturais e ao
desconhecimento do histérico dos animais, ndo foi possivel concluir a validacao
fisiolégica para os metabolitos fecais de glicocorticoides na espécie em estudo.
Sendo assim para obter resultados fidedignos em pesquisas utilizando estes
animais como modelo experimental, se faz necessario possuir estrutura contra frio
e calor intenso, assim como manter os animais em local protegido de visitantes,
sons e outros animais. Além disso, existe a necessidade do conhecimento do
histérico dos animais e da utilizacdo de uma colénia coesa com linhagem
conhecida. Os conjuntos comerciais da Cayman Chemical® para a deteccdo de
progesterona e estradiol em plasma humano utilizado nesse estudo para dosagem
de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol em Callithrix jacchus foram
validados tanto fisiologicamente quanto laboratorialmente permitindo desta forma,
detectar aumentos e diminuicbes nas concentracdes da progesterona durante a
atividade ciclica ovariana e na fase gestacional como também detectar aumentos
e diminuigBes nas concentracfes de estradiol nos periodos antes, durante e apos
as gestacOes. A administracdo da propolis bruta na alimentacdo de Callithrix
jacchus auxiliou no ganho de peso de machos e fémeas antes do periodo

gestacional além de ter colaborado na manutencdo do peso do Grupo Tratado



durante a gestacdo das fémeas, sugerindo desta forma uma melhor converséo
alimentar. Devido a diferenca no comportamento dos animais em dias em que nao
ocorriam eventos estressantes e devido aos relatos descritos na literatura,
sugerimos que a alta incidéncia de natimortos apresentando mal formacdes pode

estar relacionada com os altos niveis de estresse impostos ao grupo.

PALAVRAS-CHAVE: Estresse; Callithrix jacchus; validacdo; primatas,

reproducao.
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ABSTRACT

FERRAZ, M. C. EVALUATION OF PRIMATE CALLITHRIX JACCHUS
SUBMITTED TO CAPTIVITY. Botucatu, 2013, 211 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

The classical and instrumental conditioning using positive reinforcement applied to
animals Callithrix jacchus were made with practicality and success. In this study
the concentrations of salivary IgA in primate species Callithrix jacchus were very
low. Since this species used as a model biological studies and being important in
the immunoglobulin A and immune status check as an indicator to measure the
stress in many animals including non-human primates suggest further studies
using other techniques to quantify IgA in the saliva these animals. Possibly due to
structural conditions and the lack of past animal, could not complete validation for
physiological fecal glucocorticoid metabolites in the species under study. Thus to
obtain reliable results in studies using these animals as an experimental model, it
IS necessary to have a structure against cold and heat, as well as keep the animals
protected site visitors, sounds and other animals. Furthermore, there is a need to
know the history of animals and the use of a known strain with cohesive colony.
The commercial kits from Cayman Chemical ® for detection of progesterone and
estradiol in human plasma used in this study for the determination of fecal
metabolites of progesterone and estradiol Callithrix jacchus were validated both as
laboratory physiologically allowing thereby detect increases or decreases in the
concentration of progesterone during the cyclic ovarian activity during pregnancy
and also as detecting increases and decreases in the concentration of estradiol in
the periods before, during and after pregnancy. The management of the supply of
raw propolis Callithrix jacchus aided in weight gain of males and females before
the gestational period besides having collaborated in maintaining weight during
pregnancy treated group of females, thus suggesting a better feed conversion.
Because of the difference in the behavior of animals in days when no stressful

events occurred and due to reports in the literature, suggest that the high incidence
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of stillbirths presenting malformations may be related to high levels of stress

imposed on the group.

KEY — WORDS: Stress; Callithrix jacchus; validation; primates, reproduction.



CAPITULO 1



INTRODUCAO

Muitas espécies e subespécies de primatas ndo humanos no Brasil
encontram-se ameacadas de extingdo devido a caca, a destruicdo de seus
habitats naturais bem como devido ao comércio clandestino da fauna e flora
(VALLE, 2007), sendo assim o desenvolvimento de novas técnicas destinadas
ao estudo da fisiologia reprodutiva destes animais, bem como as pesquisas
realizadas visando melhor entendimento sobre o impacto causado por fatores
estressantes no bem estar de animais mantidos em cativeiro é de grande
importancia.

Diversas espécies de primatas ndo humanos formam fortes lacos sociais
e, assim como nos humanos, 0s agentes estressores de natureza psicossocial
sdo frequentes em suas vidas (HONESS e MARIN, 2006). Em zooldgicos e
centros de conservacdo o meio social dos animais estda modificado, a
densidade e composicdo das populacdes, bem como a reproducdo sao
condicionadas pelo manejo (ZECCHINI, 2002).

Com a intencao de desenvolver ferramentas de pesquisa que pudessem
ser utilizadas em animais silvestres e que reduzissem ao maximo o estresse
das colheitas, algumas técnicas foram desenvolvidas, como por exemplo, a
promocao do condicionamento (COE 2003; COSTA e PINTO, 2003; LAULE,
2003) e a monitoragdo ndo invasiva da funcdo enddcrina, mensurando
metabolitos fecais e urinarios (MOHLE et al., 2002; SHIMIZU et al., 2003).

As técnicas de monitoracao ndo invasivas permitiram aos pesquisadores
gue fossem analisados aspectos comportamentais, suas relacdes com o0s

hormbnios e o ambiente de cativeiro e sua influéncia no desempenho



reprodutivo (WHITTEN, 1997; WHITTEN et al., 1998; BOINSKY et al., 1999;
PEEL et al.,, 2005). No entanto, para que se possa dosar horménios em
amostras fecais, torna-se necessaria a realizacdo da validacéo das técnicas de
guantificacdo hormonal, pois a forma e o tempo de excre¢cdo dos metabolitos
dos horménios variam muito entre as espécies (WASSER et al., 2000;
NAKAGAWA et al., 2003; CHINNADURALI, 2006).

Sabe-se que durante situacdes de desafio impostas pelo ambiente fisico,
social ou ambos, os sistemas regulatérios do organismo desencadeiam
alteracbes fisiologicas e comportamentais na tentativa de restabelecer a
homeostase organica (Mc EWEN, 2000; Mc EWEN e WINGFIELD, 2003). O
conjunto destas modificacbes € conhecido como resposta ao estresse
(SAPOLSKY, 2002).

Quando a ativacdo dos sistemas de resposta ao estresse ocorre de
forma aguda ela € adaptativa, possibilitando ao individuo uma resposta
imediata, assim aumentando sua chance de sobrevivéncia. Porém quando esta
resposta se torna prolongada, apresentando-se de forma crbnica, a
persisténcia das alteracdes fisiologicas pode ter efeito negativo sobre o
organismo, levando ao surgimento de patologias fisicas e disturbios
comportamentais, este impacto negativo decorrente do estresse crbnico é
conhecido como distresse (MCEWEN 2000; SAPOLSKY et al, 2000;
CHARMANDARI et al., 2005).

Denomina-se distresse portanto, quando o individuo se expfe a uma
situacdo onde ha um grande custo biologico, levando o organismo a desviar o0s

recursos energéticos das funcgdes bioldgicas normais para enfrentar o estressor



(MOBERG, 2000). Este desvio de recursos é 0 que causa os efeitos adversos
do estresse, como a falha na reproducgéo (FOX e HARRISON, 2006).

A espécie Callithrix jacchus vem sendo utilizada como modelo em
diversas areas biomédicas como imunolégica (PRASAD et al., 2007), terapia
celular (SASAKI et al., 2005) e genética (DATSON et al., 2007; KOHU et al.,
2008). Esta espécie € um modelo experimental adequado para o estudo da
funcdo enddcrina uma vez que ha uma extensa bibliografia disponivel sobre
sua endocrinologia, como também pelo seu pequeno porte e por sua alta
adaptabilidade ao cativeiro (SOUSA et al., 2002; REGO, 2008). Por serem
filogeneticamente semelhantes aos seres humanos em situacdes que induzem
a ansiedade estes pequenos primatas estdo sendo cada vez mais utilizados em
pesquisas que envolvam a resposta ao estresse.

Estudos relativos a biologia reprodutiva sdo fundamentais para a
avaliacdo das condicbes gerais das espécies, auxiliando na identificacdo de
variacbes das populacbes de areas definidas com determinado intervalo de
tempo, além de fornecer dados sobre as estratégias de adaptacdo dos animais

em face das mudangas ambientais (WIRZ e RIVIELLO, 2008).



REVISAO DE LITERATURA

1. Sagui comum (Callithrix jacchus)

O Callithrix jacchus conhecido também como sagui comum, é um
pequeno primata arboreo, pertencente a familia Callithrichidae que habita a
Mata Atlantica brasileira (HEARN, 1983). Todas as espécies da familia sdo
onivoras, alimentando-se de grande variedade de material vegetal (exsudatos,
sementes, flores, frutos, néctar dentre outros) e animal (artrépodes, moluscos e
pequenos vertebrados) (AURICCHIO, 1995).

Algumas caracteristicas morfologicas desses primatas sao: auséncia do
terceiro molar, Orbita ocular presa ao cranio, modificagdo das unhas,
manutencdo da forma preénsil do halux e a reducdo no tamanho do corpo
(STEVENSON e RYLAND, 1988; SGAIl, 2007). O desenvolvimento dos
incisivos inferiores e adaptacdes do intestino possibilitaram a estes animais a
extracao e utilizacdo de goma das arvores.

A atividade desses animais é muito intensa, passam a maior parte do
tempo se locomovendo (MIRANDA, 1997) e despendem mais de 60% do dia
em atividades de forrageamento (ERWIN e SACKETT, 1990).

As fémeas de C. jacchus n&o apresentam sinais externos da ovulacgéo,
nao menstruam, os ciclos ovulatérios sao continuos e o estro pds-parto pode
ser observado poucos dias apés o nascimento dos filhotes (CHAMBERS e
HEARN, 1979). Os filhotes na maioria das vezes gémeos sdo amamentados,
normalmente, por um periodo de aproximadamente 70 dias, o desmame é

iniciado 30 dias apds o nascimento, quando os filhotes ja conseguem pegar 0s



alimentos com suas maos ou receber alimentos oferecidos pelos seus parentes
(HEARN, 1983).

O cuidado aos filhotes ndo se restringe ao casal reprodutor (TARDIF,
1994), individuos nao reprodutores também participam no cuidado a prole
(ROUSH e SNOWDON, 2001; HATTORI, 2004). Tal caracteristica €
fundamental a manutencéo da alta taxa reprodutiva, uma vez que implicaria em
uma demanda energética muito alta, tornando-se inviavel para a fémea
reprodutora (TARDIF et al, 1986).

O cuidado cooperativo € um sistema relativamente raro em mamiferos e
em relagcdo aos primatas parece estar restrito somente aos calitriquideos
(SNOWDON e PICKHARD, 1999).

Os individuos cuidadores da prole obtém beneficios em termos de
aptiddo abrangente em grupos familiares, além de que ao atingirem a
maturidade reprodutiva devido a experiéncia obtida enquanto cuidadores,
geralmente tém maior sucesso reprodutivo que os individuos que nao tiveram
tal experiéncia (TARDIF e JAQUISH 1997).

Entre o os mecanismos envolvidos com o monopolio reprodutivo esta a
supressao da fertilidade de fémeas subordinadas (HEARN, 1983). Embora a
inibicdo reprodutiva possa ser expressa em nivel hormonal e/ou
comportamental, Sousa et al., 2005 concluiram gque sob condi¢cées de campo, a
inibicAo comportamental pareceu ser predominante em relacdo a hormonal
uma vez que foi verificado funcionamento ovariano em fémeas subordinadas
ao longo do periodo de estudo.

Digby e Ferrari (1994) proporcionaram novas discussdes, uma vez que

apresentaram a comunidade cientifica a ocorréncia de reproducédo de duas



fémeas, e ndo apenas uma, em um grupo selvagem de sagli comum,
sugerindo ocorrer poliginia.

O conceito de flexibilidade no sistema de acasalamento é entdo
admitido para a espécie, onde embora seja considerada prioritariamente a
monogamica, também podera ocorrer a poliginia e poliandria de modo
ocasional (ARRUDA et al., 2005; SOUSA et al., 2005).

Segundo GUIMARAES (2001), os niveis circulantes de progesterona em
fémeas de primatas neotropicais sao oito a doze vezes mais altos que 0s
encontrados em fémeas de primatas do Velho Mundo e seis a dez vezes mais
altos que os descritos em seres humanos

O primeiro pico de progesterona no plasma das fémeas pode ser
encontrado por volta dos 300 dias de idade, mas o padrao nao sugere ovulacao
normal até 6-12 meses depois (HEARN, 1983).

Hearn e Lunn (1975) descreveram um ciclo com duracdo media de 16.4
dias enquanto Harding et al. (1982) observaram um ciclo ovariano de 30.4 dias.
Estes dois relatos foram oriundos de uma mesma colénia. No entanto, os
animais utilizados no primeiro estudo foram capturados da natureza e no
segundo estudo os saguis utilizados eram nascidos na colonia. O ciclo pode
ser dividido em uma fase folicular de 8.3 + 0,3 dias e uma fase latea de 19.2 +
0.6 dias (HEARN, 1983).

A fase folicular é caracterizada por niveis basais circulantes de
progesterona, aumentos nos niveis de estradiol e um pico pré - ovulatorio de
LH (GILCHRIST et al., 2001).

No plasma de C. jacchus, a fase lutea de cada ciclo ovariano foi definida

a partir do aumento sustentado dos niveis de progesterona plasmatica acima



de 10ng/mL, até a sua reducdo a niveis basais. A ovulacdo deve ocorrer
aproximadamente 24 horas antes do aumento de progesterona acima de
10ng/mL. A fase folicular consiste no restante do ciclo e os niveis de
progesterona sédo encontrados abaixo de 10ng/mL (KENDRICK e DIXSON,
1983).

Saldanha et al. (2005), estudando as alteracbes hormonais antes e pés
parto de pares reprodutores de saguis comuns, observaram que a maioria das
fémeas utilizadas apresentaram na terceira semana apds o0 parto,
concentracbes de progesterona plasmatica acima de 10ng/mL, valores
compativeis com a ovulacao, caracterizando portanto, o estro pds-parto. Esta
espécie em cativeiro ndo apresenta sazonalidade reprodutiva, reproduzindo-se

ao longo de todo ano (VERONA, 2009).

2. ESTRESSE

Quando um animal encontra-se em uma potencial ou real situagdo de
risco o sistema nervoso simpatico autbhomo € ativado imediatamente,
aumentando a atividade da medula das glandulas adrenais desta forma
liberando adrenalina e noradrenalina. Estes hormoénios induzem a liberacao de
glicose pelo figado, o aumento da pressdo sanguinea e dos batimentos
cardiacos, elevam a frequéncia respiratéria, aumentam o metabolismo dos
musculos esqueléticos e no cérebro, induzem a constricdo de vasos
sanguineos esplénicos e estimulam a producédo de células do sistema imune

inato (NELSON, 2000).



Outro sistema ativado é o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), a
partir da ativagdo das células do nucleo paraventricular hipotalamico ocorre
liberacao do fator liberador de corticotrofina (CRF). Este fator alcanca o sistema
sanguineo porta-hipofisario chegando a adeno-hipofise, assim induzindo a
liberacdo do horménio adreno-corticotréfico (ACTH), que por sua vez, induz a
liberacdo de glicocorticoides pelo cortex da adrenal, dos quais o cortisol € o
principal representante nos primatas (GUYTON, 2008).

O conjunto de respostas desencadeadas frente a um agente
estressante (estressor) € chamado de Sindrome Geral da Adaptacdo (SGA) e
pode ser dividido em trés estagios que se diferenciam em decorréncia do
tempo (SELYE, 1959).

O primeiro estagio é chamado de reacdo de alarme e ocorre quando o
animal se defronta com o estressor. Nesta fase, ocorre uma mobilizagdo geral
do organismo na tentativa de adaptacdo as novas condi¢cbes, havendo a
participacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico na estimulacdo da
medula adrenal para a liberacdo de catecolaminas (DANTZER e MORMEDE,
1984).

O segundo estagio, conhecido como adaptacdo ou resisténcia, ocorre
em decorréncia do primeiro, quando o estimulo estressor continua sendo
mantido (SELYE, 1959). Nesta fase, o sistema nervoso autbhomo simpatico
entra em hiperatividade e ha uma estimulagdo intensa do sistema neuro-
enddcrino para a liberacdo de glicocorticdides pelo cértex adrenal. O animal
busca habituar-se a presenca do estressor, entrando num estado no qual a

resposta a este se torna diminuida (DANTZER e MORMEDE, 1984).
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O ultimo estagio, chamado de exaustdo, ocorre quando o estressor é
mantido até que o animal ndo tenha mais capacidade de se adaptar. Ndo ha
descanso, nem retorno & homeostasia (DANTZER e MORMEDE, 1984). As
reservas energéticas vao se esgotando e 0 processo evolui até a morte do
animal por faléncia organica mdltipla. Esta fase ndo € necessariamente
irreversivel, pois depende da importancia dos orgaos afetados. Aléem disso, o
animal pode vir a Obito ja na fase de alarme, pela descompensacdo organica
causada pelo processo (SELYE, 1959).

Outra classificagdo importante do estresse é relacionada a sua natureza,
forma de manifestacdo e consequéncias desencadeadas. Assim, o0 estresse
pode ser chamado de eustresse (quando se tratar de um evento positivo, ou
seja, do estresse necessario a sobrevivéncia do individuo frente a uma
adversidade) ou distresse (quando o estresse desencadeado acabar sendo
prejudicial ao organismo). O eustresse normalmente se relaciona a fase de
alarme do estresse, quando ha retorno a homeostasia, e o distresse as duas
Ultimas fases (resisténcia e exaustdo), nas quais pode comecar a ocorrer
danos organicos (JANOSIK e DAVIES, 1996).

As causas de estresse para 0s animais selvagens mantidos em cativeiro
sédo variadas (PACHALY et al., 1993). O animal encontra-se geralmente em
um ambiente restritivo, com variedade de substratos, plantas, alimentos e
temperatura diferentes das oferecidas na natureza (MADER, 1996). Muitas
vezes 0 horario de alimentacdo e a composicdo de grupos e casais sao
determinados pelos humanos, e o contato homem-animal acaba sendo muito

proximo (MASON, 1991).
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O animal normalmente ndo necessita de nenhum esforco para buscar
alimentos ou procurar um parceiro para a formacdo de casais. A propria
condicdo de desconforto gerada pelo meio, associada a impossibilidade de
fuga, gera uma condicao de estresse intensa para estes animais (MENDOZA,
1991).

As principais causas de estresse para 0s animais selvagens em cativeiro
podem ser agrupadas em algumas categorias. Estressores somaticos, como
sons, imagens e odores estranhos, manipulacdo, mudanca de espaco fisico (de
ambiente), calor e frio excessivos e efeitos de farmacos e agentes quimicos.
Estressores psicoldégicos como, por exemplo, sentimentos de apreensao, que
podem intensificar-se para ansiedade, medo e terror, na sua forma mais
severa. Estressores comportamentais relacionados a disputas territoriais ou
hierarquicas, superpopulacdo, condicdes nao familiares de ambiente,
mudancas no ritmo biolégico, falta de contato social, de privacidade, de
alimentos e de estimulos naturais (ORSINI e BONDAN, 2006).

Os problemas induzidos pelo préprio homem, como o alojamento
proximo de espécies antagbnicas (por exemplo, um predador préximo a uma
presa) e estressores mistos como ma-nutricao, intoxicacdes, acao de agentes
infecciosos e parasitarios, queimaduras, cirurgias, imobilizacdo quimica e fisica
e confinamento também sdo exemplos de causas de estresse (FOWLER,

1986).
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3. ESTRESSE E REPRODUCAO

SELYE (1939) sugeriu uma relacdo entre os hormonios do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), que sédo liberados durante o estresse e
os horménios do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG), demonstrando
assim que o estresse € acompanhado por um aumento da atividade do eixo
HPA e por uma reducao das funcdes reprodutivas. O estresse prolongado inibe
a secrecao de horménio luteinizante (LH) e do horménio foliculo estimulante
(FSH) e bloqueia a ovulacao (DALLMAN et al., 1985; SWANSON e SIMMONS,
1989).

Nos animais silvestres, o estresse da contencdo pode interferir na
propria ciclicidade gonadal, uma das alternativas € o acompanhamento dos
hormdnios gonadais nas excretas (OLIVEIRA et al., 2001).

A reproducdo animal pode ser suprimida ou estimulada pelo estresse,
dependendo da intensidade, do tempo e da habilidade do animal em interagir
com o agente estressor (SHEPHERDSON, 1994). O impacto fisiolégico e
comportamental de um agente estressor é altamente dependente da percepgao
e do tipo de resposta comportamental do individuo.

O estresse cronico pode induzir alteragdes no eixo hipotalamico-
pituitario-gonadal, provocando a reducdo das concentracbes de hormonios
esterdides sexuais, levando a uma reducéo da libido, da atividade sexual ou a
uma supressao reprodutiva com consequente comprometimento reprodutivo

(CARLSTEAD e SHEPHERDSON, 1994).
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A funcao ciclica ovariana pode ser facilmente perturbada por estressores
fisicos ou emocionais que atuam sobre o hipotalamo alterando a secre¢do de
fatores liberadores ou inibidores de hormonios hipofisarios.

O cortisol eleva o nivel de glicemia, pois aumenta a gliconeogénese
hepatica direcionando esta energia para as funcdes essenciais a situacdes de
desafio. Por outro lado a digestdo, o crescimento, a percepcdo da dor e
aspectos fisiolégicos e comportamentais da reproducéo sofrem inibicdo por

acao deste hormonio (GUYTON, 2008).

4. ESTRESSE E SISTEMA IMUNE

Considerando-se estresse e sistema imunoldgico, sabe-se que fatores
estressantes acabam influenciando o sistema imune (BOSCH et al., 2002).

Um dos primeiros cientistas a demonstrar experimentalmente a ligacéo
do estresse com o enfraquecimento do sistema imunoldgico foi Louis Pasteur
(1822- 1895) (VILELA, 2003). Uma alteracdo precoce que se observa durante o
estresse € 0 aumento nos niveis dos hormdnios corticosterdides secretados
pelas glandulas supra-renais. Parece que estes niveis estdo em proporcdes
inversas a eficacia dos mecanismos de adaptacédo (VILELA, 2003).

A glandula supra - renal parece ter um desempenho mais ou menos
seletivo no estresse. Em estados de agressdo, enquanto a cortex secreta
cortisona, a medula da glandula também participa, liberando norepinefrina
(noradrenalina). Nas situacfes estressoras de tensdo e ansiedade a liberacdo

medular privilegia a epinefrina (adrenalina) (VILELA, 2003).
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As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) afetam as reacdes
imunolodgicas, seja por reacao fisiolégica, como por exemplo, a contracdo do
baco, seja por estimulo celular através de receptores especificos
(adrenérgicos) na membrana celular, sugerindo um aumento das
catecolaminas e inibindo assim as respostas de anticorpos (VILELA, 2003).
Portanto as células do sistema imunoldgico encontram-se sob uma complexa
rede de influéncia dos sistemas nervoso e enddcrino.

Estresse interno (infeccdes) e externos (psicolégicos) podem ativar a
liberacdo de citocinas como a IL-1(interleucina-1), que por sua vez,
desencadeia fenbmenos periféricos e centrais. Perifericamente ocorre liberacdo
de citocinas pelos linfocitos, levando a um aumento de proteinas de fase
aguda, liberacéo de cortisol pela adrenal e diminuicdo da atividade das células
natural Killer (NK). O aumento de cortisol por sua vez, funciona como
mecanismo de feedback negativo para inibir a resposta imunoldgica
exacerbada iniciada pela cascata de citocinas (KRONFOL e REMICK, 2000).

A liberagéo de citocinas pré-inflamatérias pode alterar o comportamento
e 0 humor, levando ao aparecimento de uma “sindrome comportamental’
caracterizada por fadiga, mal estar, letargia, diminuicdo do apetite, anedonia e
hipersonia, baixa concentracdo, hiperalgesia e desinteresse pelas atividades
em geral. Este quadro ocorre tipicamente em individuos com infeccbes ou
situacdes de estresse (KENT et al., 1992).

