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Resumo

Durante as Ultimas duas décadas, as técnicas de analise de esteroides fecais tém sido
utilizadas para pesquisa em endocrinologia reprodutiva em diversas espécies animais
silvestres de vida livre, ou cativeiro. O presente estudo propde a validagcdo da técnica do
ensaio imunoenzimatico antiprogestinas CL425 e antiandrégenos R156/7 fecais em
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea). Objetiva-se descrever os perfis enddcrinos
anuais dos esteroides sexuais urofecais em Amazona vinacea com potencial aplicacdo para
0 aprimoramento do manejo reprodutivo da espécie. Foram utilizados 10 casais adultos da
espécie Amazona vinacea mantidos em viveiros suspensos, em Lomba Grande, Rio Grande
do Sul, Brasil. As excretas foram coletadas duas vezes por semana, entre maio de 2012 e
maio de 2013. O monitoramento da atividade gonadal foi feito por mensuracdo de
metabolitos de andrdgenos nas excretas dos machos e progestagenos, nas de fémeas. Foram
coletadas amostras frescas de excretas, consistentemente, entre 12h00min e 16h00min e
mantidas congeladas até o processamento. O perfil anual de andrdgenos nas excretas de
machos de A. vinacea apresentou médias mensais variaveis de 25,9 ng/g, em janeiro até
125,7 ng/g, em setembro. O perfil anual de progestinas nas excretas de fémeas A. vinacea,
as medias mensais variaram de 2,76 ng/g, em dezembro até 45,7 ng/g, em setembro. Os
perfis reprodutivos apresentaram variagdo na atividade hormonal, durante a fase
reprodutiva. Porém, comparando-se casais reprodutores com ndo-reprodutores, observa-se
que os niveis de progestagenos ndo diferiram significativamente entre fémeas que fizeram
postura e aquelas que ndo fizeram. Entretanto, os niveis de andrégenos diferiram
significativamente entre reprodutores e ndo-reprodutores. Diferencas hormonais foram
observadas nas diferentes estacOes anuais, tanto nos machos, quanto nas fémeas. Dados
metereoldgicos de temperatura e insolagdo demostraram correlacdo negativa com os perfis
anuais de progestagenos. A utilizacdo da metodologia aqui mencionada demonstrou
aplicabilidade, praticidade e seguranca como ferramenta para o estudo da fisiologia e do
manejo reprodutivos de Amazona vinacea.

Palavras-chave: endocrinologia, monitoramento ndo-invasivo, psitacideos.



Abstract

During the last two decades, the techniques of analysis of fecal steroids have been
applied for studying reproductive profiles in many species of captive wild and free living
wild animals. The advantages of this methodology are widely understood. This study aimed
to validate the anti- CL425 progestin and anti-R156/7 androgen enzyme immunoassay in
fecal samples from parrot-breasted-purple (Amazon vinacea). This communication
describes the annual endocrine profiles of urofecal sex steroids in Amazona vinacea with
potential application for improving the species reproductive management. In total, 10 adult
A. vinacea pairs kept in suspended aviaries in southern Brazil were studied. Excreta
samples were collected twice weekly between May 2012 and May 2013. Gonadal activity
was monitored by measurement of androgen and progestin metabolites in excreta of birds.
Fresh excreta samples were collected always between 12:00 and 16:00 hs, and kept frozen
until processing. The samples were dried at 57°C, hormones crushed and extracted using
80% methanol. The hormone dosage was performed at the Laboratory of Endocrinology,
NUPECCE (Center for Research and Conservation of Deer, Jaboticabal, SP) using enzyme
immunoassay with antibody to androgen and progestin. Feces from 5 A. vinacea pairs were
used in two distinct periods for assay validation, within and outside the breeding season.
Tests included Parallelism, Dose-Response, and Physiological Validation. It was concluded
that the enzyme immunoassay for determining progestin and androgen profiles in urofecal
samples from A. vinacea is accurate, precise and reliable. The annual profile of androgen in
excreta of A. vinacea resulted the following monthly averages: January 25.9 + 3.7 ng/g (n =
90); February 28.7 £ 3.2 ng/g (n = 60); March 31 7 £ 17.7 ng/g (n = 80); April 27.9 £ 5.5
ng/g (n = 90); May 43.3 £ 7.9 ng/g (n = 90); June 49.1 £ 15.9 ng/g (n = 80); July 36.5+ 7.5
ng/g (n = 90); August 86.9 + 46.2 ng/g (n = 90); September 42 125.7 + 1 ng/g (n = 80);
October 110.3 + 63.2 ng/g (n = 90); November 74.2 £ 57.7 ng/g (n = 90) and December
43.3 £ 13 4 ng/g (n = 80). The monthly averages in the annual profile of progestin in
excreta of A. vinacea were as follows: January 7.