Mediadores como neurotransmissores e hormonios diversos atuam
sinergicamente com outros produtos linfocitarios, macrofagos e moléculas de
produtos inflamatorios na regulagdo de suas acgbes (VILELA, 2003). Os

glicocorticéides e as catecolaminas liberados durante uma situacéo de estresse
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modulam o sistema imunolégico através de seus receptores especificos
presentes nas células alvo (PADGETT e GLASER, 2003). Uma elevada
guantidade de receptores GR (tipo II) de alta especificidade tem sido
encontrada no timo, seguido de uma menor concentracao nos linfonodos, baco
e células mononucleares do sangue periférico (MILLER et al.,1998).

O estresse apresenta um efeito diferencial na funcdo imunologica. O
estresse agudo promove uma imuno estimulacdo, enquanto que o crbnico
desencadeia um processo de imunossupressdo (DHABHAR e McWEN, 1997).
Baseado neste fato a imunoglobulina A estd sendo estudada como uma
possivel indicadora de estresse em varios animais incluindo primatas
(PERSON,1998; FLORENCE et al.,1999; CARVER e HAU,2000).

Também existem relatos na literatura de que a IgA presente na saliva
tem seus niveis reduzidos em humanos em situacées de estresse fisico e
emocional, como em estudantes submetidos a exames e em mulheres
vivenciando situacdes de ansiedade pds-parto (McLLAND et al., 1985; ANNIE e
GROER,1991; GLEESON et al., 1995; DEINZER e SCHULLER 1998; NG, et
al., 1999); por outro lado em situagdes de relaxamento, ocorre um aumento dos
niveis de IgA na saliva (GREEN et al., 1988).

Existe também uma associacdo entre mudancas no humor e
modificagcdes no sistema imune, encontrando correlacdo entre a reducédo de
IgA e humor negativo ou pessimismo (STONE et al.,, 1987; BRENNAN e

CHARNETSKI, 2000).
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5. CONDICIONAMENTO OPERANTE

Além dos comportamentos inatos ou espontdneos, uma variedade de
padroes comportamentais pode ser aprendida. O aprendizado pode ser
classificado em trés categorias distintas: habituacdo, condicionamento de
resposta ou classico, e condicionamento operante ou instrumental (CLASSEN,
2000).

A habituacao é considerada como uma forma primitiva de aprendizado
devido a suas caracteristicas ndo associativas (OVERSTREET, 1977), ja o
condicionamento de resposta ou classico (Pavloviano) é baseado no fato de
gue os animais constroem associacdes entre eventos sucessivos ou estimulos.
Um desses eventos ou estimulos induz uma resposta, a chamada resposta
incondicional. Quando os estimulos incondicionais sdo pareados
repetitivamente com um outro estimulo (estimulo condicionado), o animal ira
formar uma associacao entre esses dois estimulos e finalmente ira extrair a
mesma resposta na auséncia do estimulo ndo condicional, sendo que essa
resposta é chamada de condicionada (CLASSEN, 2000).

Quando uma resposta € seguida de uma recompensa ou por um evento
adverso, a resposta ocorrerd mais rapidamente na oferta da recompensa e
serd menos rapida na situacdo de um evento adverso. Quando por exemplo,
um individuo pressiona uma alavanca e como consequéncia recebe algum
alimento esse individuo tendera a puxar mais a alavanca para receber mais
alimento (MACPHAIL e LEANDER, 1981).

Os beneficios do condicionamento incluem a diminuicdo do estresse,

uma maior flexibilidade e confiabilidade na coleta de dados e reducdo no uso
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de agentes anestésicos. O treinamento também fornece meios para reduzir
comportamentos agonisticos, melhorar os programas de enriquecimento, e
aumentar a seguranca das pessoas que estao envolvidas nos cuidados destes

animais (LAULE, 2003).

6. METODOS NAO INVASIVOS

O material utilizado para dosagens hormonais pode ser plasma ou soro,
saliva, fezes, urina e fezes misturada com urina, como observado em aves
devido a excrecao conjunta (WASSER et al.,, 2002), no entanto os métodos
tradicionais dos estudos endoécrinos, invariavelmente envolvem colheitas
seriadas de sangue para a mensuracao de hormonios.

O uso das metodologias tradicionais é muitas vezes inviavel nas
espécies silvestres, como 0s primatas, por promoverem intensas respostas de
estresse que podem comprometer seriamente o0s resultados de um
experimento (WHITTEN, 1997).

Os calitriguideos ndo exibem sinais claros do seu status reprodutivo.
Como a copula ocorre durante todo o ciclo, ndo pode ser um indicativo da
ocorréncia da ovulacdo (HEARN, 1983). Portanto se faz necessario a aplicacao
de métodos de monitoramento enddcrino para a determinacdo das fases do
ciclo ovariano (HEISTERMANN et al., 1993). Sendo assim a deteccdo de
metabdlitos de hormdnios reprodutivos em urina e fezes permite o
monitoramento reprodutivo ndo invasivo, que além de ndo produzir reacdes do
tipo estresse também néo acarreta alteragbes sociais ou comportamentais que

prejudiquem a fertilidade (ZIEGLER et al., 1996).
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O acesso para a realizacdo das mensuracdes hormonais em urina e/ou
fezes permite o monitoramento a longo prazo da fungéo reprodutiva de animais
em que a colheita diaria de sangue € impraticavel como na espécie Saimiri
Vanzolini (mico de cheiro) em que a colheita de sangue seriada pode colocar
em risco a saude do animal (WASSER et al., 1988; SHIMIZU, 2005).

Heisterman (1993) em seu estudo com calitriquideos relatou um
intervalo médio de 48 horas entre um aumento na progesterona plasmatica e
um aumento significativo nos metabdlitos fecais; ou seja, as quantidades
mensuradas de esteroides fecais refletem um evento que aconteceu ha algum
tempo atras (PALME, 2005).

As amostras fecais para a monitoracdo endocrina devem ser colhidas no
inicio da manh&. A probabilidade de obter a amostra no inicio da manha é de
guase 100% e também para haver uma padronizacao na colheita de amostras.
E comum ocorrer variagdes nas concentracbes de alguns metabdlitos de
esteréides entre o periodo da manha e da tarde podendo levar a falsos
resultados (SOUSA e ZIEGLER, 1998).

A maior parte dos metabolitos fecais € eliminada sob a forma néo-
conjugada (forma livre) devido a acdo enzimatica nas fezes e de bactérias
fecais sobre os metabdlitos que foram conjugados no figado. O metabdlito
excretado, sua forma, o intervalo de tempo entre uma alteracdo sérica dos
niveis de esterdides e a sua correspondente excrecdo nas fezes ou urina,
podem variar consideravelmente entre as espécies e entre os esterdides em
uma mesma espécie animal (GRAHAM, 2001). Assim, a validacdo de métodos
nao invasivos se torna imprescindivel para cada espécie antes da sua

aplicacao (PALME, 2005).
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7. ENZIMOIMUNOENSAIO

As enzimas sao os marcadores mais utilizados na atualidade, com as
vantagens de nao apresentarem riscos associados a exposicdo de
radiois6topos, bem como a possibilidade de amplificacdo catalitica e da
associacdo com outros marcadores, como por exemplo, o0s
guimioluminescentes e fluorescentes, resultando em ensaios de baixo limite de
deteccéo (TSUJI, 1989; JOHANNSSON, 1991).

O exemplo significativo de enzimoimunoensaios (EIE) heterogéneo é o
método que emprega anticorpos imobilizados em placa de poliestireno com
numero variavel de pocos de ensaio.

Em protocolo classico o método é realizado em oito etapas: 1-ativacao
da placa, 2-lavagem, 3-imobilizacdo dos anticorpos, 4-lavagem, 5-incubacéao, 6
-lavagem, 7-adicdo do substrato cromogénio e 8- leitura 6ptica dos pocos. Esse
sistema de placas possibilita a realizacdo do ensaio de maneira que garanta a
uniformidade de todas as etapas tanto para amostras e referéncias, condi¢céo
essencial para a confiabilidade dos dados.

A maioria dos EIE utiliza anticorpos especificos para horménios
esteréides ndo metabolizados ou conjugados de esterdides metabolizados, o
gue os torna mais aplicaveis para a mensuracdo de horménios esterdides
circulantes no sangue ou metabdlitos conjugados na urina, respectivamente.
Entretanto fezes sdo mais faceis de colher do que o soro ou urina, sendo a
analise de esterdides fecais o método preferencial para monitoramento nao
invasivo da funcdo endocrina em animais de cativeiro ou de vida livre (LASLEY

e KIRKPATRICK, 1991; MUNRO et al., 1991; CZEKALA et al.,1994).
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8. VALIDACAO LABORATORIAL

Os kits para dosagens hormonais foram desenvolvidos para a
mensuracdo de hormonios presentes na circulagdo sistémica e, como nas
fezes h&a metabdlitos hormonais e ndo o hormdnio original existe a necessidade
de validacdo das ferramentas de analises, para ndo avaliar erroneamente 0s
niveis encontrados (WASSER et al., 2002).

A obtencdo adequada da especificidade, sensibilidade, precisdo e
reprodutibilidade do ensaio, dependem do controle de precisdo da pipetagem,
controle da temperatura, tempo de incubacado e analise dos dados (BROWN e
STEINMAIN, 2004).

A curva dose resposta é utilizada para medir a acuracia do teste, ou
seja, a quantidade exata do horménio presente na amostra (BROWN e
STEINMAIN, 2004). Por outro lado a curva de paralelismo € realizada para
demonstrar se as amostras se comportam de forma semelhante a curva
padrdo, ou seja, se os metabdlitos dos extratos estdo interagindo com o
anticorpo de forma similar ao horménio usado como padrdo, e se as amostras
estdo localizadas dentro de valores confiaveis dentro da dosagem, sem
subestimar ou superestimar os valores (MOSTL et al., 2005).

Geralmente a variacdo entre ensaios € maior que a variacao dentro do
ensaio. E importante que a concentracdo de hormdnio (dose) tenha valores de
resposta préximos, com um coeficiente de variacdo (CV) de no maximo 20%

(BROWN et al., 2004).
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9. VALIDACAO FISIOLOGICA

A validacao fisiologica indica se as concentragbes de metabolitos de
esterdides encontradas refletem a funcédo gonadal ou adrenal (CATTARUZI,
2008). A validacédo fisiolégica € fundamental para avaliar se a acuracia na
mensuracao hormonal reflete os eventos fisiologicos de interesse. Pode ser
realizada entre dois grupos com diferentes niveis de glicocorticbides ou
esterdides, podendo ser essa producdo obtida por estimulacdo natural ou por
estimulacdo da produgdo hormonal a partir da administracdo de drogas, sendo
utilizada para demonstrar a causa-efeito relacionada entre a administracao
exdgena e subsequente excrecao do horménio (PALME, 2005; CHINNADURAI,

2006)

9.1DESAFIO COM ACTH

Uma das formas de se estabelecer a relevancia fisiologica dos
metabdlitos quantificados € através de desafios hormonais. A injecdo de ACTH
devera estimular a funcao adrenal e aumentar os niveis de metabdlitos de
glicocorticéides na urina e nas fezes apés um determinado tempo de
eliminacdo (WASSER et al., 2000).

O objetivo do desafio com ACTH € estimar o grau de alteracdo existente
na atividade da sintese enzimatica no cértex adrenal provocada por atividade
previa. Essa prova requer a administracdo de uma quantidade suficiente do
horménio para provocar a maxima secrecdo possivel de glicocorticoides pelo

cortex adrenal (BROOM e JHONSON, 1993; DANTZER, 1994).
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10. PROPOLIS

Muitos animais silvestres em vida livre encontram fontes de alimentos
gue ndo sao oferecidas em zooldgicos e locais de preservacdo, como 0S
calitriquideos, que se alimentam da goma que € uma resina liberada por
algumas espécies de arvores, composta por agucares e sais minerais, ricos em
proteinas (CASTRO e ARAUJO, 2006). Sendo assim, a propolis produzida e
elaborada pelas abelhas a partir de secre¢des de arvores, flores e folhas e que
recebe ainda a adicdo de substancias secretadas pelo metabolismo glandular
das abelhas (BURDOCK, 1998) pode auxiliar como um recurso alimentar para
primatas em cativeiro.

Nas Ultimas décadas houve um aumento do interesse dos
pesquisadores em relacdo a prépolis, fato este devido as suas diversas
propriedades biologicas e terapéuticas, como imunomoduladora, antitumoral,
antimicrobriana, antiinflamatoéria, dentre outras (BANKOVA et al.,, 2000;
CASTRO, 2001; ORSI et al.,, 2005; ORSI et al., 2006; SFORCIN, 2007),
podendo atuar, também, na reducdo dos efeitos promovidos por situacdes
estressantes (PALERMO-NETO et al., 2001; MISSIMA et al., 2009).

Garcia et al (2004) demonstraram um maior ganho de peso em coelhos
gue receberam doses mais baixas de propolis na sua alimentacdo. Ferraz
(2008) em seu estudo com primatas das espécies Callithrix jacchus e Callithrix
penicillata demonstrou que 0os animais que receberam a dose mais baixa de
propolis tiveram uma melhor manutencdo do peso corpéreo quando

submetidos ao estresse.
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PEREZ (1989) estudando a dose parenteral da prépolis sobre a resposta
imune em coelhos observou que doses mais altas sugerem uma influéncia
inibitéria, enquanto as mais baixas mostraram melhores resultados refletindo-

se em niveis mais elevados de imunoglobulinas e anticorpos.



CAPITULO 2
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The use of instrumental and classical conditioning with positive reinforcement for
collection of saliva and for the weighing from marmosets (Callithrix jacchus) for

research purposes.

O uso de condicionamentos instrumental e classico com reforco positivo para a

coleta de saliva e pesagem de saguis (Callithrix jacchus) para fins de pesquisa.
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RESUMO: Para gque haja uma melhora no bem-estar de animais selvagens utilizados em
pesquisa € necessario o emprego de técnicas que reduzam os efeitos estressantes aos
quais 0s animais sdo constantemente submetidos. Sabemos que o estresse pode
ocasionar alterages fisiologicas podendo alterar os resultados de um experimento e que
a cooperacao voluntaria obtida através do aprendizado pode minimizar sensacdes de
ansiedade vividas por animais mantidos em laboratorio. Sendo assim a busca de
métodos ndo invasivos para a coleta de material bioldgico e exames laboratoriais € de
grande importancia. O objetivo do presente estudo foi efetuar o condicionamento de
saguis-de-tufo-branco para coletas de saliva e pesagem com finalidade de pesquisa. Para
tanto utilizamos a técnica do condicionamento instrumental com reforco positivo
(recompensa) e de condicionamento classico com reforgo positivo em 24 animais da
espécie Callithrix jacchus adultos, de ambos os sexos. Segundo as condi¢des deste
estudo, todos os animais foram condicionados a coleta de saliva e pesagem de forma
satisfatdria, rapida e eficiente demonstrando que as técnicas de condicionamento
instrumental e classica, nesta espécie, puderam ser realizadas com sucesso.

Palavras-chave: Callithrix jacchus; estresse; condicionamento; bem-estar; pesquisa.

ABSTRACT: To improve the welfare of captive wild animals used in research, it is
necessary to apply methods that minimize the stress to which the animals are constantly
subjected. Stress produces physiological changes that may interfere with the results of
laboratory experiments, and voluntary cooperation through learning may minimize the
anxiety experienced by laboratory animals. It is therefore important to develop non-
invasive methods for the collection of biological samples and the performance of
laboratory exams. The aim of this study was to train common marmosets (Callithrix

jacchus) for the collection of saliva samples and weighing. Instrumental operant
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conditioning with positive reinforcement (reward) and classical conditioningwith
positive reinforcement was applied to 24 adult marmosets of both genders. All animals
were satisfactorily conditioned for the rapid and effective collection of saliva samples
and weighing, demonstrating these conditioning techniques may be successfully applied
to this species.

Key-Words: Callithrix jacchus; stress; conditioning; welfare; research

INTRODUCAO

O estresse € bastante observado em animais selvagens em cativeiro (Pachaly et
al. 1993) sendo assim € necessario que haja uma preocupacdo com a qualidade de vida
das espécies durante o periodo de confinamento, havendo a necessidade de adotarmos
alternativas para a melhoria de seu bem-estar (Costa & Pinto 2003; Laule 2003) como,
por exemplo, a promoc¢édo do condicionamento (Coe 2003; Costa & Pinto 2003; Laule,
2003).

O condicionamento animal é normalmente realizado por meio da oferta de
recompensas ao individuo que apresente uma resposta comportamental desejavel (Coe,
2003). Desta forma, os animais sdo treinados a desenvolver atitudes voluntarias, tais
como a apresentacdo dos membros anteriores para a realizacdo de colheita de sangue
mediante o oferecimento de algo que o animal goste, como por exemplo, determinados
alimentos. Essa é uma pratica bastante utilizada no condicionamento de primatas
superiores (Laule, 2003).

Chama-se condicionamento operante o comportamento associado as suas
consequéncias. O condicionamento operante &€ composto por um estimulo seguido de

uma reacao, se esse comportamento for seguido de resultados agradaveis, seré realizado
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com maior frequencia, mas se for seguido de consequéncias desagradaveis, o
comportamento tende a ser repetido menos vezes (Moura, 2007).

A cooperacéo voluntaria do animal diminui sensa¢cdes como o medo e ansiedade,
que surgem normalmente na realizacdo de procedimentos invasivos, 0 que contribui
para a diminuicdo do estresse (Coe, 2003). O condicionamento com reforco positivo é
normalmente realizado por meio da administracdo de recompensas ao animal que
apresente uma resposta comportamental desejavel. O condicionamento instrumental ou
operante depende da resposta do animal frente ao que foi ensinado. Neste tipo de
treinamento, utiliza-se um “clicker” ou algum instrumento sonoro, que ¢ acionado cada
vez que o animal desempenha corretamente o comportamento pedido, funcionando
como uma ponte entre este momento e a entrega da recompensa (Cipreste & Costa
2002).

Os beneficios do condicionamento incluem a diminuicdo do estresse, uma maior
flexibilidade e confiabilidade na coleta de dados e reducdo no uso de agentes
anestésicos. O treinamento também fornece meios para reduzir comportamentos
agonisticos, melhorar os programas de enriquecimento, € aumentar a seguranca das
pessoas que estdo envolvidas nos cuidados destes animais (Laule, 2003). Além disso,
também reduz a necessidade do uso de contencéo fisica e/ou quimica para a realizagao
de pequenas intervencdes e permiti a dessensibilizacdo dos animais a uma ampla
variedade de fatores estressantes, tais como procedimentos veterinarios e trocas de
recintos.

A ciéncia de animais de laboratdrio considera o bem-estar animal como um dos
principais fatores que podem influenciar o resultado de um experimento, valorizando o
uso ético dos animais e retomando o principio dos trés R's: refinamento, reducdo e

substituicdo (Russel & Burch, 1959).Treinar animais utilizando técnicas de reforco
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positivo reduz significativamente o impacto adverso de procedimentos invasivos sendo,
portanto considerado um refinamento.

Manuseados com frequéncia e submetidos a uma ampla gama de procedimentos
invasivos, primatas ndo humanos em um ambiente de laboratorio tém necessidades
especificas. Neste sentido para que sejam obtidos resultados fidedignos em pesquisas e
para proteger e melhorar o bem-estar dos animais € imprescindivel que estes
procedimentos sejam executados da maneira menos estressante possivel.

O fato de a saliva poder ser facilmente coletada quando comparada a coleta de
sangue, tem despertado especial interesse nos pesquisadores. (Dawes 1993, Moura
2007). Experimentos envolvendo animais selvagens utilizando a saliva para a
determinagdo de hormonios estdo sendo cada vez mais utilizados por ser um método
ndo invasivo, reduzindo assim 0s impactos ocasionados por situacdes de estresse (Cross
& Rogers, 2004).

O reconhecimento individual e a observacdo atenta do comportamento do
individuo ajuda a desenvolver um relacionamento com cada animal, que pode ser
benéfico para seu bem-estar, por exemplo, através da reducdo da ocorréncia de
comportamento agonistico e medo dos seres humanos. Apesar disso, a literatura
cientifica sobre o tema é escassa e o condicionamento ndo é usado tdo amplamente
quanto poderia ser. Isto pode ser devido & escassez de informagdes sobre a forma de
como condicionar os animais, falta de uma avaliagdo sobre as vantagens potenciais do
treinamento aliado a falta de confianca na capacidade de treina-los e a superestimacao
do tempo necessario (Reinhardt, 1997).

Um questionério foi aplicado em 13 estabelecimentos do Reino Unido que
trabalhavam com reproducdo de primatas ndo humanos sobre a utilizacdo do

treinamento. A pesquisa demonstrou que existe uma consciéncia generalizada dos
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beneficios do condicionamento, no entanto o treinamento ndo é utilizado téo
amplamente quanto poderia ser. De acordo com o questionario realizado, isso ocorre
principalmente devido as limitacdes reais, como por exemplo, falta de pessoal e de
tempo (Prescott & Buchanan-Smith, 2007).

Por outro lado com o aumento do interesse no bem-estar psicologico de primatas
ndo humanos, muitos centros de pesquisa estdo usando técnicas de condicionamento,
treinando os animais a participarem voluntariamente nos procedimentos com fins
cientificos, como a coleta de sangue e administracdo de injecdes. O condicionamento
esta se tornando um componente importante nos programas de manejo de primatas ndo

humanos mantidos em laboratdrio (Prescott & Buchanan-Smith, 2007).

OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi proceder os condicionamentos instrumental e
classico com reforgo positivo para 24 primatas da espécie Callithrix jacchus, com a

finalidade de coleta de saliva e pesagem para fins cientificos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-
UNESP, campus de Botucatu — SP — Brasil 22°53°09” latitude sul e 48°26'42”
longitude oeste com temperatura media anual de 22°C.

Foram utilizados 24 animais adultos da espécie Callithrix jacchus, sendo 12

machos e 12 fémeas. Os animais foram alojados em gaiolas medindo 60cm de altura x
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120 cm de largura x 60cm de profundidade sob condi¢des naturais de clima e ciclo
claro-escuro. Foram oferecidas aos animais refeicdes diarias composta de frutas e ovos
pela manhd e uma papa protéica a tarde, oferecendo-se como complemento, larvas de
tenébrios (Tenebrio molitor), uma vez por semana.

O grupo de animais utilizados nesse estudo era heterogéneo, oriundos de lugares
diferentes, sendo assim em uma primeira fase experimental, com duragéo de dois meses,
foram oferecidos diversos tipos de alimentos a fim de que fosse escolhido um preferido
por todos os animais, como por exemplo: papinhas industrializadas para bebé de varios
sabores, queijo petit suisse (danoninho®) e papinhas artesanais feitas com diversas
frutas amassadas acrescidas de mel. O Unico alimento que teve a preferéncia de todos do
grupo foi 0 queijo petit suisse (danoninho®) sendo este posteriormente oferecido como
recompensa.

Na segunda fase experimental os animais foram condicionados duas vezes por
semana durante quatro meses. Para o condicionamento instrumental para a coleta de
saliva utilizamos “swabs” que foram mergulhados no queijo petit suisse para facilitar a
aprendizagem. No momento em que os animais sorviam o “swab” utilizdvamos o

“clicker” (Figura 1) como refor¢o instrumental e em seguida ofereciamos a recompensa.
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Figura 1: “Clicker” utilizado para o condicionamento instrumental para

coleta de saliva em Callithrix jacchus.

O condicionamento classico para a pesagem foi realizado com o auxilio de uma
gaiola experimental menor que era acoplada na gaiola onde os animais estavam alojados
(Figura 2). No inicio do condicionamento, os individuos foram atraidos para a gaiola
experimental com o auxilio de uma colher contendo a recompensa (Danoninho®)
colocada na parte interna da gaiola experimental. Quando os animais desenvolviam o
comportamento desejado (Figura 2) a colher era retirada do interior da gaiola e 0s
animais conduzidos até a balanga onde foram realizadas as pesagens (Figura 3). Apos as
pesagens os individuos eram conduzidos de volta a sua gaiola de origem e recebiam a
recompensa (Figuras 4 e 5). Nas situacfes em que um animal se recusava a executar as
manobras, 0 tempo méaximo que permaneciamos persistindo ndo ultrapassou dez
minutos pois caso fosse prolongado, poderia causar estresse ao individuo, o levando a

associar a presenca dos pesquisadores a uma situagao negativa.



Figura 2: Sagui comum (Callithrix jacchus) entrando na gaiola

experimental apds condicionamento.

Figura 3: Mensuracdo do peso de Callithrix jacchus apds condicionamento
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Figura 5: Callithrix jacchus recebendo recompensa (Danoninho®)

Figura 4: Sagui comum retornando a gaiola de origem.
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NOTA ETICA

O experimento realizado teve a autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Paulista Jalio de Mesquita Filho-Botucatu-SP-Brasil,

autorizacdo numero 126/2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo as condicdes desse experimento ap0s quatro meses todos 0s animais
foram condicionados de forma satisfatoria, sorvendo o “swab’sem a necessidade de
mergulhé-lo anteriormente no queijo petit suisse (danoninho®), depositando a saliva
naturalmente no “swab” sem a necessidade de contencdo fisica ou quimica para tal
procedimento (Figura 6). Antes do treinamento o tempo gasto para a coleta da saliva
dos 24 animais era de aproximadamente 5 horas, ap6s o treinamento o tempo gasto foi
de 1 hora e trinta minutos.

Em relacdo ao condicionamento para a pesagem no inicio do treinamento o
tempo utilizado para pesar os 24 saguis era longo, cerca de 8 horas. Apos o
condicionamento as pesagens foram realizadas em apenas duas horas, facilitando dessa
maneira o trabalho da equipe de pesquisa além de ter contribuido para a melhora do

bem estar dos animais, ja que ndo houve a necessidade de conter os individuos.
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Figura 6: Coleta de saliva em Callithrix jacchus realizada atraves de condicionamento

instrumental.

Segundo McKinley e colaboradores em 2003 no condicionamento de 12 saguis
comuns (Callithrix jacchus) mantidos em laboratorio realizado para pesagem e obtengédo
de amostras de urina, os resultados sugeriram que o0s animais condicionados adquiriram
confiangca nos pesquisadores e que a coleta de dados utilizando animais treinados foi
consideravelmente mais rapida que a coleta utilizando técnicas de manejo invasivas. As
sessdes de treinamento tiveram a duracdo de dez minutos com a finalidade do
estabelecimento do comportamento desejado. Sendo assim o treinamento com reforgo
positivo foi uma opcdo pratica para a manipulacdo de saguis comuns (Callithrix

jacchus) utilizados para fins cientificos.
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Os resultados de McKinley et. al., 2003 corroboram com os obtidos neste estudo
onde os animais também adquiriram confianca nos pesquisadores e o tempo gasto para
0s procedimentos apds os condicionamentos foi mais curto.

Apos o condicionamento operante de 17 espécies de primatas do Novo Mundo
realizado no Jardim Zooldgico do Bronx, na cidade de Nova lorque (EUA), ocorreram
mudan¢as marcantes no comportamento dos individuos como o desaparecimento de
ameacas agressiva direcionadas a equipe do zooldgico, indicando uma reducdo de
estresse e consequentemente melhora do bem-estar dos animais. Neste estudo foram
utilizados 86 espécies entre calitriquideos e cebideos alojados em 26 grupos sociais a
fim de que fossem aplicadas técnicas menos invasivas aos protocolos de
manejo.Segundo estes autores as respostas individuais ao treinamento variaram muito,
no entanto os saguis, em comparagdo a maioria dos micos, tiveram uma maior atencao
ao treinamento (Savastano et al. 2003).

Em relacdo ao observado no presente estudo a atencdo dos individuos também
foi varidvel. Monteiro et al., (2011) em seu estudo sobre a atividade reprodutiva de
primatas da espécie Aotus azarai infulatus (macaco da noite)condicionaram os animais
oferecendo frutas apos a realizacdo dos exames ultrassonograficos, segundo os autores a
cooperacdo dos animais durante a manipulacdo foi obtida de maneira simples,
facilitando a contencdo dos animais. Os resultados do estudo sugeriram que o0
condicionamento foi uma ferramenta importante na viabilizagdo dos exames

ginecoldgicos e obstétricos.
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CONCLUSOES

Os condicionamentos classico e instrumental com a utilizacdo de reforco
positivo, aplicados aos animais da espécie Callithrix jacchus, foi efetuado com
praticidade e sucesso. Sendo de grande importancia na execucdo do trabalho cientifico
realizado apds o treinamento por facilitar o manejo, aumentar a confiabilidade dos
animais em relacdo ao grupo de pesquisa e principalmente por melhorar o bem estar dos

saguis utilizados neste estudo como modelos biol6gicos.
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RESUMO: O principal anticorpo presente nas mucosas e glandulas exdcrinas € uma
IgA polimétrica denominada sIgA. Esta imunoglobulina vem sendo utilizada como
indicadora de estresse em diversos animais incluindo primatas ndo humanos, podendo
também ser utilizada para 0 monitoramento da atividade imunoldgica. O objetivo do
presente estudo foi proceder a mensuracdo dos niveis de IgA salivar em primatas
Callithrix jacchus (sagui de tufo branco) pela técnica de ELISA. Foram utilizados 12
casais de animais, condicionados previamente por técnica de condicionamento operante
com reforco positivo a coleta de saliva. As coletas foram realizadas uma vez por semana
durante seis meses. Nas condi¢cOes deste experimento as concentracdes da IgA salivar na
espécie de primatas Callithrix jacchus foram muito baixas. Sugerimos novos estudos
utilizando outras técnicas para a quantificacdo da IgA presente na saliva desses animais.

Palavras-Chaves: Imunoglobulina A; Callithrix jacchus; mensuracéo

ABSTRACT: The primary antibody present in the mucous membranes and exocrine
glands is called IgA polymetric slgA. This immunoglobulin has been used as an
indicator of stress in various animals including nonhuman primates, can also be used for
monitoring of immune activity. The aim of this study was to carry out the measurement
of salivary 1gA levels in primates Callithrix jacchus (marmoset white - tuff) by ELISA.
We used 12 pairs of animals, previously conditioned by technique of operant
conditioning with positive reinforcement to saliva collection. Samples were collected
once a week for six months. In this experiment the concentrations of salivary IgA in
primate species Callithrix jacchus were very low. We suggest new studies using other
techniques for quantifying the present IgA in saliva of these animals.

Key-Words: Imunoglobulin A, Callithrix jacchus, measurement.
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1.0 — INTRODUCAO

Os Calitriquideos sdo utilizados em pesquisas que avaliam aspectos relacionados
ao desenvolvimento de doencas e aos parametros fisiologicos (Clarke, 1994) além de
serem modelos experimentais também nas areas de nutricdo, farmacologia, toxicologia
e na area de estresse (Abbot et al., 2003). Jhonson et al. (1996), utilizando saguis de tufo
branco (Callithrix jacchus) em seu estudo, demonstraram que essa espécie apresenta
diversas caracteristicas que a tornaram um modelo para estudo de estresse social, dentre
elas, a proximidade filogenética aos seres humanos e ao fato desta espécie exibir
resposta fisioldégica e comportamental semelhante aos humanos, em situacdes que
induzem ansiedade (Barros & Tomaz, 2002).

A imunoglobulina A (IgA) foi identificada pela primeira vez em 1959 por
Heremans, e estd presente no soro e liquidos organicos de todos os mamiferos
(Heremans et al., 1959). Representa 15 a 20% das imunoglobulinas e é dividida em
subclasses, IgA 1 (90%) e IgA 2 (10%).

A Imunoglobulina A desempenha papel importante na neutralizagdo e eliminagéo
de antigenos locais (Stokes, et al., 1975) e na modulacdo de fatores imunolégicos, além
de ser estudada como indicadora de estresse em varios animais, incluindo frangos e
primatas(Person,1998; Florence et al.,1999; Carver & Hau,2000). A principal funcdo
biologica da IgA é a protegcdo contra microrganismos invasores como virus e bactérias
nas superficies das mucosas, inibindo o mecanismo de aderéncia desses as células
epiteliais (Turner, 1991).

A IgA ndo fixa complemento, por isso pode atuar contra microrganismos sem
desencadear a cascata do processo inflamatorio que danifica as superficies epiteliais.

Além disso, promove diminuicdo da absor¢cdo de uma variedade de antigenos ou agentes
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alergénicos, inalados ou ingeridos, que podem desencadear respostas imunes (Schafer et
al., 1996).

A imunoglobulina A secretora (SIgA) € a IgA na forma dimérica, ligada a outra
proteina denominada peca secretora, que € produzida por células epiteliais. Este
componente facilita o transporte e impede a acdo proteolitica sobre a IgA, tornando-a
um importante mecanismo de defesa em mucosas. A SIgA é encontrada
predominantemente em secrecGes seromucosas como saliva, lagrima, colostro, leite,
liquor, além de secrecGes traqueobrénquicas, intestinais e genitourinarias (Turner, 1991;

Schafer et al., 1996).

2.0 - OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi proceder a mensuragdo dos niveis de IgA

salivar em primatas Callithrix jacchus através da técnica de ELISA.

3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1-LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo foi conduzido no Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres (CEMPAS) na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”- UNESP, campus de Botucatu
— SP - Brasil, 22°53°09” latitude sul e 48°26°42” longitude oeste com temperatura

media anual de 22°C.
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3.2 - ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 12 casais adultos da espécie Callithrix jacchus. Os animais
foram alojados em gaiolas medindo 60 cm de altura x 120 cm de largura x 60 cm de
profundidade, mantidos em condigdes naturais de temperatura, umidade e ciclo claro-
escuro. Foram oferecidas aos saguis duas refei¢bes diarias composta de frutas, legumes
e ovos pela manhd e uma papa protéica a tarde (racdo triturada da marca Alcon®
acrescida de banana, mel e sustagem®). Como complemento foram oferecidas larvas de

tenébrios (Tenebrio molitor) uma vez por semana.

3.3 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram condicionados com a utilizagdo do condicionamento

instrumental com reforgo positivo a colheita de saliva antes do inicio do experimento

(Figura 1).

Figura 1: Colheita de saliva em Callithrix jacchus apds condicionamento.
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As colheitas de saliva foram realizadas uma vez por semana sempre no periodo
da tarde durante seis meses. Apos as colheitas o”"swab™ utilizado para colher a saliva foi
acondicionado em tubos eppendorf® e mantidos em freezer a -20°C até 0 momento das

dosagens.

3.4 - DOSAGEM DA IgA SALIVAR

As mensuragdes da Imunoglobulina A salivar foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa em Proteinas de Fase Aguda e Monitoramento N&o Invasivo da Reproducéo
e do Bem-Estar Animal.

Antes de serem dosadas, as 350 amostras foram centrifugadas a 2.500 G durante
10 minutos para que a saliva se concentrasse no fundo do eppendorff®.

As amostras foram mensuradas em duplicata. A mensuracdo da imunoglobulina
A foi realizada por técnica imunoenzimatica (ELISA) da Alpha Diagnostic
International, Texas, USA, para a deteccdo da Imunoglobulina A de primatas néo
humanos. Este kit baseia-se na ligacdo dos anticorpos de IgA com duas amostras, uma
imobilizada na microtitulacdo, e os conjugados horseradish peroxidase (HRP). Apds
uma etapa de lavagem foi adicionado o substrato cromogénico e a cor foi evidenciada
pela reacdo enzimatica HRP sobre o substrato, que é diretamente proporcional a
quantidade de IgA presente nas amostras. A reacdo de absorbancia foi medida
utilizando-se o leitor de microtitulacdo ELISA com filtro de 450nm. A concentracdo de
IgA nas amostras e nos controles foi calculada a partir de uma curva padrdo contendo

concentragdes conhecidas da imunoglobulina.
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As primeiras dosagens revelaram valores muito baixos, sendo necesséria
portanto a adequacdo da curva (diluicdo dos padrdes 50 x). Os valores originais e

ajustados estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1: Concentracfes dos padrbes das curvas (originais e ajustados) dadas em

ng/mL
Concentragbes
o 25 50 100 200 500
Originais
Concentracbes
Ajustadas 0 0.5 1 2 4 10

Foram utilizados 10ul de cada amostra e a dilui¢do utilizada foi a de 1:10. Os
ensaios foram realizados de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Alpha

Diagnostic International, Texas, USA).

4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O Kit comercial utilizado, nas condigdes desse estudo, ndo se mostrou eficaz para
a mensuracao da IgA presente na saliva de primatas ndo humanos da espécie Callithrix
jacchus.

As concentragdes mensuradas nas amostras foram baixas, ficando em sua maior
parte fora da curva (Figura 2). Mesmo apés o ajuste realizado, das 350 amostras

dosadas somente 52 estavam dentro da curva (Gréfico 1).
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Figura 2: Curva ajustada obtida no ensaio para a mensuracédo da IgA salivar de

Callithrix jacchus.
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Grafico 1: Concentragdes da IgA salivar (em ng/mL) de saguis comuns das 52

amostras que permaneceram dentro da curva.
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As concentragfes dadas pelo conjunto comercial em espécies de primatas ndo
humanos do Velho mundo em diluigdes diferentes (1:60K e 1:240K) variaram de
432ng/mL a 50ng/mL (Tabela 3). Neste estudo as concentracdes da IgA variaram de
0,13 a 7,52 ng/mL; ou seja muito mais baixas do que as reportadas em outras espécies.
Esse fato pode estar ligado ao baixo volume salivar obtido nas amostras, esse baixo
volume salivar pode estar relacionado ao tamanho reduzido dos individuos da espécie
ou ao fato da estrutura da proteina ser diferente entre as espécies.

Em ensaios clinicos e ou laboratoriais, a quantificacdo da sIgA secretada na
saliva pode ser determinada através da concentracdo ou da taxa de secrecdo desta
imunoglobulina. Porém a concentracdo é relativa ao solvente e a quantidade de saliva
produzida, ou fluxo salivar, influenciando diretamente na concentragdo de slgA,
podendo haver até mesmo uma correlacdo negativa entre esses valores (Ganhao et al.,
1984), o que cria duavidas sobre a interpretacdo de resultados que utilizam a
concentracdo como parametro (Herbert & Cohen, 1993). Segundo Krzysztof et al.,
(2010) a estrutura de proteinas como a haptoglobulina varia entre as espécies mesmo
entre espécies proximas provavelmente devido a evolucdo. Essa diferenca estrutural
entre as moléculas poderia explicar a baixa afinidade da IgA salivar destes primatas
com os anticorpos presentes no Kit utilizado.

Outro fator que poderia ser responsavel pelas baixas leituras no ensaio utilizado
seria 0 fato das concentragdes da Imunoglobulina A presente na saliva da espécie em
estudo serem de fato mais baixas do que as encontradas em primatas do velho mundo.
Diniz e Costa (1995), em seu estudo utilizando dados clinicos e laboratoriais em 265
Callithrix jacchus de cativeiro, sugeriram que um dos maiores problemas encontrados
nestes animais sdo as pneumonias. Existe uma relacdo entre o estresse e infec¢des do

trato respiratério (Cohen et al.,1993). Mais de 95% das infec¢bes tem inicio na
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superficie mucosa (Bosch et al.,, 2002). Estas superficies sdo protegidas pelas
imunoglobulinas, principalmente a IgA (Garret& Kidd, 1976). Sendo assim a baixa
concentracdo da imunoglobulina A na saliva poderia justificar o alto indice de
pneumonias em colénias de Callithrix jacchus mantidos em cativeiro; além disso,
animais mantidos em zoologicos e centros de conservacdo e pesquisa Sao
frequentemente submetidos a situagdes de desafios o que também poderia justificar os
baixos niveis encontrados nesse estudo. Segundo Garret e Kidd (1976) o estresse
psicologico poderia ocasionar a reducdo das concentracfes da IgA presentes na saliva,

aumentando a suscetibilidade a infecgdes.

5.0 - CONCLUSOES

Neste estudo as concentracdes da IgA salivar na espécie de primatas Callithrix
jacchus foram muito baixas. Sendo essa espécie utilizada como modelo bioldgico em
diversos estudos e sendo a imunoglobulina IgA importante na verificacdo do status
imunologico e como indicadora para medir o0 estresse em varios animais incluindo
primatas ndo humanos, sugerimos novos estudos utilizando outras técnicas para a

quantificagdo da IgA presente na saliva desses animais.
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RESUMO: As técnicas de monitoramento da atividade adrenal realizadas através
métodos ndo invasivo estdo cada vez mais sendo utilizadas. No entanto para que haja
confiabilidade nos dados obtidos é necessario proceder a validacdo dessas técnicas.
Animais selvagens mantidos em cativeiro sdo constantemente submetidos a situagdes de
estresse. O estresse cronico pode interferir negativamente nas respostas fisiologicas dos
individuos. O objetivo do presente estudo foi proceder a validagdo fisiologica para
metabolitos de glicocorticbides fecais para a espécie de primatas ndo humanos
(Callithrix jacchus). Foram utilizados 12 animais adultos (sete machos e cinco fémeas).
Durante o periodo experimental os individuos foram mantidos em uma sala fechada sob
condicdes artificiais de luz e temperatura. Para a validacdo fisiologica foi utilizado o
desafio de ACTH (horménio adrenocorticotréfico) sintético. Possivelmente devido ao
alto grau de estresse imposto aos animais e a variacdo individual ndo foi possivel

validar a técnica.

Palavras chaves: estresse, validacdo fisioldgica, cortisol fecal

ABSTRACT: Techniques for monitoring adrenal activity conducted through non-
invasive methods are increasingly being used. However there is reliability for the data
obtained it is necessary to validate these techniques. Wild animals kept in captivity are
constantly subjected to stressful situations. Chronic stress can adversely affect the
physiological responses of individuals. The aim of this study was to carry out
physiological validation for fecal glucocorticoid metabolites for the kind of non-human
primates (Callithrix jacchus). We used 12 adult animals (seven males and five females).
During the experimental period, the subjects were kept in a closed room under artificial
light and temperature. For validation we used the physiological challenge of ACTH
(adrenocorticotropic hormone) synthetic. Possibly due to the high degree of stress on

the animals and the individual variation was not possible to validate the technique.

Key Words: stress; physiological validation; cortisol fecal.
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1.0 - INTRODUCAO

Nas ultimas décadas muitos avancos foram obtidos no aperfeicoamento de
métodos de quantificacdo de metabolicos urinarios e fecais de esterdides, a ponto dos
mesmos serem correntemente empregados na investigacdo das relagbes endocrino-
comportamentais em inumeras espécies domésticas e selvagens (Wasser et al., 2000;
Palme et al., 2005).

Embora ndo haja defini¢do precisa do termo estresse, esta geralmente se refere a
uma variedade de respostas aos estimulos estressores, que podem ser de origem interna
ou externa e que podem alterar a homeostase do organismo. Estes estimulos podem ser
fisicos, comportamentais ou psicolégicos (Dantenzer & Mormede, 1983; Stratakin &
Chrousos, 1995). A duracdo do estimulo e a sua intensidade é o que diferencia seu
impacto no organismo. Se o estimulo for prolongado geralmente é considerado negativo
(estresse cronico); quando a duracdo for breve pode ser considerado positivo (estresse
agudo) (Moodie & Chamove, 1990; Wingfield & Ramenofsky, 1999).

Uma vez que ocorre uma reagdo a um estressor, ocorre um aumento acentuado
na liberacdo de glicocorticoides a partir do cértex supra-renal e entdo os niveis de
glicocorticdides também sdo aumentados no plasma e na urina (Smith & French, 1997;
Johnson, 1996; Brown et al, 1995; Morton et al, 1995; Crockett et al., 1993 ).

Nos ultimos anos, as técnicas alternativas para mensuracdo de metabdlitos de
glicocorticdides fecais, vém sendo cada vez mais utilizadas principalmente por serem
adequadas para monitorar a atividade da supra-renal em um grande numero de
vertebrados incluindo primatas (Touma & Palme, 2005; Weingrill et al, 2004 Lynch et

al, 2002; Mostl e Palme, 2002; Whitten et al., 1998).
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A utilizagdo dos ensaios para monitorar a fungdo endocrina adrenal através da
mensuracao de metabolitos de glicocorticoides fecais pode nédo ser fidedigna, por isso €
necessario proceder a validacdo fisiologica e laboratorial destas técnicas (Palme et al.,

2005; Touma & Palme, 2005; Heistermann et al., 2004).

2.0 -OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi realizar a validacéo fisioldgica da técnica de
Enzimoimunoensaio direto (EIA) para mensurar metabolitos de cortisol fecal em sagui
comum (Callithrix jacchus) por meio da administracgio de Horménio

Adrenocorticotrofico (ACTH).

3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1-LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia — FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”-

UNESP, Campus de Botucatu — SP - Brasil, 22°5309” latitude sul e 48°26°42”

longitude oeste com temperatura media anual de 22°C.
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3.2 - ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 12 animais adultos da espécie Callithrix jacchus (sete machos e
cinco fémeas). Antes do inicio do experimento os animais foram alojados em gaiolas
medindo 60 cm de altura x 120 cm de largura x 60 cm de profundidade e mantidos no
Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) da Universidade
Estadual Paulista — UNESP - Botucatu sob condi¢des naturais de temperatura e de ciclo
claro-escuro. Antes do periodo experimental a estrutura oferecida aos animais era
precaria. Permitindo que os saguis tivessem contato visual e olfativo com diversos
animais, incluindo predadores alojados no recinto ao lado. Os saguis também ficaram
expostos a sons diversos assim como a visitas de pessoas estranhas.

Durante o periodo experimental os saguis foram mantidos em uma sala fechada
sob condicdes artificiais de luz e temperatura. Os animais foram alojados neste recinto
dois meses antes do experimento para adaptacdo ao local. Somente pessoas habituadas
ao manejo com os animais foram autorizadas a entrarem no local, essa precaucéo foi
tomada para que ndo houvesse interferéncias externas, que poderiam alterar os

resultados desse estudo.

3.3 - ALIMENTACAO OFERECIDA

Foram oferecidas duas refei¢fes diarias composta de frutas, legumes e ovos pela
manh& e uma papa protéica a tarde, (racao triturada ALCON® acrescida de banana, mel
e sustagem®); oferecendo-se como complemento larvas de tenébrios (Tenebrio molitor)

uma vez por semana.
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3.4 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais sendo 0 primeiro
Grupo controle GC (Sem aplicagdo de ACTH) e o segundo o grupo tratamento GT
(injecdo de ACTH).

Para a validagéo fisiologica foi administrada 0,33mL da solucdo de Synacthen
Depot®/kg/animal por via intramuscular aos animais do Grupo Tratamento33mL
(Heistermann, 2006). As injecdes foram aplicadas entre 6:00 e 6:30 da manha.

O Synacthen Depot® (tetracosactrin) (Figura 1) horménio adrenocorticotréfico
sintético (ACTH) ¢ a primeira preparacao de corticotrofina a ser produzida inteiramente
por sintese, e exibe todas as propriedades farmacoldgicas do ACTH enddgeno sendo

adquirido da empresa Novartis Pharmaceuticals Canada Inc.

Figural: Embalagem Synacthen Depot®

As fezes foram colhidas em tubos eppendorf® com auxilio de uma espéatula,
homogeneizadas e armazenadas em freezer a -20°C até 0 momento da extragdo. Foram

colhidas todas as fezes produzidas, de hora em hora, entre 6:00 e 18:00 horas durante
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trés dias antes da aplicacdo do ACTH, durante o dia da aplicacdo e trés dias apos a
injecdo para que ndo houvesse a possibilidade da perder o pico do cortisol. Apés cada
colheita o forro de papel colocado na bandeja era trocado para evitar possiveis
contaminacgdes das amostras seguintes.

Foi realizado rodizio entre 0s grupos, ou seja, 0s animais que participaram do
grupo controle apds 30 dias participaram do grupo tratamento e vice versa de modo que

todos os animais passaram pelos dois grupos.

3.5 - EXTRACAO

A extracdo hormonal das amostras fecais foi realizada no Laboratério de
Pesquisa em Proteinas de Fase Aguda e Monitoramento N&o Invasivo da Reproducdo e
do Bem-Estar Animal localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, Campus
de Botucatu — SP - Brasil.

A metodologia utilizada foi descrita em Palme (2005). Foram pesadas e
homogeneizadas uma aliquota de 0,25¢g de fezes Umidas em tubos de poliestileno com
tampa. Apos a pesagem, as fezes foram diluidas em 2,5mL de metanol a 80% e levadas
ao agitador vortex por 30 minutos. A seguir o extrato foi centrifugado a 500 G por 20
minutos. Apos essa etapa foi retirado 500pL do sobrenadante, que foi transferido para
tubos eppendorf® previamente identificados. Os tubos eppendorf® foram levados &

estufa por uma noite para secagem.
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3.6 - ENZIMOIMUNOENSAIO (EIA)

O extrato seco foi levado em tubos eppendorf® armazenados em caixa
apropriadas para a Universidade de Medicina Veterinaria de Viena (Austria). As
amostras foram entdo ressuspendidas As dosagens de metabolitos fecais de cortisol
foram realizadas sob a supervisdo do Prof. Dr. Rupert Palme, segundo o protocolo

desenvolvido por Palme e Mostl (1977).

3.7 - ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o teste T de Student para a comparacéao de

dois grupos.

3.8-NOTA ETICA

O experimento realizado teve a autorizagdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Paulista Julio de Mesquita Filho — Botucatu — SP -

Brasil, autorizagdo nimero 126/2010.

4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento sugerem que alguns animais que

receberam a inje¢cdo de ACTH néo refletiram a resposta fisiologica esperada nas fezes,
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ou seja, ndo ocorreram aumentos significativos nas concentracGes de metabolitos fecais
de cortisol apds a aplicacdo do ACTH.

Possivelmente devido ao alto grau de estresse imposto aos animais durante o tempo
em gue foram mantidos no CEMPAS incluindo frio intenso, presenca de predadores no
recinto ao lado, presenca de sons e pessoas estranhas, 0s animais passaram a
desenvolver quadros de diarréia intermitente sugerindo uma possivel degradacdo dos
metabdlitos durante o processo de excrecdo, provavelmente ocasionada pela

modificagdo da microbiota intestinal (Tabela 1).

Tabela 1: Médias das concentracdes de metabdlitos fecais de cortisol (ng/g) dois dias

antes da aplicacdo do ACTH, no dia da aplicacdo e dois dias depois

dia -2 dia -1 dia0 dia +1 dia +2
média c 80+177 A 230 +6348B 81 +177C 40 +41 D 33+21FE
média t 47 +114 A 41+808B 216 + 376 C 41 +63 D 81+133F

(Letras Maiusculas iguais na mesma coluna indicam ndo haver diferenga estatistica).

O cortisol e a corticosterona sdo catabolizadas pelo figado e sofrem acdo das
bactérias intestinais antes de serem excretados nas fezes, resultando em um elevado
namero de metabdlitos com poucos hormdnios em estado nativo presentes (Palme et al,
2005; Mostl et al., 2002; Bahr et al, 2000; Wasser et al., 2000). Segundo Vylivova et al.,
(1998) as diferencas de metabolitos fecais devem-se as particularidades da microbiota
intestinal.

A maior parte dos metabolitos fecais é eliminada sob a forma ndo-conjugada,

também chamada de forma livre. Isto se da devido a acdo enzimética nas fezes e de
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bactérias fecais sobre os metabdlitos que foram conjugados no figado e eliminados no
duodeno atraves da bile (Heisterman,1993).

Segundo Mathai (2002) um desequilibrio na microbiota intestinal que produz
efeitos prejudiciais é chamado de disbiose, que interfere na integridade do intestino.

Agentes tdxicos sdo bioativados por sistemas de enzimas das bactérias
intestinais, sendo este processo promovido numa velocidade maior no sistema intestinal
com populacdes de microrganismos desequilibradas. O estresse € um dos fatores que
possivelmente pode ser atribuido as causas da alteracdo da microbiota intestinal (Silva,
2001).

Além disso, existem muitas doengas e sindromes que causam perdas
significativas de Callithrix. jacchus em col6nias de criagdo. Dentre estas, a Sindrome do
Emagrecimento Progressivo (SEP) ocupa lugar de destaque. Segundo laleggio e Baker
(1995) entre as caracteristicas predominantemente observadas como sendo indicativas
da SEP estdo as colites e os episodios frequentes de diarréias. A SEP é considerada uma
sindrome de causas multifatoriais e pode estar associada ao estresse.

No periodo de chegada dos animais ao CEMPAS nenhum dos saguis
apresentava quadros de diarréia. Os quadros tiveram inicio apds quatro meses da
permanéncia dos animais. Na época ndo havia possibilidade de mudanga de recinto ou
de melhorar a estrutura do local para diminuir o estresse. Sendo assim durante a
permanéncia dos animais no local, dois saguis vieram a Obito com suspeita de SEP e
apesar das acOes preventivas realizadas para a validagdo, como a mudanca de ambiente
e vermifugagdes, a diarréia persistiu mesmo que de forma menos severa.

Foram observadas também diversas varia¢cdes individuais nas concentragcdes de

metabdlitos de cortisol. Este fato pode estar associado a heterogenicidade do grupo
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utilizado, alguns animais foram oriundos de apreensdes e poderiam estar habituados a

uma variedade de agentes tidos como estressores enquanto outros nao (Gréafico 1).

250

230
216
200
150
100 80 81 81
47
50 I 41 I 40 41 33 I
dia-2 dia-1 dia0 dia+1 dia +2

W média controle M média tratado

Gréfico 1: Representacdo das médias das leituras (ng/g) dois dias antes da aplicacdo do
ACTH, no dia da aplicacéo e dois dias depois.

Segundo as condicdes desse estudo observamos que diferentes populagGes de uma
espécie podem apresentar diferentes concentracdes de metabdlitos de glicocorticoides se
submetidas a diferentes graus de estresse ou manejo, sendo importante saber a
experiéncia vivida pelos individuos. Romero em 2004 escreveu uma revisao sobre 0s
cinco mecanismos fisiol6gicos que regulam a liberacdo de glicocorticéides durante o
estresse. Segundo 0 autor mecanismos como experiéncias previas, aclimatacéo

fisiologica e facilitacdo ao estresse devem ser levados em consideracdo ao se planejar e
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analisar os dados de uma pesquisa com mensurac¢des de glicocorticoides uma vez que
esses fatores modulam a resposta fisioldgica, podendo produzir resultados inesperados.

Segundo Mc Dougall et al. (2006) os animais apresentam tracos de
temperamento individuais e respondem ao estresse de cativeiro de forma diferente.
Existem evidéncias em diversas areas que indicam que individuos ou mesmo
populagdes inteiras diferem em seus comportamentos de forma consistente (Bell &
Johnson, 2004). Essas diferencas comportamentais resultam de variacdes em tracos de
temperamento e podem afetar de forma significativa a forma como os individuos
interagem com o ambiente (Dingemanse et al., 2004).

A literatura descreve o sagui comum (Callithrix jacchus) como sendo uma
espécie adaptavel em cativeiro. No entanto, devido aos resultados obtidos nesse estudo,
observamos que alguns individuos sdo menos adaptaveis quando o estresse é intenso.
As condigdes e as caracteristicas do ambiente de cativeiro podem influenciar de forma

intensa os niveis de estresse dos animais (Carlstead et al., 1999).

5.0 - CONCLUSOES

Possivelmente devido as condi¢Ges estruturais e ao desconhecimento do
histérico dos animais, ndo foi possivel concluir a validacdo fisiologica para os
metabolitos fecais de glicocorticdides na espécie em estudo.

Sendo assim para obter resultados fidedignos em pesquisas utilizando estes
animais como modelo experimental, se faz necessario possuir estrutura contra frio e

calor intenso, assim como manter os animais em local protegido de visitantes, sons e
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outros animais. Além disso, existe a necessidade do conhecimento do histérico dos

animais e da utilizagdo de uma col6nia coesa com linhagem conhecida.
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RESUMO: Os métodos de monitoramento hormonais nao invasivos para
animais silvestres estdo sendo cada vez mais utilizados. As metodologias ndo
invasivas empregadas nestes estudos sdo cada vez mais necessarias por nao
promoverem respostas do tipo estresse, aumentando dessa forma a
confiabilidade nos dados obtidos em pesquisas, e por promoverem uma
melhora no bem-estar de animais utilizados como modelos biolégicos. Os
objetivos do presente trabalho foram proceder a validacdo fisiologica e
laboratorial para metabdlitos fecais de estradiol nos machos e de progesterona
nas fémeas da espécie Callithrix jacchus, correlacionar os niveis dos
metabdlitos fecais de estradiol nos periodos antes, durante e apds as
gestacdes das fémeas além de proceder a avaliacdo hormonal da atividade
ciclica ovariana nas fémeas e avaliar as concentracbes de progesterona
durante as fases gestacionais. Para tal foram utilizados 12 casais adultos, duas
fémeas e dois machos pré-puberes. As coletas foram realizadas antes da fase
gestacional e durante o periodo das gestacGes. As mensuracdes foram
realizadas por técnica enzimoimunoenzimatica. Neste estudo foi possivel
realizar as validacdes laboratorial e fisiologica, avaliar a atividade ovariana
ciclica e as concentracdes dos metabdlitos fecais de progesterona durante as
fases gestacionais; além de ter sido possivel correlacionar os niveis dos
metabolitos fecais de estradiol nos periodos antes, durante e apos as
gestacOes das fémeas.

PALAVRAS-CHAVES: Callithrix jacchus; validagéo; estradiol; progesterona;

gestacao.
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ABSTRACT: The methods of non-invasive hormone monitoring for wild animals
are beingin creasingly used. The non invasive methodology employed in these
studies is increasingly necessary for no promoting answers like stress, thereby
increasing the reliability of the data obtained in research and by promoting an
improvement in the welfare of animals used as biological models. The
objectives of this study were to conduct validation physiological and laboratory
for fecal metabolites of estradiol in males and progesterone in females Callithrix
jacchus, correlate the levels of fecal metabolites of estradiol in the periods
before, during and after pregnancy of females plus undertake hormonal
evaluation of cyclic ovarian activity in females and evaluate the concentrations
of progesterone during the stages of pregnancy.We used 12 adults and two
female and two male pre pubertal of Callithrix jacchus. Samples were collected
before the gestational phase and during the period of pregnancy. The
measurements were performed by technical enzimoimunoassay. Laboratory
and physiological validations were performed and has been possible to monitor
the cyclic ovarian activity and concentrations of fecal metabolites of
progesterone during gestation females and compare the levels of fecal
metabolites of estradiol in the periods before, during and after pregnancy

KEY-WORDS: Callithrix jacchus; validation; estradiol; progesterone; gestation.
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INTRODUCAO

Os animais da espécie Callithrix jacchus conhecido vulgarmente como
sagui comum sdo primatas Neotropicais que ocorrem naturalmente no nordeste
do Brasil, do Maranho & Bahia (AVILA-PIRES, 1969), e recentemente foram
introduzidos no sul e sudeste do Pais (CERQUEIRA et al, 1998). habitando
uma grande variedade de tipos florestais (DIGBY e BARRETO, 1993).

O sagui comum vive em grupos sociais € a monogamia € o principal
sistema de acasalamento. As fémeas produzem geralmente prole gemelar,
duas vezes ao ano em media. Por esse motivo a reproducdo demanda mais
energia para as fémeas (DIGBY e BARRETO, 1993). Os custos energéticos
sdo entdo distribuidos entre os membros da familia que exibem um sistema
cooperativo de cuidado a prole (YAMAMOTO et al., 1996).

O comportamento reprodutivo de Callithrix jacchus estd centrado na
relacdo entre o0 macho e a fémea reprodutora do grupo social, pois somente
através dessa interacdo ocorre sucesso reprodutivo. O posto de animal
reprodutor é disputado dentro de mecanismos de natureza comportamental e
fisioldégica relacionados a hierarquia de dominancia. O comportamento dos
machos inclui interacfes afiliativas e sexuais entre o par reprodutor.

O cuidado paterno é parte do comportamento reprodutivo e corresponde
a um investimento parental provido somente pelo pai biologico (SNOWDON e
SUOMI, 1982). No periodo apds o nascimento dos filhotes, ha um aumento de
androgenos em sagui comum (BARBOSA, 2003). Esses hormbdnios atuam na
area pre-optica e amigdala medial, podendo ser convertidos em estradiol no
interior dos neurdnios, promovendo o comportamento de cuidado com o0s

infantes (TRAINOR e MARLER, 2002). A converséao de testosterona a estradiol
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no sistema nervoso central € importante regulador do comportamento sexual
de primatas ndo humanos machos (ZUMPE et al., 1993).

As alteragcbes hormonais relacionadas a reproducdo de Callithrix
jacchus, tém despertado o interesse de muitos pesquisadores. S&o comuns
nessa area, estudos sobre as alteracbes hormonais que ocorrem durante a
gravidez e pés-parto, bem como em contextos de disputa entre as fémeas. Os
eventos fisiolégicos, endocrinos e comportamentais relacionados a reproducao
durante o ciclo ovulatério, gravidez e lactacdo na espécie ja foram estudados
por diversos pesquisadores (HEARN, 1983; DIXSON e LUNN, 1987).

A duracéo do ciclo ovulatério do Callithrix jacchus foi descrita por Hearn
e Lunn (1975) como tendo duracdo média de 16,4 dias. Harding et al.(1982)
observaram um ciclo ovariano de 30,4 dias. Por mais que os relatos sejam
oriundos de uma mesma colbnia, os saguis utilizados no primeiro estudo foram
capturados da natureza e haviam sido introduzidos na colonia apouco tempo.
No segundo estudo, os animais utilizados eram nascidos na colbnia. Anos
depois Hearn (1983) relatou um ciclo ovariano de 28,6+10 dias.

O ciclo pode ser dividido em uma fase folicular de 8,3+0,3 dias e uma
fase lutea de 19,2+0,6 dias (Hearn, 1983). Em Callithrix jacchus a fase lutea
detectada no plasma foi definida a partir do aumento sustentavel de
progesterona acima de 10ng/ml, até sua reducao a niveis basais.

A espécie apresenta caracteristicas reprodutivas singulares que a
tornam um interessante modelo biolégico para o estudo da foliculogénese. As
fémeas desta espécie apresentam ciclos ovulatérios continuos durante todo o
ano, ndo havendo sazonalidade reprodutiva e os estros pds parto podem ser

observado apos o nascimento dos filhotes (CHAMBERS e HEARN, 1979).
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Entretanto, segundo Hall e Hodgen (1979) os procedimentos para
monitoramento dos ciclos ovulatérios requerem uma manipulacdo frequente
dos primatas. Sendo assim métodos ndo invasivos como as dosagens
hormonais de metabdlitos excretados em urina e fezes s&o alternativas
potencialmente atrativas (BROWN, 2006). No entanto os metabdlito
excretados, sua forma, o intervalo de tempo entre uma alteracdo sérica dos
niveis de esterdides e a sua correspondente excrecdo nas fezes ou urina,
podem variar consideravelmente entre as espécies (GRAHAM et al., 2001).
Dessa forma a validagdo de métodos ndo invasivos torna-se imprescindivel
para cada espécie antes da sua aplicacdo (PALME, 2005).

Durante a ultima década, a monitoracdo dos metabdlitos de esteroides
sexuais excretado nas fezes promoveu caracterizacdo efetiva do ciclo estral,
prenhes e padrbes sazonais de varias espécies de primatas, ungulados e
equideos (WASSER et al., 1988 BAMBERG et al., 1991; HEISTERMANN et al.,

1993).

OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram proceder a validacéo fisiol6gica
e laboratorial para metabolitos fecais de estradiol nos machos e de
progesterona nas fémeas da espécie Callithrix jacchus, correlacionar os niveis
dos metabdlitos fecais de estradiol nos periodos antes, durante e apls as
gestacdes das fémeas além de proceder a avaliacdo hormonal da atividade
ciclica ovariana nas fémeas e avaliar as concentracdes de progesterona

durante as gestacoes.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Centro de Medicina e Pesquisa em
Animais Silvestres (CEMPAS) na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
- UNESP, Campus de Botucatu — SP-Brasil, 22°53°09” latitude sul e 48°26°42”
longitude oeste com temperatura media anual de 22°C.

Foram utilizados doze casais adultos, duas fémeas e dois machos pré-
puberes com quatro meses de idade de primatas da espécie Callithrix jacchus,
totalizando 28 animais. Os animais eram provenientes de dois locais distintos.
Seis machos e seis fémeas foram oriundos de apreensbes do Parque
Ecologico do Tieté, localizado na varzea do rio Tieté, na divisa dos municipios
de S&o Paulo e Guarulhos, Estado de S&o Paulo. Os outros seis machos e seis
fémeas foram provenientes do Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de
Barros, Sorocaba - S&do Paulo.

As fémeas e machos pré-puberes nasceram no Centro de Medicina e
Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho’- UNESP, campus de Botucatu — SP - Brasil.

Os animais foram alojados em gaiolas medindo 60cm de altura x 120 cm
de largura x 60cm de profundidade. Mantidos em condi¢cdes naturais de
temperatura, umidade e ciclo claro-escuro. Foi oferecida aos saguis duas
refeicbes diarias composta de frutas, legumes e ovos pela manha e uma papa

protéica a tarde, ragcdo triturada (ALCON®) acrescida de banana, mel e



81

sustagem®; oferecendo-se como complemento larvas de tenébrios (Tenebrio
molitor) uma vez por semana.

O experimento foi dividido em dois momentos distintos:

Em um primeiro momento os casais foram mantidos separados por uma
chapa cega colocada no meio das gaiolas. Nado havia possibilidade de copula,
no entanto a aproximacao possibilitou o contato olfativo, auditivo e até mesmo
visual através de uma fresta localizada na parte inferior da chapa cega. Desta
forma foi possivel coletar as fezes das fémea se dos machos separadamente e
observar se existiiam comportamentos agonisticos entre o casal, como
agressividade, que poderia colocar em risco a saude e a vida dos animais
guando fossem agrupados para reproducdo. Esta fase experimental teve
duracdo de quatro meses.

As colheitas de fezes para as futuras mensuracfes de metabdlitos de
progesterona e estradiol foram realizadas trés vezes por semana sempre no
periodo da manha durante todo o primeiro momento experimental.

Em um segundo momento os casais foram agrupados para a
reproducdo. Nesta etapa do experimento as colheitas de fezes foram
realizadas uma vez por semana, no periodo da manha até o momento dos
partos (durante cinco meses) e durante dois meses apds os partos.

Para que ndo houvesse a possibilidade de colher erroneamente as
fezes, confundindo as dos machos com as das fémeas e vice versa e evitar
contaminagdOes nas amostras, as bandejas eram limpas antes das colheitas, e
apos a limpeza os animais eram separados por alguns instantes com o auxilio

da mesma chapa cega utilizada no primeiro momento experimental (Figura 1).
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Apés a producdo do bolo fecal e das colheitas efetuadas, as chapas cegas

eram retiradas.

—_— =
———
—— -=

Figura 1: Chapa cega utilizada para separar o casal de Callithrix jacchus

As colheitas de amostras das fémeas e dos machos pré-puberes foram
realizadas trés vezes por semana no periodo da manha durante trés meses.

As amostras foram previamente identificadas, acondicionadas em
eppendorf® e armazenadas em freezer -20°C até o momento das extracoes e

mensuragoes.

EXTRACAO DE METABOLITOS HORMONAIS

A extracdo e as dosagens hormonais das amostras fecais foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa em Proteinas de Fase Aguda e
Monitoramento N&o Invasivo da Reproducao e do Bem-Estar Animal.

A metodologia seguida foi descrita por Grahan et al. (2001) modificada.
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Foram pesadas e homogeneizadas uma aliquota de 0,259 de fezes
Umidas em tubos plasticos com tampa. Apdés a pesagem as fezes foram
diluidas em 2,5mL de metanol a 80% e levadas ao agitador vortex por 30
minutos. A seguir o extrato foi centrifugado a 500 G por 20 minutos. Apds essa
etapa foi retirado 500uL do sobrenadante, que foi transferido para tubos
eppendorf® previamente identificados. Os tubos foram entdo acondicionados

em freezer (-20°C) até o momento das dosagens.

DOSAGENS DE METABOLITOS FECAIS DE ESTRADIOL E

PROGESTERONA

Foram dosadas em duplicata 1100 amostras, sendo 740 para
progesterona e 360 para estradiol. As dosagens dos metabdlitos fecais foram
realizadas pela técnica de enzimoimunoensaio com a utilizacdo de conjuntos
diagndsticos comerciais da Cayman Chemical Company® com limite de
deteccdo: 80% B/B0O: 10 pg/mL - Sensibilidade: 50% B/B0: 70 pg/mL para
dosagem de progesterona sérica em humanos e com limite de deteccéo: 80%
B/BO: 19 pg/mL, Sensibilidade: 50% B/B0O: 129 pg/mL para dosagem de
estradiol sérico em humanos. Os ensaios foram realizados de acordo com o

protocolo fornecido pelo fabricante.

VALIDACAO FISIOLOGICA

A validacao fisiologica para os metabdlitos de progesterona foi realizada

através da comparacado entre as médias das concentracdes dos metabolitos de
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progesterona medidas em momentos fisiolégicos distintos (antes e apods a
puberdade) (Kugelmeier, 2005), e pela presenca de atividade ciclica nas
fémeas em estudo.

A validagéo para os metabolitos de estradiol foi realizada atraves
da comparacdo entre as meédias das concentracbfes dos metabolitos de
estradiol medidas em momentos fisiologicos distintos (antes e apos a

puberdade) (Kugelmeier, 2005).

VALIDACAO LABORATORIAL

A validacao laboratorial dos conjuntos comerciais adquiridos da Cayman
Chemical® para mensuracdo de progesterona e de estradiol no plasma
utilizados neste experimento para o uso em determinacdo de metabdlitos de
estradiol e progestinas fecais de sagui comum (Callithrix jacchus) foi realizada
através da comparacédo entre a curva formada pelas concentracdes obtidas a
partir de diluicdes sucessivas da concentracao inicial do hormdnio marcado
adicionado de amostras fecais e a curva padrao do kit utilizado.

Este método indica se os metabdlitos hormonais da espécie estudada
interagem com o anticorpo do kit de forma similar ao horménio utilizado como
padrdo. Para tanto, foram utilizadas amostras com concentra¢cdes hormonais
muito baixas (matrizes). A essas matrizes foram adicionadas quantidades
conhecidas do hormdnio marcado em diluicdes tais que as concentracdes finais

deveriam se aproximar dos pontos da curva padréo do kit utilizado.
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Os valores das curvas obtidas foram correlacionados com os valores das
curvas padrdo do conjunto diagnéstico. A comparacdo foi realizada pelo
coeficiente de regressdo linear, expresso em qui-quadrado (r=R? para
expressdo apenas de valores positivos e do coeficiente de correlacdo de
Pearson. Os ensaios foram validados quando os coeficientes de correlagcéo
foram proximos de 1 ou 100%. Desta forma obtivemos as curvas dose -
resposta.

Para obtencdo das curvas de paralelismo utilizadas para saber se as
dosagens das amostras seguiam as curvas padrdao na mesma proporgao, foi
retirado 50uL de duas amostras com altas concentracbes hormonais obtendo-
se um pool de 100uL. Empregando-se a solucao tampao EIA foram realizadas
diluicbes Y2 sucessivas de modo a se obter amostras até a diluicdo 1:512. Com
estes resultados foram construidas as curvas, a partir da regressdo simples
entre os valores de metabdlitos mensurados (ng/g) no extrato fecal em
diluicdes seriadas, e em solucao estoque diluida na mesma propor¢do que o

extrato fecal para se verificar o paralelismo entre elas.

ANALISES ESTATISTICAS

Foram realizadas analises descritivas, com o calculo de média e
desvios-padrdes para as concentracfes dos metabolitos de progesterona nas
fases foliculares e luteas.As concentracdes médias dos metabdlitos foram

comparadas entre as duas fases utilizando o teste T pareado (p<0,005).
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Para comparacao entre os niveis de metabdlitos fecais de progesterona
e estradiol em momentos fisioldgicos distintos, antes e apds a puberdade, foi
utilizado o teste T (p<0,005).

Para a comparacao entre as média do terco médio e final das gestacdes
e também pra a comparacdo das médias antes, durante e apds as gestacdes
das concentracdes dos metabolitos fecais de estradiol nos machos foi utilizado

o teste T pareado (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

VALIDACAO LABORATORIAL (METABOLITOS FECAIS DE

PROGESTERONA)

Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta obtida na validacdo laboratorial da dosagem por
EIA de metabodlitos de progesterona em amostras fecais, adicionada de
guantidades conhecidas do horménio esta representada pelas equacdo y=

1,32x — 99,9 (R?=0,9496).
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Figura 2: Curva de dose-resposta obtida na validagao laboratorial da dosagem
por EIA de metabdlitos de progesterona em amostras fecais de sagui comum
(Callithrix jacchus) adicionada de quantidade conhecida de progesterona.

Curva de Paralelismo

As curvas padréo e diluicdo (Série 1) obtidas no ensaio de paralelismo

realizado para a validacdo laboratorial da dosagem fecal de metabdlitos de

progesterona estdo demonstradas na Figura 3.




88

120

100

80

60

40 - e={J==Curva Padrdo
/ e=(mm Sériel
20

0 T T T T 1
1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625 7,8125

Concentragdo (pg/mL)

% de Ligagdo (B/Bo)

Figura 3: Curva de paralelismo para dosagem de metabolitos de progesterona
em amostras fecais de sagui comum (Callithrix jacchus) pela técnica de EIA.

Controle de qualidade

O controle de qualidade do ensaio foi realizado segundo as orientacdes
do Kit comercial utilizado. Todas as amostras utilizadas respeitavam o padrao
da relacdo B/B0, ou seja, somente foram utilizadas as amostras que estavam
acima de 20 e abaixo de 80% como representado pela curva adquirida no

proprio conjunto comercial (Figura 04).



89

100 100

°/oB/Bo
%CV

40

20

10 100 1,000

Progesterone (pg/ml)

—&— Progesterone Standard curve Evaluate data cautiously
- == Progesterone Intra-assay variation

------- Progesterone Inter-assay variation 71 Usedata with confidence

Figura 4. Curva Standart propria do conjunto diagnéstico comercial da Cayman
Chemical Company® para dosagem de progesterona no plasma sanguineo
com limite de detecgao: 80% B/B0O: 10 pg/mL - Sensibilidade: 50% B/BO: 70
pg/mL.

VALIDACAO FISIOLOGICA E CICLICIDADE OVARIANA

A validacdo fisiologica foi obtida pela caracterizacdo hormonal da
existéncia de ciclicidade ovariana, demonstrada pelos perfis dos metabdlitos
fecais de progesterona assim como pela comparacdo entre os niveis de
metabolitos de progesterona fecal em momentos fisioldgicos distintos, antes e

apos a puberdade (Tabela 1).
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As fémeas pré-puberes apresentaram niveis basais de metabdlitos
fecais durante praticamente todo o estudo, as médias e desvios padrdes
encontrados entre as fémeas pré-puberes e as adultas foram respectivamente
37,11+31,69 e 245,4+116,10 (ng/g). As meédias apresentaram diferencas

estatistica significativa (p<0,05) (Figura 5).
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B Fémeas Adultas B Fémeas pré puberes

Figura 5: Representacdo grafica das diferencas entre as médias (ng/g) das
concentracdes de metabdlitos de progesterona fecal nas fases folicular e lutea
medidas em momentos fisiolégicos distintos (antes e apds a puberdade).

Segundo Hearn (1983) a progesterona aparece primeiramente
aumentada no plasma da fémea em torno de 300 dias de idade, mas o padrao
nao sugere ovulacdo normal até 6-12 meses depois. Sendo assim os perfis
hormonais apresentados pelas duas fémeas pré-pluberes confirmaram a
validade fisiolégica do ensaio realizado neste estudo. A presenca de
metabdlitos de progestinas fecais em niveis basais durante quase todo o

periodo correspondeu ao estado fisiolégico esperado para a espécie.
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Os ensaios realizados para as doze fémeas adultas utilizadas neste
estudo mostraram variagdes nas concentracdes dos metabdlitos que refletiram
a presenca de atividade ovariana ciclica. Os resultados obtidos demonstraram
haver uma diferenca significativa entre as concentracbes médias de
metabdlitos de progesterona das fases folicular e latea, embora tenham
existido irregularidades marcantes entre as concentracdes de progesterona nas
fémeas utilizadas nesse estudo (Tabela 01).

Segundo Harding et al. (1982) animais em fase de adaptacdo podem
apresentar irregularidades no ciclo. Paladine, (2009) descreveu em seu estudo
com Callithrix Penicilatta a mesma irregularidade no ciclo das fémeas, o que
sugere ter existido alguma interferéncia de relacdes de dominancia e
subordinacdo j4 que nesse estudo e no trabalho realizado por Paladine, as
fémeas mesmo estando separadas mantiveram entre si contato visual, auditivo
e olfativo. A dieta e as condicbes de manejo também poderiam estar
relacionadas a essas irregularidades (PALADINE, 2009).

Essa variacdo individual em Callithrix também foi evidenciada por
Eastman et al. (1984) tanto no ciclo estral como nas diversas fases da
gestacao.

A fémea nove apresentou durante todo o estudo niveis mais baixos de
progesterona (Tabela 01). Esta fémea veio a 6bito antes do término deste
estudo apresentando diarréia e emagrecimento progressivo.

Em relacdo ao ciclo das fémeas a duracdo média realizada a partir do
dia O foi de 24,3 £ 4,05 dias. Harding et al.(1982) observaram um ciclo ovariano

de 30,4 dias em saguis recém capturados da natureza. Os dados obtidos
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nesse estudo aproximam-se dos dados reportados por Hearn (1983) que

relatou um ciclo ovariano de 28,6+10 dias em saguis ja habituados ao cativeiro.

Tabela 1: Médias e Desvios Padrdes das concentragfes (ng/g) de metabdlitos

de progesterona nas fases folicular e lutea de fémeas de Callithrix jacchus.

Fase Folicular Fase Lutea
Fomea1  2180%1331 A 167.35+847 B
Fémea 2 44.03 £ 26.52 A 364.51 +189.4 B
Fémea 3 36.05+341 A 339402257 B
Eémea 4 64.36 + 28.9 A 449.33+2954 B
Fomeas 4595207 A 34121+1747 B
Femea s 15283531 A 382.04+164.3 B
Fémea 7 136.57 £ 61.7 A 724.03 £ 563.8 B
Fémea 8 1856 +10.9 A 116.46 +963 B
Fémea 9 1927+106 A 91.89+44.6 B
Fémea 10 170.7 +83.9 A 658.29 + 335.2 B
Fomea 11 156.99%856 A 544.13+1352 B
Fomea 1z 4584318 A 384.2+2452 B

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica

entre as médias (P<0,05).

GESTACAO

Os perfis encontrados para as concentracées de metabdlitos fecais de

progesterona diferiram dos resultados descritos na literatura, onde € reportado

gque o terco médio da gestacdo apresenta concentracbes maiores de
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progesterona do que o terco final em Callithrix jacchus e Callithrix penicillata
(HEARN, 1978; PALADINE, 2009).

Neste estudo observamos que ndo houve diferenca estatistica entre as
médias das concentracfes de metabdlitos fecais de progesterona entre o ter¢o
médio 255,89+231,34 e final 258,92+190,20 (p=0,49). Trés das sete fémeas
gue ficaram prenhes tiveram concentracdes menores de progesterona no terco

médio em relacéo ao terco final (Figura 6).
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Figura 6: Médias das concentragbes de metabdlitos de progesterona (ng/g) no
terco inicial, médio e final das gestacdes de fémeas de Callithrix jacchus.

As fémeas de numero quatro, sete, dez e onze nao apresentaram
prenhes provavelmente devido ao alto grau de estresse imposto aos animais
em cativeiro como predadores vizinhos, sons estranhos e frio e calor intensos.
Segundo Shepherdson (1994) a reproducdo animal pode ser suprimida ou
estimulada pelo estresse, dependendo da intensidade, do tempo e da

habilidade do animal em interagir com o agente estressor. O impacto fisioldégico
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e comportamental de um agente estressor € altamente dependente da
percepcdo e do tipo de resposta comportamental do individuo.

Outra possibilidade para a ndo ocorréncia de prenhes para estas fémeas
seria a falta de interacdo entre o casal, no entanto foram observados
acasalamentos e comportamentos de interagdo como catacdo, nos levando a
sugerir que esses individuos ndo possuiam habilidade para lidar com as

situacOes de estresse ocorridas durante a fase experimental.

VALIDACAO LABORATORIAL (METABOLITOS FECAIS DE ESTRADIOL)

Curva Dose-Resposta

A curva dose-resposta obtida na validacdo laboratorial da dosagem por
EIA de metabdlitos de estradiol em amostras fecais esta representada pelas
equacao:

Y=0,89x — 30,1 com R?=0,9850 (Figura 7).
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Figura 7: Curva de dose-resposta obtida na validagao laboratorial da dosagem
por EIA de metabolitos de estradiol em amostras fecais de sagui comum
(Callithrix jacchus).

Curva de Paralelismo

As curvas padrdo e diluicdo (série 1) obtidas no ensaio de paralelismo

estdo demonstradas na Figura 8.
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Figura 8: Curva de paralelismo para dosagem de metabolitos de estradiol em
amostras fecais de sagui comum (Callithrix jacchus) pela técnica de EIA.
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Controle de qualidade

O controle de qualidade do ensaio foi realizado segundo as orientagdes
do Kit comercial utilizado. Todas as amostras utilizadas respeitavam o padrao
da relacdo B/B0, ou seja, somente foram utilizadas as amostras que estavam
acima de 20 e abaixo de 80% como representado pela curva adquirida no

préprio conjunto comercial (Figura 9).
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Figura 9: Curva Standart propria do conjunto diagndstico comercial da Cayman
Chemical Company® para dosagem de estradiol no plasma sanguineo com
limite de detecc¢ao: 80% B/B0: 20 pg/mL « Sensibilidade: 50% B/B0: 125 pg/mL.
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VALIDAGCAO FISIOLOGICA PARA METABOLITOS FECAIS DE ESTRADIOL

A validacdo fisiolégica neste estudo foi obtida através da diferenca
significativa entre as médias de concentracées de estradiol antes e apds a
puberdade. Os machos pré-puberes apresentaram niveis basais de metabdlitos
fecais durante praticamente todo o estudo, as médias e desvios padrdes
encontrados entre os machos pré-puberes e os adultos foram respectivamente
14,4+13,7 e 24,7+12,3(ng/g). As médias apresentaram diferenca estatistica

significativa (P=0,0481).

CONCENTRACOES DE METABOLITOS FECAIS DE ESTRADIOL ANTES,

DURANTE E APOS O PERIODO GESTACIONAL

Pelos resultados desse estudo houve aumento nas concentracbes de
estradiol nos machos durante a fase gestacional das fémeas em relacdo ao
periodo que antecedeu as gestacdes, em alguns animais esse aumento foi
significativo, por outro lado ocorreu diminuicdo dos niveis ap0s 0s partos
mesmo que de forma nao significativa (Tabela 2 e Figura 1). Os dados obtidos
diferem dos resultados apresentados por Saldanha et al. (2005), que
reportaram aumento nas concentracdes de estradiol apds os partos.

O fato dos animais estarem separados no periodo que antecedeu as
gestacbes pode justificar o aumento nas concentracfes de metabdlitos fecais
de estradiol nos machos durante a fase gestacional. Este aumento pode estar
ligado ao comportamento de guarda ao parceiro e ao comportamento de

copula. Segundo Trainor e Marler (2002) estes tipos de comportamentos sao
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modulados por andrégenos. Zumpe et al. (1993) sugeriram que a conversao de
testosterona a estradiol no Sistema Nervoso Central é importante regulador do
comportamento sexual de machos de primatas ndo humanos.

O macho de ndamero nove (M9) ndo apresentou aumentos nas
concentracdes de estradiol durante esse periodo, seus niveis ficaram durante
toda a fase experimental aparentemente basais (Tabela 2, 3 e Figura 10). Este
macho fez par com a fémea nove que néo teve gestacéo confirmada e que veio
a Obito antes do termino deste trabalho. O fato da fémea em questédo ter
apresentado diarréia e emagrecimento progressivo pode justificar os niveis
hormonais baixos.

Entretanto, o macho nove (M9) apesar de sadio, também néao
apresentou niveis de estradiol compativeis com aqueles encontrados nos
outros machos, sugerindo que o aumento nas concentracdes de metabdlitos de
estradiol, em relacdo ao periodo antes e durante as gestacfes, pode estar
relacionado ndo somente ao comportamento sexual e de protecdo ao parceiro
mas também ao momento fisioldgico da gestacdo da fémea.

A diminuicdo dos niveis de estradiol apds os partos diverge de alguns
resultados encontrados na literatura, tais como Barbosa (2003) que observou
em seu estudo aumento nas concentracdes de andrégenos em sagui comum
apos os hascimentos. Por ouro lado, Nunes e colaboradores em 2002
encontraram em Callithrix kuhlli diminuicdo dos valores de estradiol trés a
guatro semanas apés ao parto, sugerindo ser necessario este declinio para

ocorrer o cuidado parental nesta espécie.
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Tabela 2: Comparacdo entre as médias individuais (ng/g) dos momentos
anteriores a gestacao com as meédias obtidas (ng/g) no periodo gestacional.

Animal Antes da gestacao Periodo Gestacional
M1 14+ 7.3A 355+ 27.4B
M 2 145+ 95A 248+ 16.5B
M3 30.6 + 43.8A 428+ 46.5A
M5 232+ 22.1A 66.4+ 53.4B
M 6 144+ 71A 347+ 40.2B
M9 152+ 8.0A 13.2+ 11.0A

Letras mailsculas diferentes na mesma linha, indicam diferenca estatistica
entre as médias (P<0,05).

Tabela 3: Comparacdo entre as médias individuais de estradiol (ng/g) do
periodo gestacional com as médias de estradiol (ng/g) obtidas no periodo pés

parto.

Animal Periodo Gestacional Pés Parto
M1 355+ 274 A 126 +150A
M2 248+ 165A 196+ 115A
M3 428+ 465 A 264+ 18,4 A
M5 66.4+ 53.4 A 304+175A
M 6 34.7+ 40.2 A 36.5+20,6B
M9 13.2+ 11.0

Letras mailsculas diferentes na mesma linha, indicam diferenca estatistica
entre as médias (P<0,05).
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Figura 10: Médias das concentracfes de metabdlitos de estradiol (ng/g) antes,
durante e ap0s as gestacdes de saguis (Callithrix jacchus).

CONCLUSOES

Os conjuntos comerciais da Cayman Chemical® para a deteccao de
progesterona e estradiol em plasma humano utilizado nesse estudo para
dosagem de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol em Callithrix
jacchus foram validados tanto fisiologicamente quanto laboratorialmente,
permitindo desta forma detectar aumentos e diminui¢cdes nas concentracdes da
progesterona durante a atividade ciclica ovariana e na fase gestacional como
também detectar aumentos e diminuicdes nas concentracdes de estradiol nos

periodos antes, durante e apds as gestacoes.
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EFEITO DA PROPOLIS BRUTA NA DIETA DE SAGUIS Callithrix jacchus MANTIDOS

EM CATIVEIRO, ANTES E DURANTE O PERIODO GESTACIONAL

EFFECT OF DIETARY PROPOLIS IN THE DIET OF MARMOSET Callithrix jacchus
KEPT IN CAPTIVITY BEFORE AND DURING THE PERIOD GESTATIONAL
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RESUMO: A espécie Callithrix jacchus vém sendo utilizada como modelo experimental
para varios estudos envolvendo farmacologia, estudos comportamentais e nutricionais.
Por ser filogenéticamente proxima ao ser humano, esta espécie exibe respostas
fisiologicas e comportamentais semelhante aos humanos, em situacBes que induzem
ansiedade. Devido ao seu pequeno tamanho e por serem adaptaveis em cativeiro a espécie
estd sendo cada vez mais utilizada como modelo biol6gico. Sendo assim, torna-se
imprescindivel o fornecimento de alimentacdo adequada para garantir melhor reproducao
e bem estar destes animais em centros de conservacdo e/ou pesquisa. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo da prdpolis na alimentagdo sobre o ganho de
peso de saguis (Callithrix jacchus) mantidos em cativeiro antes e apos o acasalamento. O
grupo tratamento recebeu dieta de rotina, acrescida de uma colher medida de queijo petit
suisse (Danoninho®) para melhorar a palatabilidade e 2% de prépolis bruta em pd, em
relacdo ao consumo diario estimado por individuo, ou seja, 0,8 gramas de prépolis por
animal uma vez por semana. A administracdo da propolis bruta na alimentacdo de
Callithrix jacchus auxiliou no ganho de peso de machos e fémeas antes da reproducao
além de ter colaborado na manutencdo do peso do tratado durante o periodo gestacional.

PALAVRAS-CHAVE: Calitriquideos; peso; apiterapicos; bem estar.

ABSTRACT: The species Callithrix jacchus has been used as an experimental model in
several research studies involving pharmacology, behaviour and nutrition. Due to its
small body size and adaptability to captivity, this species is often used as a biological
model. It is therefore indispensable that adequate nutritional support is provided to
ensure improved reproduction and well-being of animals in research and/or conservation
centers. Propolis has been shown to improve the immune response, digestive disorders
and feed conversion in animals. The goal of this study was to evaluate the effect of
propolis on the weight maintenance of twelve couples of marmosets (Callithrix jacchus)
kept in captivity before and after mating. Twelve adult pairs were kept in natural
conditions of temperature, humidity and light-dark cycle. There were a pre-experimental
period of acclimation and the use of operational conditioning with positive
reinforcementfor weighing. The control group received only routine diet, and the
treatment group received a routine diet added of a measuring spoon of “petit Suisse”

cheese (Danoninho®) to improve the palatability, and 2% of brute propolis powder, in
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relation to the daily consumption estimated by individual once per week. The
administration of brute propolis in the feed of Callithrix jacchus helped males and
females gain weight before reproduction and helped to maintain the weight of the
treatment group (compared to control group) during the gestational period of the females.
KEY-WORDS: Calitriquideos, weight, apiterapico, welfare

INTRODUCAO

O uso de Callithrix jacchus como modelo experimental na area biomédica iniciou
na década de 60, e importantes questdes foram respondidas no campo da imunologia
(GEOGOZIAN, 1969), teratologia (POSWILLO et al., 1973), comportamento cognitivo e
perceptivo, estudos neuroendocrinologicos (TARDIF e JAQUISH, 1997) e
sociobioldgicos; nesta Ultima é&rea, particularmente relacionados as estratégias
reprodutivas de machos e fémeas desta especie no ambiente de cativeiro (SOUSA et al,
2005; SILVA e SOUSA, 1997; SALTZMAN et al., 1996; ALENCAR et al,
1995;ABBOT,1984) e campo ( ARRUDA et al., 2005). Devido ao seu pequeno porte, que
implica em baixo custo de manutencdo e por sua alta adaptabilidade em cativeiro esta
espécie se tornou modelo experimental em pesquisas que avaliam aspectos relacionados
ao desenvolvimento de doencas e aos parametros fisiologicos (CLARKE, 1994) alem de
serem utilizados também nas areas de nutricdo, farmacologia, toxicologia e em estudos
envolvendo estresse (ABBOT et al., 2003).

Por ser uma espécie frequentemente utilizada como modelo biolégico para
diversos tipos de pesquisa é imprescindivel o oferecimento de uma alimentacdo
balanceada, suprindo desta forma a necessidade nutricional dos animais, assim
possibilitando melhor resposta imunolédgica e consequentemente a obtencdo de uma
colonia mais saudavel.

Entretanto, o desconhecimento das necessidades nutricionais dos animais
silvestres, seu comportamento alimentar e seletividade dos alimentos em cativeiro, 0
emprego isolado de informagdes de habitos alimentares em vida livre no estabelecimento
das dietas e a falta de informacdes a respeito da composi¢do quimica e digestibilidade dos
alimentos oferecidos sdo os principais fatores envolvidos com a desnutricdo desses
animais. Portanto alimentar adequadamente animais silvestres em cativeiro é um desafio

para 0s nutricionistas e pesquisadores (ULLREY et al., 1991).
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Sabe-se que existe uma relacdo dindmica entre doenca, nutricdo e imunidade. Uma
doenca primaria leva ao aumento do catabolismo e das necessidades nutricionais, estado
denominado hipercatabolismo. Esta condicdo vem, entretanto, frequentemente
acompanhada por anorexia (ALLISON, 2000).

Segundo ALLISON (2000), a desnutricdo de um animal é definida como o estado
de deficiéncia de energia, proteina ou outro nutriente especifico, que acarreta em uma
alteracdo mensuravel na fungéo corporal e que estd associada a piora de doencas, podendo
ser revertida com suporte nutricional adequado. Neste sentido, tornam-se necessarias mais
pesquisas sobre substancias que possam ser adicionadas a alimentagdo em cativeiro a fim
de suprir as necessidades nutricionais destes animais.

Nas ultimas décadas houve um aumento do interesse dos pesquisadores em relacéo
a propolis, fato este devido as suas diversas propriedades bioldgicas e terapéuticas, como
imunomoduladora, antitumoral, antimicrobriana, anti-inflamatéria(SFORCIN, 2007;
ORSlI et al., 2006).

A prépolis é produzida e elaborada pelas abelhas a partir de secrecfes de arvores,
flores e folhas e que recebe ainda a adicdo de substancias secretadas pelo metabolismo
glandular das abelhas (BURDOCK, 1998),atuando principalmente no controle de
processo infecciosos, consequentemente melhorando a resposta imunoldgica, as
desordens digestivas e a conversdo alimentar (COELHO et al.,2010). Sendo assim, este
apiterdpico poderia ser utilizado proporcionando suporte fisiolégico adequado

melhorando o bem estar em cativeiro.
OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da adicdo da propolis bruta na
dieta de animais da espécie Callithrix jacchus mantidos em cativeiro, sobre 0 ganho de
peso antes e durante o periodo gestacional.
MATERIAL E METODOS

LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo foi conduzido no Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres (CEMPAS) na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da
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Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”- UNESP, campus de Botucatu
— SP - Brasil, 22°53"09” latitude sul e 48°26'42” longitude oeste com temperatura media
anual de 22°C.

ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 12 casais adultos da espécie Callitrhix jacchus. Os animais
foram alojados em gaiolas medindo 60 cm de altura x 120 cm de largura x 60 cm de
profundidade. Os animais foram mantidos em condi¢fes naturais de temperatura,
umidade e ciclo claro-escuro. Foram oferecidas duas refeicdes diarias compostas de
frutas, legumes e ovos pela manha e uma papa protéica a tarde (racéo triturada ALCON®
acrescida de banana, mel e sustagem®)oferecendo-se como complemento larvas de

tenébrios (Tenebrio molitor) uma vez por semana.
PROPOLIS UTILIZADA

A Propolis utilizada foi produzida por abelhas Apis mellifera L. adquirida em po
da empresa comercial (Naturall®) e estocada em freezer & -4°C até o momento da
administracdo. Para se calcular a porcentagem de propolis a ser acrescida na dieta dos
animais, foi feita uma estimativa do consumo de alimento diario por animal, uma vez que
ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a quantidade de alimento consumido.
Para isto, foram realizadas observacdes prévias, em que o alimento foi pesado antes de ser
oferecido,bem como as sobras deixadas na gaiola. Sendo assim foi tomado como base o

consumo médio de 40 gramas/ animal/dia.
TRATAMENTOS

Em uma primeira etapa experimental com duracdo de quatro meses, machos e
fémeas foram mantidos separados.

Durante essa etapa ndo houve a administracdo da propolis durante os dois
primeiros meses (momento 1), sendo o apiterapico oferecido nos dois meses restantes
(momento 2).

Foi oferecida 2% da propolis bruta em po6, em relacdo ao consumo diario

estipulado por animal; ou seja 0,8g de prdpolis juntamente a uma colher medida de queijo
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petit suisse (Danoninho®) para melhorar a palatabilidade uma vez por semana. A dieta
de rotina dos animais foi oferecida normalmente durante esses quatro meses de
experimento.

Na segunda etapa experimental os casais foram agrupados e seguiu-se entdo o
periodo gestacional das fémeas. A figura 2 reflete as médias das mensuracfes durante os
quatro meses gestacionais (P1, P2, P3 e P4). Nesta etapa 0os animais foram separados em
dois grupos: Grupo tratamento (GT) composto de 12 animais adultos (seis machos e seis
fémeas) e Grupo controle (GC) composto também de 12 animais (seis machos e seis
fémeas) sem a adicdo da prdpolis na dieta. A agua foi servida ad libitum.

A propolis foi oferecida durante quatro meses de gestacéo.
PESO

Os animais foram condicionados a pesagem durante seis meses através do
condicionamento com reforco positivo. As pesagens foram realizadas em balanca

analitica de quatro digitos uma vez por més durante os oito meses de experimento.
NOTAETICA
O experimento realizado teve a autorizagio da Comissio de Etica no Uso de animais

(CEUA) da Universidade Paulista Julio de Mesquita Filho-Botucatu-SP-Brasil, autorizacdo
namero 126/2010.

ANALISE ESTATISTICA

O modelo de medidas repetidas foi utilizado para comparar as médias de peso dos

animais entre 0s momentos, sexos e tratamentos.
RESULTADOS E DISCUSSOES
Em relagdo a primeira etapa experimental (momento M1),antes da administracéo

do apiterapico foi observado uma reducdo no peso dos machos (de 351,0 + 53,2 para
330,0 £ 48,8) e manutencdo no peso das fémeas (de 319,50 + 50,1 para 320,0 + 38,4).
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Apo6s a administracdo da propolis (momento M2) foi verificado uma recuperagdo gradual
no peso dos machos (342,0 +55,2) e um aumento no peso das fémeas (338,0 +46,2)

mesmo que de forma ndo significativa (Figura 1).

400 A
380

360 - I

340 - by by
© 320 - i -------------- * """""""" i
g 300 - —e&— machos
Y 280 - - -A- -femeas

260
240
220 -
200

Momento 1 Momento 2

Figura 1: Peso dos saguis (g) machos e fémeas separados entre 0os momentos (p=0,67)

Na segunda etapa experimental foi observado aumento de peso homogéneo do
grupo tratado enquanto que no grupo controle durante o momento P3 referente ao terceiro
més de gestacdo foi verificado uma reducdo acentuada do peso dos animais (Figura 2 e
tabela 1). Segundo FERRAZ (2008), em seu estudo em relacdo ao efeito da prépolis
produzida em Botucatu - Sdo Paulo - Brasil na manutencdo do peso de saguis submetidos
ao estresse, a autora observou que os animais que receberam 2% do apiterapico tiveram
um aumento significativo de peso em relacdo ao grupo que recebeu 5% e em relagcéo ao
grupo controle que nédo recebeu a substancia, sugerindo um possivel efeito da prépolis no
incremento do peso dos animais. Lui et al. (2007) verificaram que coelhas tratadas com o
apiterapico obtiveram aumento de peso quando comparadas com 0s animais do grupo

controle.
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Apos o agrupamento dos casais, as fémeas ficaram prenhes no mesmo periodo

pois 0s nascimentos ocorreram em intervalos proximos. Durante esta etapa experimental

foi observada uma tendéncia estatistica (p=0,056)

400 -

380 - {
360 - { ________ % -----
340 - i J L/
320 - 1

. I 7

g 300 -

© —e&— controle
280 1 - -a- -tratamento
260
240 -
220 -
200

P1 P2 P3 P4

Momento

Figura 2: Peso entre os grupos controle e tratado ap6s o agrupamento dos casais de saguis.

Tabela 1: Médias e Desvios Padrdes do peso (g) entre os grupos de saguis durante 0s meses

gestacionais.

Agrupamento

1 més de 2 meses de 3 meses de

gestacao gestacdo gestagéo

Grupo Tratado 347.3+31.8

Grupo Controle 3241 +42

351.8+30.5 358.8+30.9 371.0+24.3

325.6 +42.8 319.0 +47.3 338.2 +50.3
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Sanchez e Galardi (1989) observaram que leitdes tratados com propolis tiveram
um maior ganho de peso, resultado de uma acdo estimulante do apiterapico sobre o
apetite dos animais, como consequéncia de uma melhora na resposta imunoldgica dos
mesmos apds 0 consumo.

Prado (2005) verificou aumento de 25,5% na digestibilidade in vitro da matéria
seca de ragdes com 100% de volumoso quando utilizou o produto.

Sendo o cativeiro por si s6 é um fator limitante ao animal, algumas espécies ndo
conseguem adaptar-se a vida cativa, desenvolvendo a chamada sindrome da ma
adaptacdo, onde os animais iniciam um processo de anorexia.

Uma das dificuldades em se estabelecer as necessidades nutricionais dos simios
reside no fato das mesmas serem dinamicas, sendo afetadas ndo apenas pela espécie
animal, mas também pela idade, sexo, status reprodutivo, condicdo de saude,
caracteristicas ambientais, dentre outros. Os resultados deste estudo sugeriram que o
apiterapico auxiliou no ganho de peso dos animais podendo ser utilizado como uma
importante ferramenta nutricional para primatas mantidos em cativeiro. Buhatel et al.
(1983) utilizando a propolis em racdes de frangos de corte atestaram a melhora do ganho
de peso diario das aves quando comparado aos animais que nao receberam prépolis,
esses autores concluiram ainda que a prépolis preveniu desordens digestivas e

proporcionou melhor conversédo alimentar.

CONCLUSOES

A administracdo da propolis bruta na alimentacdo de Callithrix jacchus auxiliou
no ganho de peso de machos e fémeas antes do periodo gestacional além de ter
colaborado na manutencdo do peso do Grupo Tratado durante a gestacdo das fémeas,

sugerindo desta forma uma melhor conversao alimentar.
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Myrna Campos Ferraz'; André Vicente Ruiz de Matos?; Nereu Carlos Prestes®; Jodo Carlos

Pinheiro Ferreira*; Lygia Carla Francelino®; Flavia da Silva Cunha® Eunice Oba’

1)-Myrna Campos Ferraz-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil.
E-mail: dra_myrnacampos@yahoo.com.br/ Fone/Fax: (5514) (14) 3880-2119; 2)-André
Vicente Ruiz de Matos-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil.
E-mail: parmeso xl@yahoo.com.br/ Fone: (5514) 3880-2110 /Fax: (5514) 3880-2042; 3)-
Nereu Carlos Prestes-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-FMVZ- Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil. E-mail:
nereu@fmvz.unesp.br/Fone/Fax: (5514) (14) 3880-2119.4) Jodo Carlos Pinheiro Ferreira-

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ — Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil. E-mail:
icferreira@fmvz.unesp.br/ Fone/Fax: (5514) (14) 3880-2119; 5)-Lygia Carla Francelino-

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ — Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil. E-mail:
lygia.francelino@hotmail.com/ Fone/Fax: (5514) (14) 3880-2119; 6) Flavia da Silva
Cunha- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ — Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP — Brasil. E-mail: Fone/Fax:
(5514) (14) 3880-2119; 7) Eunice Oba- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-
FMVZ- Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP - Botucatu - SP
— Brasil E-mail: euniceoba@fmvz.unesp.br/ Fone/Fax: (5514) (14) 3880-2119.

* Trabalho a ser enviado para a Revista American Association for Laboratory Animal

Science


mailto:dra_myrnacampos@yahoo.com.br/
mailto:parmeso_xl@yahoo.com.br/
mailto:nereu@fmvz.unesp.br/Fone/Fax
mailto:jcferreira@fmvz.unesp.br/
mailto:lygia.francelino@hotmail.com

© 00 N oo o b W N P

W N N NN DD DD DD DN DN DD P PP R R R R R
o © 00 N oo o B~ W DN PP O O 00N o O b N+ o

121

RESUMO: O Callithrix jacchus € um primata neotropical de facil adaptacdo em cativeiro.
As col6nias podem ser facilmente estabelecidas em um curto espaco de tempo e a um custo
baixo comparado a outras espécies de primatas maiores, que sdo normalmente utilizados
em laboratorio. Por serem filogeneticamente semelhantes aos seres humanos em situacdes
que induzem a ansiedade estes pequenos primatas estdo sendo cada vez mais utilizados em
pesquisas que envolvam a resposta ao estresse. Animais silvestres em cativeiro estdo
submetidos a uma série de eventos estressores que dependendo da sua duracdo e
intensidade podem modificar a homeostase organica. Observamos nesse estudo, graves
problemas ocorridos com a formacéo fetal nas proles de Callithrix jacchus mantidos em

ambiente com alto grau de estresse.

ABSTRACT: Callithrix jacchus is a neotropical primate adaptable in captivity. Colonies
can be easily established in a short time and at low cost compared to other species of adults
primates, which are normally used in the laboratory. Because they are phylogenetically
similar to humans in situations that induce anxiety, these small primates are increasingly
being used in research involving the stress response. Wild animals in captivity are subjected
to a series of stressful events that depending on the duration and intensity can modify the
organic homeostasis. Observed in this study, serious problems occurred with the formation

in fetal offspring of Callithrix jacchus kept in an environment with a high degree of stress.
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INTRODUCAO

A espécie Callithrix jacchus é de distribuicdo natural do nordeste brasileiro.®*

Representantes do género Callithrix vivem em grupos com alto grau de parentesco,
contendo, normalmente, uma Gnica fémea reprodutora.*?

Por serem filogeneticamente semelhantes aos seres humanos em situacfes que
induzem a ansiedade estes pequenos primatas estdo sendo cada vez mais utilizados em
pesquisas que envolvam a resposta ao estresse’. O tempo médio de duracdo da gestacdo é
de 144 dias®. O nimero alto de filhotes nos calitriquideos pode provocar problemas para as
fémeas, pois 0 peso destes pode ultrapassar 10% do peso corporal da mae*.

O Callithrix jacchus se adapta bem em cativeiro, a0 manejo e aos procedimentos
experimentais, ainda mais se um sistema de recompensa for oferecido. Col6nias em
cativeiro podem ser facilmente estabelecidas em um curto espaco de tempo e a um custo
baixo comparado a outras espécies de primatas maiores, que sdo normalmente utilizados
em laboratorio®.

No entanto sabe-se que animais em cativeiro sdo habitualmente submetidos a
situacOes estressantes e durante a gravidez o corpo da mée passa por muitas mudancas
fisicas e quimicas, incluindo a producdo alterada de certos hormdnios. Os niveis de cortisol
sdo tipicamente encontrados mais altos em mulheres gravidas.® Tal elevacdo do cortisol ¢
essencial para o crescimento do embrido. Entretanto, excessiva elevacdo dos niveis de

cortisol pode modificar permanentemente o crescimento do feto.™
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OBJETIVO
O Objetivo do presente trabalho foi relatar a ocorréncia de mal formacdo fetal em

saguis da espécie Callithrix jacchus.

RELATO DE CASO

Os relatos que se seguem ocorreram com sete fémeas de sagui comum (Callithrix
jacchus) presentes em uma colénia do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres (CEMPAS) na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ da
Universidade Estadual Paulista “Jalio Mesquita Filho” — UNESP, campus de Botucatu — SP
- Brasil, 22°53709” latitude sul e 48°26°42” longitude oeste com temperatura media anual
de 22°C.

Estes animais participavam de um experimento de monitoramento nio invasivo da
funcdo reprodutiva de fémeas e machos de Callithrix jacchus. O experimento ndo tinha
como objetivo causar danos a salde dos animais. No entanto o estresse de cativeiro, como a
presenca de predadores ao lado do recinto dos animais, frio intenso e sons podem ter
desencadeado os problemas ocorridos durante a pesquisa. O experimento foi conduzido no
periodo entre julho de 2010 e dezembro de 2011, sobre o protocolo da comisséo de ética N°
126/2010.

Foi tomada a precaucdo de evitar cruzamentos consanguineos, assim agrupamos
machos e fémeas provenientes de dois locais distintos (Parque Ecoldgico do Tieté-

Guarulhos - SP. e Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros — Sorocaba - SP).
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As fémeas tiveram seu periodo gestacional de julho a dezembro de 2011. Dessas,
trés fémeas parturientes foram levadas ao ambulatério da area de reproducdo animal com o

seguinte histérico:

*Fémea 1: iniciou as contragdes as 10:30 horas do dia 26/11/2011. Procedeu-se a remogéao
manual de um feto insinuado aguardando-se até o dia 27/11/2011 na expectativa que outro
feto fosse expulso naturalmente.

*Fémea 2: as contragdes iniciaram as 7:00 horas do dia 13/12/2011, porem como os
nascimentos ocorrem rapidamente neste espécie e apos trés horas ela ndo havia expulsado
nenhum filhote e tendo sido constatado a morte fetal optou-se pela cesariana realizada as
11:00 horas do mesmo dia.

*Fémea 3: atonia uterina. Cesariana realizada no dia 21/12/2011 pela manha. A fémea
alimentou-se bem no dia anterior, mas no dia 21 apresentou apatia e anorexia.

Apdbs o exame radiografico (Figura 1), exame fisico e ultrassonografico e em que
ficou constada a morte dos fetos e seu tamanho relativo grande com relacdo ao porte
materno, os animais foram preparados para a cesariana sob protocolo anestésico
compativel™® (Figura 2).

Apo6s a pré-oxigenacgdo, foi realizada a indugdo anestésica através da camara de
inducdo com isofluorano (4 vol %) diluido em O; ,100%. Ap6s adequado relaxamento
muscular e deculbito, os animais foram retirados da caixa e a inducdo foi complementada
com isofluorano administrado através de mascara facial. A intubacdo orotraqueal foi
realizada com cateter 14G ap06s a perda dos reflexos palpebral, interdigital e laringo-

traqueal. Lidocaina a 2% foi administrada topicamente na laringe para facilitar a intubacao.
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Também foi confeccionado um circuito anestésico adequado ao tamanho reduzido dos
animais, para que nao ocorre reinalagdo de CO,, bem como adequada manutencao da via
aérea durante o procedimento anestésico, possibilitando inclusive a ventilacdo. A
manutencdo anestésica foi realizada com isofluorano (0,5-2,5 vol %) diluido e O, 100% e a
analgesia trans-operatoria foi realizada através da administracdo de morfina ou metadona,
na dose de 0,1 mg/kg por via intramuscular. A fluidoterapia foi realizada com solucdo
Ringer com lactato administrado através de bomba de infusdo na taxa de 5 mil/kg/h. Os
saguis foram monitorados através do eletrocardiograma, Doppler e capnografia.
Normotermia foi mantida através da utilizacdo do insuflador de ar quente durante todo o
procedimento. Ao fim do procedimento cirdrgico, a administracdo de anestésico foi
descontinuada e o cateter orotraqueal foi retirado apds o retorno dos reflexos protetores,
ocorrendo a recuperacao tranquila e sem intercorréncias. Meloxicam foi administrado na

dose de 0,1 mg/kg, IM, como analgésico pés operatorio™.
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Figura 1: Imagem radiografica de abddomen de fémea de Callithrix jacchus
submetida a parto cesariana.

Figura 2: Cesariana em Callithrix jacchus.
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Das sete fémeas parturientes, trés tiveram partos cesariana e quatro tiveram partos

normais, sendo que entre os partos normais apenas dois filhotes de um casal sobreviveram.

Os peso das fémeas levadas para a realizacdo das cesarianas e a biometria das suas

respectivas proles encontram-se descritos na Tabela 1. O peso das fémeas de Callithrix

jacchus e a biometria dos natimortos nascidos de parto normal estdo descrita na Tabela 2.

Fémea| N°de Peso Peso | Sexo | Comprimento | Comprimento | Diametro
Fetos das dos dos fetal das caudas cranial
maes fetos | fetos dos fetos dos fetos
1 2 2649 | 344¢ F 15 cm 10 cm 9cm
36.1g* | M 15 cm 10 cm 9cm
2 2 338g | 34.0¢ F 13 cm 9cm 9.5cm
32.0¢9 M 11 cm 10 cm 9cm
3 2 270 g 289 F 11 cm 9cm 7cm
28 ¢ F 11 cm 8cm 10 cm

Tabela 1: Peso das fémeas de Callithrix jacchus levadas para a realizagdo de parto cesariana
e biometria das suas respectivas proles.

Fémea | N°de Peso Peso | Sexo | Comprimento | Comprimento | Diametro
Fetos das dos dos fetal das caudas cranial
maes fetos | fetos dos fetos dos fetos
1 2 3369 34.0g M 14,5 cm 12,5cm 9,5cm
3449 M 14,5 cm 10,5 cm 10,5 cm
2 2 376 ¢ 35.00 F 14 cm 10 cm 9.5cm
3409 F 14 cm 11 cm 9cm
3 2 254 ¢ 269 F 12 cm 9 cm 7cm
279 F 11cm 9cm 8cm

Tabela 2: Peso das fémeas de Callithrix jacchus e biometria das suas respectivas crias
nascidas de partos normais.




128

1 Os dez neonatos natimortos apresentaram mal formacao cranial em especial fendas
2 palatinas (Figuras 3 e 4). O estresse altera os niveis de muitos hormdnios e outras

3 moléculas encontradas no sangue, podendo acarretar modifica¢fes no feto.

5 Figura 3: Fetos de Callithrix jacchus apresentando mal formacao
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Figura 4: Fetos de Callithrix jacchus apresentando mal formacao.

O estresse pré-natal afeta em particular a placenta, diminuindo a funcdo desse
6rgéo por meio de uma reducdo dos niveis de nutrientes e oxigénio que alcancam o feto. O
mecanismo desse efeito resulta em niveis elevados de adrenalina no sangue, 0s quais
induzem o aumento da resisténcia vascular e a reducdo do fluxo de sangue para a placenta.’

Em uma col6nia de Callithrix jacchus o estresse ambiental foi o principal fator para
um grande nmero de abortos.’

Certas alteragcbes morfologicas, bem como da fisiologia do (tero ou ainda,
distdrbios hormonais maternos podem conduzir a variages da embriogénese que culminam

com o nascimento de crianca portadora de fissura labio palatina.® As alteracdes
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morfoldgicas estdo associadas com a topografia do Utero e com a situagdo do embrido na
cavidade uterina. Estas circunstancias podem acarretar modificacdes fisiologicas que, de
certa forma, diminuem o fluxo sanguineo. A consequente hipdxia tecidual agrava-se com o
ritmo acelerado de desenvolvimento das estruturas embrionarias.®

O estado emocional da gestante € um fator de influéncia, especialmente se acontecer
uma tensdo emocional no primeiro trimestre da gravidez. O estresse provoca uma liberagao
de cortisona, substancia dotada de efeito teratogénico.’

Durante todo o periodo gestacional das fémeas foram realizadas anotacdes
referentes aos possiveis agentes estressores; assim como foram feitas observacdes em
relagdo ao comportamento dos animais. As observacdes sugeriam que nos dias em que
ocorriam eventos estressores, 0 nimero de vocalizacdes de alarme, de andar arqueado e de
tufos para tras aumentavam consideravelmente quando comparados aos dias em que tais
eventos ndo ocorriam (Tabela 3).

Tabela 3: NUmero médio de comportamentos relacionados a atitudes de alerta na presenca e
na auséncia de agentes estressores em primatas da espécie Callithrix jacchus.

PRESENCA DE SONS ESTRANHOS CONTENGAO DE SEM AGENTES
PREDADORES PESSOAS ESTRANHAS ANIMAIS VIZINHOS ESTRESSORES

VOCALIZAGAO DE 1.750 1.400 1.700 1.203
ALARME

ANDAR ARQUEADO 500 1.400 200 150

TUFOS PARA 150 650 400 100

TRAS
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CONCLUSOES

Devido a diferenga no comportamento dos animais em dias em que ndo ocorriam
eventos estressantes e devido aos relatos descritos na literatura, sugerimos que a alta
incidéncia de natimortos apresentando mal formacdes pode estar relacionada com os altos
niveis de estresse impostos ao grupo.

AGRADECIMENTOS

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo pelo suporte financeiro

dado a esse trabalho (2009/52654-9; 2010/51926-2).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Barros M, Tomaz C. 2002. Non-human primate models for investigating fear and

anxiety. Neurosci Biobehav 26 : 187-201.

2- Charil A, Laplante DP, Vaillancourt C, King S. 2010. Prenatal stress and brain

development. Brain Res Rev 65 :56-79, 2010.

3- Capelozza Filho L. 1988. Conceitos vigentes na epidemiologia das fissuras labio-

palatinas. Rev Bras Cirur 77 : 223-230.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

132

4- Eisenberg JF. 1977. Comparative ecology and reproduction of New World monkeys.
In: Kleiman, D.G. The Biology and conservation of Callitrichidae. Washington, D.C.:

Smithsonian Institute Press, p. 39-71, 1977.

5- French JA, Brewer KJ, Schaffner CM, Schalley J, Hightower-merritt D, Smith TE,
Bell SM. 1996. Urinary steroid and gonadotropin excretion across the reproductive cycle in

female Wied's black tufted-ear marmosets (Callithrix Kuhli). Am J Primatol 40: 231-245.

6- Hearn NJ. 1983. The common marmoset (Callithrix jacchus) In: Journal of Zoology.
Reproduction in new word primates: new models in medical science. Lancaster: MTP

Press, p.181-215.

7- Jhonson EO, Kamilares TC, Gold PW, Chrousos GP. 1991. Environmental stress and
reproductive sucess in the common marmoset (Callithrix jacchus). Am J Primatol 25 : 191-

201.

8- Modolin M, Cerqueira EM. 1994. Etiopatogenia. In: ALTMANN, E. B. C. Fissuras

labiopalatinas. 3.ed. Carapicuiba: Pro-Fono departamento editorial cap. 2, pp.25-30.

9- Ng PC. 2011. Effect of stress on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in the fetus and

newborn. J Pediatr 158 : 3-41.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

133

10- Silva LS, Prestes NC, Ferreira JCP, Ferraz MC, Garofalo NA, Simdes CRB. 2012.
Cesariana em sagui (Callithrix jacchus): Relato de caso. Anais do Il Simpdsio de

Neonatologia Veterinaria. UNESP — Botucatu, p.11.

11- Seckl JR, Holmes MC. 2007. Mechanisms of disease: glucocorticoids, their placental
metabolism and fetal ‘programming’ of adult pathophysiology, Natural Clinical Practice

Endocrinol Metab3 : 479-88.

12- Stevenson MF, Rylands AB. 1988. The marmosets, genus Callithrix sp. 131-222. In:
Ecology and Behavior of Neotropical Primates, Volume 2. (R.A. Mittermeier, A.B.
Rylands, A.F. Coimbra-Filho & G.A.B. Fonseca, Eds.) World Wildlife Fund, Washington

D.C.



134

DISCUSSAO GERAL

O estresse € bastante observado em animais selvagens em cativeiro
(Pachaly et al. 1993), sendo assim € necesséario que haja uma preocupacao
com a qualidade de vida das espécies durante o periodo de confinamento,
havendo a necessidade de adotarmos alternativas para a melhoria de seu bem-
estar (Costa e Pinto 2003; Laule 2003). Nesse sentido o condicionamento e as
coletas de saliva, fezes e urina realizadas de forma n&o invasiva séo
ferramentas importantes que podem ser utilizadas nas pesquisas envolvendo
animais selvagens.

No entanto a utilizacdo dos ensaios para monitorar a funcéo enddcrina e
adrenal através da mensuragcdo de metabolitos de esterdides e glicocorticoides
fecais pode ndo ser fidedigna, por isso € necesséario proceder a validacao
fisiologica e laboratorial destas técnicas (Palme, 2005; Touma & Palme, 2005;
Heistermann et al., 2004).

Os Calitriquideos séo utilizados em pesquisas que avaliam aspectos
relacionados ao desenvolvimento de doencas e aos parametros fisiologicos
(Clarke, 1994) além de serem modelos experimentais também nas areas de
nutricdo, farmacologia, toxicologia e na area de estresse (Abbot et al., 2003).
Jhonson et al. (1996), utilizando saguis-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) em
seu estudo, demonstraram que essa espécie apresenta diversas caracteristicas
gue a tornaram um modelo para estudo de estresse social, dentre elas, a
proximidade filogenética aos seres humanos e ao fato desta espécie exibir
resposta fisiolégica e comportamental semelhante aos humanos, em situagdes

gue induzem ansiedade (Barros & Tomaz, 2002).
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As alteragbes hormonais relacionadas a reproducdo de Callithrix
jacchus, tém despertado o interesse de muitos pesquisadores. S&o comuns
nessa area, estudos sobre as alteracdes hormonais que ocorrem durante a
gravidez e pos-parto, bem como em contextos de disputa entre as fémeas. Os
eventos fisioldgicos, endodcrinos e comportamentais relacionados a reproducao
durante o ciclo ovulatério, gravidez e lactacdo na espécie ja foram estudados
por diversos pesquisadores (HEARN, 1983; DIXSON e LUNN, 1987).

A espécie apresenta caracteristicas reprodutivas singulares que a
tornam um interessante modelo bioldgico para o estudo da foliculogénese. As
fémeas desta espécie apresentam ciclos ovulatérios continuos durante todo o
ano, nao havendo sazonalidade reprodutiva e os estros pos parto podem ser
observado apés o nascimento dos filhotes (CHAMBERS e HEARN, 1979).

Neste estudo foi possivel validar os ensaios relacionados aos
metabdlitos de estradiol e progesterona fecais permitindo dessa forma avaliar
as concentracdes desses horménios antes, durante e apds a gestacdo das
fémeas, dessa forma o trabalho corroborou para melhor entendimento da
fisiologia reprodutiva desses animais.

O Callithrix jacchus se adapta bem em cativeiro, a0 manejo e aos
procedimentos experimentais, ainda mais se um sistema de recompensa for
oferecido. Colonias em cativeiro podem ser facilmente estabelecidas em um
curto espaco de tempo e a um custo baixo comparado a outras espécies de
primatas maiores, que sdo normalmente utilizados em laborat6rio. No entanto
sabe-se que animais em cativeiro sao habitualmente submetidos a situacdes

estressantes e que por esse motivo poderiam ocorrer baixas taxas
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reprodutivas. Durante esse trabalho observamos alta mortalidade das proles
além de problemas ocorridos na formacéo do fetos.

O estresse pré-natal afeta em particular a placenta, diminuindo a funcéo
desse 6rgdo por meio de uma reducao dos niveis de nutrientes e oxigénio que
alcancam o feto. O mecanismo desse efeito resulta em niveis elevados de
adrenalina no sangue, os quais induzem o aumento da resisténcia vascular e a
reducédo do fluxo de sangue para a placenta. (CHARIL et al., 2010).

Em uma coldnia de Callithrix jacchus o estresse ambiental foi o principal
fator para um grande namero de abortos (JHONSON et al., 1991) .

Por ser uma espécie frequentemente utilizada como modelo bioldgico
para diversos tipos de pesquisa € imprescindivel o oferecimento de uma
alimentagédo balanceada, suprindo desta forma a necessidade nutricional dos
animais, assim  possibiltando  melhor  resposta  imunolégica e
consequentemente a obtencdo de uma colénia mais saudavel.

Entretanto, o desconhecimento das necessidades nutricionais dos
animais silvestres, seu comportamento alimentar e seletividade dos alimentos
em cativeiro, o emprego isolado de informagdes de habitos alimentares em vida
livre no estabelecimento das dietas e a falta de informacbes a respeito da
composicdo quimica e digestibilidade dos alimentos oferecidos sdo os
principais fatores envolvidos com a desnutricdo desses animais. Portanto
alimentar adequadamente animais silvestres em cativeiro é um desafio para
nutricionistas e pesquisadores (ULLREY et al.,, 1991). Sendo assim existe a
necessidade de mais pesquisas sobre substancias que possam ser acrescidas

na alimentacdo desses animais melhorando dessa forma sua nutrigéo.
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Segundo os resultados deste trabalho, a propolis substancia produzida e
elaborada pelas abelhas a partir de secrecdes de arvores, flores e folhas e que
recebe ainda a adicdo de substancias secretadas pelo metabolismo glandular
das abelhas (BURDOCK, 1998), atuando principalmente no controle de
processo infecciosos, consequentemente melhorando a resposta imunolégica,
as desordens digestivas e a conversdo alimentar (COELHO et al.,2010)
auxiliou na manutencdo e no ganho de peso dos saguis utilizados nesse

estudo.

CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foi possivel colaborar com melhor entendimento sobre a
fisiologia reprodutiva da espécie em estudo, assim também como obtivemos
respostas importantes sobre fatores que podem ocasionar alteracdes nos
resultados esperados quando realizamos estudos relacionados ao estresse.
Existe necessidade de estrutura e manejo adequados para a realizacado de

pesquisas que utilizem a espécie Callithrix jacchus como modelo biologico.
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be submitted solely to this journal, and may not have been published in any
substantial form in

any other publication, professional or lay. Submission is taken to mean that
each of the coauthors

acknowledge their participation in conducting the research leading to this
manuscript

and that all agree to its submission to be considered for publication by AJP.
The Editorial

Office cannot be responsible for returning any materials submitted for
review. The publisher

reserves copyright, and no published material may be reproduced or
published elsewhere

without the written permission of the publisher and the author. The journal
will not be
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responsible for the loss of manuscripts at any time. All statements in, or
omissions from,

published manuscripts are the responsibility of the authors who will assist
the editors by

reviewing proofs before publication. Reprints may be ordered from
https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=AJP
(https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=AJP) No
page charges will

be levied against authors or their institutions for publication in the journal.
Conflict of Interest. AJP requires that all authors disclose any potential
sources of conflict of

interest. Any interest or relationship, financial or otherwise, that might be
perceived as

influencing an author’s objectivity is considered a potential source of
conflict of interest.

These must be disclosed when directly relevant or indirectly related to the
work that the

authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest
include but are

not limited to patent or stock ownership, membership of a company board
of directors,

membership of an advisory board or committee for a company, and
consultancy for or receipt

of speaker’s fees from a company. The existence of a conflict of interest
does not preclude

publication in this journal.

If the authors have no conflict of interest to declare, they must also state
this at submission. It

Is the responsibility of the corresponding author to review this policy with
all authors and to

collectively list in the cover letter (if applicable) to the Editor-in-Chief, in
the manuscript (in the

footnotes, Conflict of Interest or Acknowledgments section), and in the
online submission

system ALL pertinent commercial and other relationships.

Journal Cover Artwork. Along with their manuscript, authors are welcome
to submit an

original photograph or other artwork that illustrates their research for
possible use on the cover

of the issue in which the article appears. This artwork is submitted with the

understanding that

28/07/13 American Journal of Primatology - Author Guidelines - Wiley Online Library
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it has not been published elsewhere, that the author has copyright, and that
the author grants

Wiley-Blackwell permission to publish the photo as a cover image, should
it be chosen.

Candidate images for journal covers may be submitted electronically as
TIF files.

Manuscript Preparation. Manuscripts should be divided into the major
divisions given

below in the order indicated.

Title page. The first page of the manuscript should include the complete
title of the paper; the

names of authors and their affiliations; a short title (not more than 40
characters including

spaces); and name, postal address, E-mail address, and phone number of
person to whom

editorial correspondence, page proofs, and reprint requests should be sent.
Abstract. The abstract must be a factual condensation of the entire work,
including a

statement of its purpose, a succinct statement of research design, a clear
description of the

most important results, and a concise presentation of the conclusions.
Abstracts should not

exceed 300 words. Three to six key words for use in indexing should be
listed immediately

below the abstract.

Text. The body of Research Articles must be organized into the following
sections: Abstract,

Introduction, Methods, Results, Discussion and Acknowledgments. The
Methods section

must include the dates and location of the study. The Methods section must
also include a

statement that the research complied with protocols approved by the
appropriate institutional

animal care committee (provide the name of the committee) and adhered to
the legal

requirements of the country in which the research was conducted. The
Results section must

include the essential values from all statistical tests cited to support
statements regarding

findings, in addition to summarizing key data using tables and figures
where possible.

Acknowledgments should include: funding sources; names of those who
contributed but are
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not authors, further statements of recognition appropriate to the study; and
brief confirmation

of compliance with animal care regulations and applicable national laws. If
photos or

identifiable data on human subjects are in any manuscript, they must be
accompanied by a

notarized copy of the consent form. Footnotes are not to be used except for
tables and

figures. Nonstandard abbreviations should be kept to a minimum and
defined in the text.

Measurements should be given in metric units and abbreviated according to
the American

Institute for Biological Sciences’ Style Manual for Biological Journals.
Review Articles and

Commentaries may deviate from this style of organization, but must
include an Abstract,

Introduction, Discussion, and Acknowledgements.

References. In the text, references should be cited consecutively with the
author's surname

and year of publication in brackets. The reference list should be arranged
alphabetically by first

author's surname. List all authors if there are five or fewer; when there are
six or more authors,

list the first three followed by et al. Examples follow.

Journal Articles:

King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. 1998. Numerical aspects of
pontine, lateral

reticular, and inferior olivary projections to two paravermal cortical zones
of the cat

cerebellum. Journal of Comparative Neurology 390:537-551.

Lynch Alfaro JW, Boubli JP, Olson LE, et al. 2011. Explosive Pleistocene
range expansion

leads to widespread Amazonian sympatry between robust and gracile
capuchin monkeys. J

Biogeogr 39:272-288.

Books and Monographs:

Voet D, Voet JG. 1990. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons.
1223 p.

Dissertations:

Ritzmann RE. 1974. The snapping mechanism of Alpheid shrimp

[dissertation].

28/07/13 American Journal of Primatology - Author Guidelines - Wiley Online Library
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Charlottesville (VA): University of Virginia. 59 p. Available from:
University Microfilms, Ann

Arbor, MI; AAD74-23.

Book Chapters:

Gilmor ML, Rouse ST, Heilman CJ, Nash NR, Levey Al. 1998. Receptor
fusion proteins

and analysis. In: Ariano MA, editor. Receptor localization. New York:
Wiley-Liss. p 75-90.

Format for Presenting Statistical Information. Overall is it recommended
that authors

provide the details of their statistical analyses in the Methods, Tables, and
Figures as

appropriate. Linear statistics: means and standard deviation/standard errors
should be written

in the format X+ SD/SE unit (i.e., mean body weight=6.38 =+ SD 1.29 kg or
mean head-trunk

length=425 + SE 3.26 mm). Circular statistics: mean and angular
dispersion should be written

in the format X+ AD unit (i.e., phase relationship between head linear and
angular

displacement=104 = AD 14 deg). Ranges should be written as range: 15-
29; sample sizes

should be written as N=731; numbers less than 1 should be written as 0.54
not as .54. P values

that are deemed significant can be presented as less than a threshold value
(i.e.,, P<0.05P<

0.01, P <0.001). Nonsignificant test outcomes should be reported using an
exact probability

value whenever possible. The P value (P) and sample size (N) should be
capitalized, and

degrees of freedom, if required, should be written in lower case (e.g. df=4).
For example: X2

= 1.84, df=8, P = 0.91 Unless a test statistic unambiguously refers to a
particular statistical test

(i.e., X2 is understood to refer to a Chi-squared test), results should include
the name of the

statistical test which should be followed by a colon, the test statistic and its
value, degrees of

freedom or sample size (depending on which is most appropriate for that
test), and the P

value, with indication if it is one- or two-tailed (unless that issue has been
addressed for the
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manuscript as a whole before any statistical results are given). These
entries should be

separated by commas. Wilcoxon signed-ranks test: Z=3.82, P<0.001, N=20
ANOVA: F=2.26,

df=1, P=0.17

Tables. Tables should be titled and numbered in accordance with the order
of their

appearance; each table should be placed on a separate page. All tables must
be cited in the text

with approximate placement clearly defined. Table titles should be concise
descriptions of the

data in the table. Table footnotes should provide more detail relating to the
interpretation of

data presented in the table (i.e., notes on sample sizes, tests performed,
etc.). Samples are

shown below:

Table title: Leadership of Group Movements by Males and Females within
Each Group Table

footnote: Chi-square results for adult female- versus adult male-led group
progressions overall

(A), when feeding occurred within 5 min of group movement (B), and
when feeding did not

occur within 5 min of group movement (C). N refers to the number of
progressions led by

each sex. Females in each group, except C3, led group movements
significantly more than

males overall and in all contexts.

Table title: Food Species and Plant Parts in the Diet of Rhinopithecus
brelichi at Yangaoping,

Guizhou During the Study Period Table footnote: Season: Sp, spring
(February, March,

April); Su, summer (May, June, July); A, autumn (August, September,
October); W, winter

(November, December, January); Y, four seasons. E, evergreen; D,
deciduous

Figure Legends. A descriptive legend must be provided for each figure and
must define all

abbreviations used therein.

Figures/Illustrations. Each figure should be high-contrast on a separate
page with the figure

number clearly indicated. All color figures will be reproduced in full color
in the online edition
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of the journal at no cost to authors. Authors are requested to pay the cost of
reproducing

color figures in print. Authors are encouraged to submit color illustrations
that highlight the text

and convey essential scientific information. For best reproduction, bright,

clear colors should
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Capitulos 3 e 4 — Animal Science Journal

Parts of the Manuscript

Manuscripts should be presented in the following order: (i) title page,
(ii) abstract and key words, (iii) text, (iv) acknowledgments, (v)
references, (vi) appendices, (vii) figure legends, (viii) tables (each
table complete with title and footnotes) and (ix) figures. Footnotes to
the text are not allowed and any such material should be
incorporated

into the text as parenthetical matter.

Title page

The title page should contain (i) the title of the paper, (ii) the full
names of the authors and (iii) the addresses of the institutions at
which the work was carried out together with (iv) the full postal and
email address, plus facsimile and telephone numbers, of the author to
whom correspondence about the manuscript should be sent. The
present address of any author, if different from that where the work
was carried out, should be supplied in a footnote. The title should be
short, informative and contain the major key words. Do not use
abbreviations in the title. A short running title (less than 40
characters) should also be provided.

Abstract and Key words

All articles must have a structured abstract that states in 200 words
or fewer the purpose, basic procedures, main findings and principal
conclusions of the study. Five or fewer key words (for the purposes
of indexing) should be supplied below the abstract.

Text

Authors should use the following subheadings to divide the sections
of

their manuscript: Introduction, Materials, Methods, Results and
Discussion.

Acknowledgments

The source of financial grants and other funding must be
acknowledged, including a frank declaration of the authors’ industrial
links and affiliations. The contribution of colleagues or institutions
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should also be acknowledged. Personal thanks and thanks to
anonymous reviewers are not appropriate.

References

The Harvard (author, date) system of referencing is used (examples
are given below). In the text give the author’s name followed by the
year in parentheses: Smith (2000). If there are two authors use
‘and’: Smith and Jones (2001); but if cited within parentheses use
‘&’: (Smith & Jones 2001). When reference is made to a work by
three or more authors, the first name followed by et al. should be
used: MacDonald et al. (2002). In the reference list, references
should be listed in alphabetical order.

Reference to unpublished data and personal communications should
not appear in the list but should be cited in the text only (e.g. Smith
A,

2000, unpublished data). All citations mentioned in the text, tables or
figures must be listed in the reference list.

Authors can cite the English text that has published from Book and/or
peer-reviewed Journal. Author also can cite Non-English text when
available to access and view a website, and abstract and figure is
written in English in consultations with Editors. Authors are
responsible

for the accuracy of the references.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference
Manager for reference management and formatting. These sites are
searchable at:

EndNote reference styles:
http://www.endnote.com/support/enstyles.asp
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp)

Reference Manager reference styles:

Reference Manager reference styles:
http://www.refman.com/support/rmstyles.asp
(http://www.refman.com/support/rmstyles.asp)

Journals

Drori D, Loosli JK. 1959. Influence of fistulation on the digestibility of
feeds by steers. Journal of Animal Science 18, 206-210.

Online article not yet published in an issue

An online article that has not yet been published in an issue
(therefore

has no volume, issue or page numbers) can be cited by its Digital
Object Identifier (DOI). The DOI will remain valid and allow an article
to be tracked even after its allocation to an issue.

Abe H, Takeuchi H. 2012. Characterization of the intronic VNTR
polymorphisms found in a paralog of chicken serotonin transporter
gene. Animal Science Journal. 2012, doi: 10.1111/asj.12011

Books

Nalbandov AV. 1963. Advances in Neuroendocrinology 2nd edn.
University of Illinois Press, Urbana, IL.
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Chapter in a book

Folley S], Malpress FH. 1948. Hormonal control on mammary
growth. In: Pincuss G, Thimamm KV (eds), The Hormones Vol. 1, pp.
695-743. Academic Press, New York.

Electronic material

National Center for Biotechnology Information (NCBI). 1999.
Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) [homepage on the Internet].
National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD; [cited
13 December 2002]. Available from URL.:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)

Patent

Tomogane H. 2002. Improved method for meat quality. Japanese
Patent No.3433212, granted 19 January 2002.

Tables

Tables should be self-contained and complement, but not duplicate,
information contained in the text. Number tables consecutively in the
text in Arabic numerals. Type tables on a separate page with the
legend above. Legends should be concise but comprehensive - the
table, legend and footnotes must be understandable without
reference to the text. Vertical lines should not be used to separate
columns. Column headings should be brief, with units of
measurement

in parentheses; all abbreviations must be defined in footnotes.
Footnote symbols: t, #, §, 1, should be used (in that order) and *,
** *x* should be reserved for P values. Statistical measures such as
SD or SEM should be identified in the headings.

Figures

Color figures are not charged for publication effective on 1 January,
2013.

All illustrations (line drawings and photographs) are classified as
figures. Figures should be cited in consecutive order in the text.
Figures should be sized to fit within the column (80.5 mm),
intermediate (112 mm) or the full text width (168 mm).
Magnifications should be indicated using a scale bar on the
illustration.

Line figures should be sharp, black and white graphs or diagrams,
drawn professionally or with a computer graphics package. Lettering
must be included and should be sized to be no larger than the journal
text.

Figure legends

Type figure legends on a separate page. Legends should be concise
but comprehensive - the figure and its legend must be
understandable

without reference to the text. Include definitions of any symbols used
and define/explain all abbreviations and units of measurement.
Supporting Information
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Supporting Information can be a useful way for an author to include
important but ancillary information with the online version of an
article. Examples of Supporting Information include additional tables,
data sets, figures, movie files, audio clips, 3D structures, and other
related nonessential multimedia files. Supporting Information should
be cited within the article text, and a descriptive legend should be
included. It is published as supplied by the author, and a proof is not
made available prior to publication; for these reasons, authors should
provide any Supporting Information in the desired final format.

e Supporting figures, tables and text must be numbered Fig. S1, Fig.
S2, etc., Table S1, Table S2, etc. and Doc. S1, Doc S2, etc,
respectively.

e Titles and legends of supporting figures and tables need to be
included in the respective figure and table file (s).

e Each figure and table file should not be larger than 5MB, although
video files may be larger.

e An author's website cannot be used as supporting information.
There is no limitation to the amount of supplementary material that
can be appended to the article, but in some instances the Editor may
request a reduction if the amount of supplementary material
submitted is judged excessive.

For further information on requirements for submission, please

visit: http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp
(http://authorservices. wiley. com/bauthor/suppinfo. asp)

WILEY BLACKWELL AUTHOR SERVICES

Author Services enables authors to track their article, once it has
been

accepted, through the production process to publication online.
Authors can check the status of their articles online and choose to
receive automated emails at key stages of production so they do not
need to contact the production editor to check on progress. Visit
Author Services (http://authorservices.wiley.com/bauthor/) for more
details on online production tracking and for a wealth of resources,
including FAQs and tips on article preparation, submission and more.
Proofs

It is essential that corresponding authors supply an email address to
which correspondence can be emailed while their article is in
production.

In case there is unclear text or material at the stage of typeediting,
Word files of edited articles will be sent for checking via email, and
should be returned to the Publisher. It is essential that these files are
checked carefully, as the cost of changes made at a later stage may
be charged to the author. Full instructions on how to correct and
return the file will be attached to the email.

Notification of the URL from where to download a Portable Document
Format (PDF) typeset page proof, associated forms and further
instructions will be sent by email to the corresponding author. The
purpose of the PDF proof is a final check of the layout, and of tables
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and figures. Alterations other than the essential correction of errors
are unacceptable at PDF proof stage. The proof should be checked,
and approval to publish the article should be emailed to the Publisher
by the date indicated, otherwise, it may be signed off on by the Editor
or held over to the next issue.

Page charges

MEMBERS who is a First Author OR a Correspondence Author: A
charge for full papers will be made for each paper (¥ 6000) and for
extra typeset pages that exceed four (4) pages (¥ 12000 per page).
A charge for rapid communications will be made for each paper (¥
30000) and for extra typeset pages that exceed two (2) pages (¥
12000 per page). A charge for review papers will be made for each
paper (¥ 20000) and for extra typeset pages that exceed ten pages
(¥ 12000 per page). Customers in Japan should add consumption
tax.

NON-MEMBERS: A charge for full papers will be made for each paper
(¥ 16000) and for extra typeset pages that exceed four (4) pages (¥
12000 per page). A charge for rapid communications will be made for
each paper (¥ 40000) and for extra typeset pages that exceed two
(2) pages (¥ 12000 per page). A charge for review papers will be
made for each paper (¥ 30000) and for extra typeset pages that
exceed ten (10) pages (¥ 12000 per page). Customers in Japan
should add consumption tax.

Offprints

A free PDF offprint will be supplied to the corresponding author.
Please

register with Wiley Blackwell Author Service to receive the benefits.
A minimum of 50 offprints will be provided upon request, at the
author’s expense.

OFFPRINTS in Black and White: An Offprint Order Form outlining

the cost of offprints will be sent to the corresponding author from the
Editorial Office. Offprints will be provided only if a completed Offprint
Order Form is returned to the Editorial Office by mail by the specified
date.

OFFPRINTS in Color: Please visit http://offprint.cosprinters.com/
(http://offprint.cosprinters.com/), fill in the necessary details and
ensure that you type information in all of the required fields.

Color figures

Color figures are not charged for publication effective on 1 January,
2013.

Early View

Animal Science Journal is covered by our Early View service. Early
View articles are complete full-text articles published online in
advance

of their publication on issue basis. Articles are therefore available as
soon as they are ready, rather than having to wait for the next
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scheduled online issue. Early View articles are complete and final.
They

have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the
authors’ final corrections have been incorporated. Because they are in
final form, no changes can be made after online publication. The
nature of Early View articles means that they do not yet have volume,
issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the
traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier
(DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is

allocated to an issue. Please see an example of “Online article not yet

published in an issue” in References section in this Author Guidelines.
After issue online publication, the DOI remains valid and can continue
to be used to cite and access the article. More information about DOIs
can be found at http://www.doi.org/fag.html
(http://www.doi.org/fag.html)

Online Open

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who
wish to make their article available to non-subscribers on publication,
or whose funding agency requires grantees to archive the final
version

of their article. With OnlineOpen the author, the author's funding
agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the
article

is made available to non-subscribers upon publication via Wiley
Online

Library, as well as deposited in the funding agency's preferred
archive.

For the full list of terms and conditions, see
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html
(http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html)

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required
to

complete the payment form available from our website at:
http://onlinelibrary.wiley.com/onlineOpenOrder
(http://onlinelibrary.wiley.com/onlineOpenOrder)

Prior to acceptance there is no requirement to inform Editorial Office
that you intend to publish your paper OnlineOpen if you do not wish
to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any other
article. They go through the journal's standard peer-review process
and will be accepted or rejected based on their own merit.

WILEY BLACKWELL JOURNAL ONLINE

Visit the Animal Science Journal home page at
http://wileyonlinelibrary.com/journal/asj
(http://wileyonlinelibrary.com/journal/asj) for more information and
to search the articles and register for table of contents and e-mail
alerts.

For submission guidelines and digital graphics standards visit
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http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

(http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp).
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Capitulo 5 — Primates

MANUSCRIPT PREPARATION

Please organize your manuscript as follows:

Title page (including all authors' full name; title of paper; affiliations of all
authors; address

of corresponding author including e-mail address, phone and fax number).
Abstract (no more than 300 words)

3-7 key words

The text of the paper should be divided into the following sections: Introduction;
Methods;

Results; Discussion; Acknowledgments; References; tables; figure legends.
Other styles

of manuscript organization may be accepted at the discretion of the editorial
board.

When animals are used for experimentation, authors will be required to state at
the end of the

acknowledgments that they have complied with the ethical standards in the
treatment of their animals

with the guidelines laid down by the Primate Society of Japan, NIH (US), EC
Guide for animal

experiments or other equivalent guidelines; as well as with specific national
laws where applicable.

Genus and species names should be in italics. The common names of animals
should not be

capitalized.

Sl units should be used throughout except where non-SI units are more
common.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.
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Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations. Note: If you use Word 2007,
do not

create the equations with the default equation editor but use the Microsoft
equation editor

or MathType instead.

Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the
citation of a reference

included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should

never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or

tables. Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should
be indicated by

superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other
statistical data).

Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference
symbols. Always use

footnotes instead of endnotes.
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Word template (zip, 154 kB)

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

EndNote style file (zip, 17 kB)

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section before the

reference list. The names of funding organizations should be written in full.
REFERENCES

Literature citations in the text should indicate the author's surname with the year
of publication.

Multiple citations should be listed chronologically.

References at the end of the paper should be listed in alphabetical order by the
first author's name:

Journal papers: name(s) and initial(s) of all authors; year; full title of article;
journal title abbreviated in

accordance w ith international practice; volume number; first and last page
numbers:

Imanishi K (1960) Social organization of subhuman primates in their natural
habitat. Cur Anthropol 1:393-407

When citing articles that have been published only on line, the Digital Object
Identifier (DOI) of the cited literature, if available,
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should be added at the end of the reference in question.

Plumptre AJ, Cox D (2005) Counting primates for conservation: primate surveys
in Uganda. Primates. doi

10.1007/s10329-005-0146-8

Single contributions in a book: name(s) and initial(s) of all authors; year; title of
article; editor(s); title

of book; edition; volume number; publisher; place of publication; page numbers:
Matthew JR, Denitsa GS, Kirk RJ, William LH (2007) Primate origins and the
function of the circumorbital region:

w hat's load got to do w ith it? In: Matthew JR, Marian D (eds) Primate origins:
adaptations and evolution. Springer,

New York, pp 285-328

Book: name and initial(s) of all authors; year; title; publisher; place of
publication:

Holldobler B, Wilson EO (1990) The ants. Springer, Heidelberg

The author is responsible for the accuracy of the references.

Always use the standard abbreviation of a journal's name according to the ISSN
List of Title Word

Abbreviations, see

http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text

citations and reference list.

TABLES AND FIGURES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components
of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the
form of a

reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for

significance values and other statistical data) and included beneath the table
body.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MS

Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures

are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.
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Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum

resolution of 1200 dpi.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the

figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing,

extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information

will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when
converted to

black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to
see if the

necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm

(8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
pt type on

an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions into your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in the text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.). If illustrations
are

supplied with uppercase labeling, lowercase letters will still be used in the figure
captions

and citations.

If an appendix appears in your article/chapter and it contains one or more
figures, continue

the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix
figures, "Al, A2,

A3, etc." Figures in online appendices (Electronic supplementary Material)
should,
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however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts.

Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.
Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in

bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at
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the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as

coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of
areference

citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

Figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher
than 234 mm.

The publisher reserves the right to reduce or enlarge figures.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must
obtain permission from

the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that
some publishers do

not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund
any costs that may have

occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your figures, please

make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software

or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead or in addition to colors for conveying information
(color-blind

users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1.

Electronic supplementary material will be published in the online version only.
It may consist of

Information that cannot be printed: animations, video clips, sound recordings
Information that is more convenient in electronic form: sequences, spectral
data, etc.

Large original data, e.g. additional tables, illustrations, etc.

Submission
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Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name,
author

names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
may require

very long download times and that some users may experience other problems
during

downloading.

Audio, Video, and Animations

Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-
term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should

be submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized formats such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and

.tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
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It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of
the

material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation
(Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “‘ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing
the content

of the file.

Processing of Supplementary Files

Electronic supplementary material will be published as received from the author
without

any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of
your supplementary files,

please make sure that

The manuscript contain a descriptive caption for each supplementary material
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Video files do not contain anything that flashes more than three times per
second (so that

users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

AFTER ACEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author
Query Application at

Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
online and indicate

whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.
Once the Author Query

Application has been completed, your article will be processed and you will
receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to
the journal and

access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides

an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open
Choice article receives all

the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through

Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer Open Choice
cannot be ordered for

published articles.

Springer Open Choice [http://springer.com/openchoice]

Copyright Transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Japan Monkey
Centre and the Publisher

(or grant the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will
ensure the widest

possible protection and dissemination of information under copyright laws.
Open Choice articles do

not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In
opting for open access,

they agree to the Springer Open Choice Licence.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color Illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print
version, authors will be

expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof Reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and

accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g.,
new results, corrected

values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.
After online publication,

further changes can only be made in the form of an Erratum, which will be
hyperlinked to the article.
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Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is
the official first
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Capitulo 6 - Acta Scientiarum.Animal Sciences

Diretrizes para Autores

1. Acta Scientiarum.Animal Sciences ISSN 1806-2636 (impresso) e ISSN 1807-
8672 (on-line), é publicada trimestralmente pela Universidade Estadual de
Maringa.

2. A revista publica artigos originais em todas as areas relevantes da Zootecnia
(Producédo Animal), incluindo genética e melhoramento, nutricdo e digestao,

fisiologia e endocrinologia, reproducéo e lactagéo, crescimento, etologia e bem
estar, meio ambiéncia e instalacdes, avaliacdo de alimentos e producdo animal.

3. Os autores se obrigam a declarar a cesséo de direitos autorais e que seu
manuscrito € um trabalho original, e que ndo esta sendo submetido, em parte
ou no seu todo, a andlise para publicacdo em outro meio de divulgacao
cientifica. Esta declaracdo encontra-se disponivel abaixo.

4. Os dados, idéias, opinides e conceitos emitidos nos artigos, bem como a
exatidao das referéncias, sdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es). A
eventual citacdo de produtos e marcas comerciais néo significa recomendacao
de seu uso por parte do comité editorial da revista.

5. Os relatos deverdo basear-se nas técnicas mais avancadas e apropriadas a
pesquisa. Quando apropriado, devera ser atestado que a pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Biosseguranca da instituicao.

6. Os artigos submetidos poderdao ser em portugués ou inglés. Se aceitos para
publicac&o sera obrigatdria a traducao para o inglés.
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7. Os artigos serao avaliados por no minimo trés consultores da area de
conhecimento da pesquisa, de instituicdes de ensino e/ou pesquisa nacionais e
estrangeiras, de comprovada producao cientifica. Apés as devidas corregdes e
possiveis sugestdes, o artigo sera aceito se tiver dois pareceres favoraveis e
rejeitado quando dois pareceres forem desfavoraveis.

8. Os artigos deverdo ser submetidos pela internet acessando este Portal
ACTA.

9. O conflito de interesses pode ser de natureza pessoal, comercial, politica,
académica ou financeira. Conflitos de interesses podem ocorrer quando
autores, revisores ou editores possuem interesses que podem influenciar na
elaboragao ou avaliagdo de manuscritos. Ao submeter o manuscrito, os autores
sao responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros ou de outra
natureza que possam ter influenciado o trabalho. Os autores devem identificar
no manuscrito todo o apoio financeiro obtido para a execucéo do trabalho e
outras conexdes pessoais referentes a realizacdo do mesmo. O revisor deve
informar aos editores quaisquer conflitos de interesse que poderiam influenciar
sobre a analise do manuscrito, e deve declarar-se nao qualificado para revisa-
lo.

10. A revisao de portugués e a traducao e/ou revisao de lingua estrangeira
serdo de responsabilidade e custeados pelos autores dos artigos aceitos a
partir de 2010, mediante comprovagao emitida pelos revisores credenciados.

11. Estdo listadas abaixo a formatacédo e outras convengdes que deverdo ser
seguidas:

a) No processo de submissao deveréo ser inseridos os nomes completos dos
autores (no maximo seis), seus enderecos institucionais e o e-mail do autor
indicado para correspondéncia

b) Os artigos deverao ser subdivididos com os seguintes subtitulos: Resumo
Palavras-chave, Abstract, Key words, Introducdo, Material e métodos,
Resultados e discusséo, Conclusdo, Agradecimentos (Opcional) e Referéncias.
Esses itens deverdo ser em caixa alta e em negrito e nao deverao ser
numerados.

c¢) O titulo, com no maximo vinte palavras, em portugués e inglés, devera ser
preciso. Também devera ser fornecido um titulo resumido com, no maximo,
seis palavras, que nao estejam citadas no titulo.

d) O resumo néo excedendo 200 palavras, devera conter informacdes sucintas
sobre o objetivo da pesquisa, os materiais e métodos empregados, 0s
resultados e a conclusdo. Até seis palavras-chave deverdo ser acrescentadas
ao final, tanto do resumo como do abstract, que ndo estejam citadas no titulo.

e) Os artigos ndo deverao exceder 15 paginas digitadas, incluindo figuras,
tabelas e referéncias. Deverao ser escritos em espaco 1,5 linhas e ter suas
paginas e linhas numeradas. O trabalho devera ser editado no MS-Word, ou
compativel, utilizando Times New Roman fonte 12.



http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAnimSci/announcement/view/58

183

f) O trabalho devera ser formatado em A4 e as margens inferior, superior,
direita e esquerda deverdo ser de 2,5 cm.

g) O arquivo contendo o trabalho que devera ser anexado (transferido), durante
a submissao, ndo podera ultrapassar o tamanho de 2MB, bem como, nédo
podera conter qualquer tipo de identificacdo de autoria, inclusive na opgéo
propriedades do Word.

h) Tabelas, Figuras e Graficos deverao ser inseridos no texto, logo depois de
citados. As Figuras e as Tabelas deverao ter preferencialmente 7,65 cm de
largura, e ndo deverdo ultrapassar 16 cm.

i) As Figuras digitalizadas deveréo ter 300 dpi de resolucao e preferencialmente
gravados no formato jpg. llustragdes em cores ndo seréo aceitas para
publicacéo.

j) Devera ser adotado o Sistema Internacional (Sl) de medidas.

k) As equacdes deverao ser editadas utilizando software compativel com o
editor de texto.

[) As variaveis deverao ser identificadas apds a equacao.

m) Artigos de Revisao poderao ser publicados mediante convite do Conselho
Editorial ou Editor-Chefe da Eduem.

n) A revista recomenda que oitenta por cento (80%) das referéncias sejam de
artigos listados na base ISI Web of Knowledge, Scopus ou SciELO com menos
de 10 anos. Recomenda-se dar preferéncia as citagdes de artigos
internacionais. N&o serdo aceitos nas referéncias citacdes de dissertacdes,
teses, monografias, anais, resumos, resumos expandidos, jornais, magazines,
boletins técnicos e documentos eletronicos.

0) As citacOes deverdo seguir os exemplos seguintes que se baseiam na
ABNT. Citagao no texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005) ou (LOPES,
2005); para dois autores Kevan e Imperatriz-Fonseca (2006) ou (KEVAN;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2006); trés ou mais autores, utilizar o primeiro e apos
et al. (MENDOZA et al., 2009).

MODELOS DE REFERENCIAS

Deverédo ser organizadas em ordem alfabética, justificado, conforme os
exemplos seguintes que se baseiam na ABNT. Listar todos os autores do
trabalho. Os titulos dos periddicos deverdo ser completos e nao abreviados,
sem o local de publicacao.

Artigos

MENDOZA, F.; VALOUS, N. A.; ALLEN, P.; KENNY, T. A.; WARD, P.; SUN,
D.W. Analysis and classification of commercial ham slice images using
directional fractal dimension features. Meat Science, v. 81, n. 2, p. 313-320,
2009.
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CARDOSO, V.; QUEIROZ, A. S.; FRIES, L. A. Estimativa de efeitos genotipicos
sobre os desempenhos pré e pés-desmama de populacdes Hereford x Nelore.
Revista Brasileira de Zootecnia, v. 37, n. 10, p. 1763-1773, 2008.

AVILA, C. L. S.;PINTO, J. C.; SUGAWARA, M. S.; SILVA, M. S.; SCHWAN, R.
F. L. Qualidade da silagem de cana-de-acUcar inoculada com uma cepa de
Lactobacillus buchneri. Acta Scientiarum. Animal Sciences, v. 30, n. 3, p.
255-261, 2008.

Livros

HUI, Y. H.; NIP, W. K.; ROGERS, R.W.; YOUNG, O. A. Meat science and
applications. Boca Raton: CRC Press, 2001.

KEVAN, P. G.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L. Pollinating bees: the
conservation link between agriculture and nature. 2" ed. Brasilia, DF;
Secretariat for Biodiversity and Forests, 2006.

SOUZA, J. P. de; PEREIRA, L. B. Fatores influenciadores na competitividade
da cadeia de carne bovina no Estado do Parana. In: PRADO, I. N. do; SOUZA,
J. P. de (Org.). Cadeias produtivas: estudos sobre competitividade e
coordenacdo. Maringa: Eduem, 2007. p. 53-79.

CondigcOes para submissao

Como parte do processo de submisséo, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas seréao devolvidas aos
autores.

1. A contribuicéo é original e inédita e ndo esta sendo avaliada por outra
revista.

2. Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word, Open
Office ou RTF (desde que nao ultrapasse 2MB).

3. Todos os enderecos de paginas da Internet, incluidas no texto (Ex:
http://www.eduem.uem.br) estdo ativos e prontos para clicar.

4. O texto estd em empaco 1,5; usa uma fonte de 12-pontos Times New
Roman; emprega itélico ao invés de sublinhar (exceto em enderecos
URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final. No
maximo 15 paginas.

5. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos em
Diretrizes para Autores, na se¢édo Sobre a Revista.

6. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da
opcao propriedades do Word, garantindo desta forma o critério de sigilo
da revista, caso submetido para avaliacao por pares (ex.: artigos),
conforme instru¢des disponiveis em Assequrando a Avaliacao por Pares

Ceqa.
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Capitulo 7 - American Association for Laboratory Animal
Science

Manuscript Preparation

Title page
Manuscript should be single spaced, with no page or line numbers On the first
page of the manuscript, include the:

« Full Title—a concise informative description of the presented work including
the common name of the animals used (add genus and species in
parentheses for nonhuman primates and species whose common name
may be unfamiliar to readers).

o List of authors—the first name, middle initial (or first initial and middle
name), and last name of each author

« Institutional affiliation of each author—the Department (or Program),
Institution (or Company), City, State (or province), and Country (if not USA)
at which the described work was done.
= Use superscripted Arabic numerals to indicate respective institutions
= Spell out all locations in full

o Corresponding author—the person who readers can contact regarding
information or reagents
= Indicate with * in the list of authors and provide that author’'s email

address

¢ Running titte—a descriptive phrase of no more than 72 characters (including
spaces) to be used as a running head on each printed page

e Abbreviations and acronyms—a list of all nonstandard acronyms and
abbreviations used throughout the manuscript and their definitions
= Standard Abbreviations ®] need not be included on the title page.
= Do not abbreviate terms used fewer than five times

in @ manuscript.

Abstract

Provide a single paragraph (no subheadings) of 300 words or fewer that
sequentially summarizes the background, rationale, methods, results, and
conclusions of the work.

Body

Use coded or nonproprietary lanquage ®]throughout the manuscript. Cite the
proprietary, brand, or vendor name associated with an assay, instrument,
machine, service, or compound only in Materials and Methods.

Define all nonstandard abbreviations and acronyms at first use. Limit the
number of novel abbreviations used. Refer to thelist of Standard
Abbreviations ®ifor abbreviations that can be used without definition.



http://www.aalas.org/doc/List_of_Standard_Abbreviations.doc
http://www.aalas.org/doc/Possible_Substitutions_for_Proprietary_Language.doc
http://www.aalas.org/doc/List_of_Standard_Abbreviations.doc
http://www.aalas.org/doc/List_of_Standard_Abbreviations.doc
http://www.aalas.org/doc/List_of_Standard_Abbreviations.doc
http://www.aalas.org/doc/Possible_Substitutions_for_Proprietary_Language.doc
http://www.aalas.org/doc/List_of_Standard_Abbreviations.doc
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The length of and subsections comprising the body of the manuscript will vary
depending on the type of article submitted ®1. The manuscript may include
some or all of the following sections:

e Introduction

Provide the rationale and supporting background for the presented work
and its importance and relevance.

Extensive reviews of the existing literature are inappropriate for research
reports and case studies/reports.

o« Materials and Methods

Describe the animals, husbandry, tests, equipment, procedures,

reagents, and services used in sufficient detail to permit replication of the

work, with citation of published references as consistent with brevity and

clarity.

= Clearly define use of the term ‘specific pathogen-free’ by including
specific criteria (for example, tests, organisms surveilled, housing,
husbandry conditions) or citing publications providing that
information.

= Include statistical methods where relevant and attribute (name of
software program used and name and location of vendor) or
reference them appropriately. In addition, provide the P value used to
define statistical significance.

Include a statement regarding Institutional Animal Care and Use

Committee approval (or equivalent) for procedures and protocols

involving animals.

Provide assurances regarding humane care and use of animals #i,

citing AALAS Position Statements and national standards as appropriate

to the country in which the work was performed.

For research involving human subjects, identify the committee that

approved the experiments and include a statement that informed

consent was obtained from all subjects, that measures are in place to

protect the identity of all subjects, and that no coercion was used to

solicit subjects.

Provide the vendor’'s name and location for any sole-source item or

service.

Insert callouts (in parentheses) for all Figures and Tables, which are

numbered in order of their mention in the text.

Follow correct nomenclature ®i for laboratory animals, genes, genetic

markers, alleles, mutations, and microbes.

Wherever possible, use International System of Units base and

derived units for numerical data.

« Results

Use headings as needed to guide readers.

Accompany statements of differences between groups with appropriate
statistics.

Summarize selected data from Figures and Tables in the Results
section; do not merely repeat all information presented in graphics.
Save interpretation of data for the Discussion section.


http://www.aalas.org/doc/journal_article_types.doc
http://www.aalas.org/doc/Guidelines_and_Policies_Governing_Care_and_Use_of_Animals_in_Research.doc
http://www.aalas.org/doc/Online_Resources_for_Nomenclature.doc
http://physics.nist.gov/cuu/Units/units.html
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o Discussion
= Begin the Discussion with a brief summary of the key findings.
= Limit discussion of study findings to those that have been presented in
the Results.
= Address any limitations of the study and directions for potential future
research.

Acknowledgments

Recognize (with their permission) people and institutions whose contributions of
funding, technical assistance, reagents, data collection and analysis, and other
services do not meet the criteria for authorship.

References

Provide complete and accurate bibliographic information for all cited materials.
Only information that is published or is already accepted for publication (that is,
‘in press”) can be used as references. We will not accept citations of
unpublished information or materials (for example, personal communications,
unpublished data, manuscripts still undergoing review) in a reference list or
parenthetically in the text.

Journals published by AALAS follow a modified version of the citation style
found in Scientific Style and Format. Refer to previous issues of JAALAS or CM
or the Example References Word file linked at left for specific types of
referenced material.

Organize references numerically in strict ("letter-by-letter") alphabetical order.
List references by the same author(s) chronologically.

Journal style template files are available for EndNote and RefMan.

o« RefMan template

« EndNote template file: download from the EndNote website (enter
Comparative Medicine in the box titled Publication Name and click on Find
Style)

Figure Legends
Provide complete, concise descriptions of all figures in order of their mention in
the text. Define additional abbreviations or acronyms.

Indicate the original magnification of images by citing the magnification factor in
the legend or by using scale bars within images themselves.

Use of previously published material (in whole or part) must be cited in the
legend and accompanied by a signed Permission for Use form .
Appropriate manipulation of digital images ®l must be made explicit in the
accompanying legend.

Tables
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Tables must be generated by using the Table function of Microsoft Word.
Tables generated by using other programs (for example, Microsoft Excel) will be
returned to the authors for reformatting, potentially delaying publication of the
article.

Number tables in order of their mention in the text and provide a brief title
describing the information presented. Footnotes to tables are indicated by using
superscript lowercase letters.

Tables are used to present numerical data and are not wholly narrative.
According to AALAS journal style, narrative information in_a tabular
format ®] (for example, descriptions of scoring systems, experimental
protocols) IS submitted as a figure.

top

Figure Preparation
Figures are submitted electronically, separately from the manuscript. Do not
embed any images within the manuscript file. Also, all submitted micrographs
must be in color; black and white micrographs will not be accepted for
publication.

File formats accepted are TIFF (preferred), EPS, high-resolution JPG, and high-
quality PDF (no image compression). PowerPoint slides, Excel graphs, and
images embedded in Word are not acceptable.

Minimal resolution: 600 dpi for line art (for example, graphs in black and white);
300 dpi for color (save as CMYK; not RGB or indexed) or grayscale images
(save black and white images as grayscale); 1200 dpi for scanned line art (save
as TIFF). Photos taken with a digital camera must have a resolution of at least 4
megapixels.

Create figures with a width of 89 mm (single column) or 187 mm (double
column); do not enlarge created figure to meet these dimensions.

Designate panels of figures by using uppercase letters (no periods) in the upper
left corner of the image; keep size of lettering and other labels (at least 2 mm in
height as submitted) consistent between panels of a figure and between figures.
Embed fonts within digital images.

Indicate the magnification factor of an image by including an appropriate size
bar in its lower right corner.

Minimize the use of color in charts, graphs, and drawings to that necessary for
clarity of communication and ease of understanding. Use solid fill or percentage
screens (not pattern or textured fills) and a minimum line weight of 0.5 pt
throughout.

Additional information regarding generating and formatting figures is available
by emailing Amy Tippett.

top


http://www.aalas.org/doc/Example_Narrative_Material_Cast_as_Figure.doc
http://www.aalas.org/doc/Example_Narrative_Material_Cast_as_Figure.doc
mailto:tgstudio@carolina.rr.com
http://www.aalas.org/doc/Example_Narrative_Material_Cast_as_Figure.doc
http://www.aalas.org/publications/cm_jaalas_info_for_au.aspx
http://www.aalas.org/publications/cm_jaalas_info_for_au.aspx

189

Manuscript Submission
Letters to the Editor are submitted by email (journals@aalas.org; please
specify whether the letter is intended for publication in CM or JAALAS in the
subject line) or through the USPS (Letter to the Editor, CM or JAALAS; AALAS;
9190 Crestwyn Hills Drive, Memphis, TN, 38125).

Research Reports, Case Reports, Case Studies, and Overviews are submitted
electronically through the Manuscript Central system. To avoid publication
delays, ensure that all portions of the manuscript conform to the specifications
in the Information for Authors.

To submit a manuscript for possible publication, you need

e A Microsoft Word file of the manuscript itself. Do not add line numbers to the
file.

o All associated image files.

o Alist of MeSH terms (maximum, 7) for use as key words appropriate for
indexing of the article.

« Names, institutional affiliations, and email addresses (maximum, 4) of
suggested persons to include or exclude as potential reviewers.

Submit all necessary files for CM manuscripts
athttp://mc.manuscriptcentral.com/aalas-cm. Submit files for JAALAS
manuscripts at http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-

|aalas.

As part of the submission process, return signed copies of the Copyright
Transfer and Declaration of Potential Competing Interests form = by email
(lournals @aalas.orq) or fax (901-334-5152).

The corresponding author must retain editable electronic copies of all text and
illustrations used in the submitted manuscript.
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Manuscript Review and Status
The Editor-in-Chief reviews all submissions and makes an initial determination
regarding suitability for publication. If an Associate Editor transfers a submitted
manuscript from CM to JAALAS (or vice versa), the contact author will be
notified by email and may opt to withdraw the manuscript from consideration.

Before being sent for peer review, newly submitted manuscripts are screened to
ensure that the text, figures (charts, graphs, images), and tables comply with
the criteria described in the Information for Authors.

All manuscripts undergo thorough peer review (including digital assessment for
plagiarism prior to acceptance), typically by three reviewers with relevant
experience. Selection of the panel of reviewers ultimately is the prerogative of
the Associate Editor.
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AALAS gives timely review the highest priority. Once all reviewers for a
manuscript have been assigned, authors can check the status of their
submission through Manuscript Central. Whether a manuscript is accepted,
requires revisions, or is rejected for publication typically is decided within 4
weeks of being sent for review. To avoid publication delays, regularly verify and
update authors’ contact information (http://mc.manuscriptcentral.com/aalas-
cm for CM manuscripts;http:/mc.manuscriptcentral.com/aalas-jaalas for
JAALAS manuscripts).

Changes requested by reviewers must be completed within 2 months or an
extension requested (email journals@aalas.org or call the journals office at
901-754-8620). Without timely return of revisions or a request for extension, the
manuscript will be withdrawn from the publication process.

Approximately 5 weeks before the slated publication date, the contact author
receives a copyedited version of the manuscript, which will have undergone a
final review by the Editor-in-Chief.

After any additional queries that arise during copyediting and final review are
addressed satisfactorily, the contact author receives a PDF of the page proofs
of the article. At this late stage in the publication process, only minor revisions
can be accommodated.

Approved page proofs must be emailed to journals @aalas.org within 48 hours
of receipt.

After publication, the manuscript will be submitted to PubMed Central for
indexing. Articles will become available to the general public 6 months after
publication.
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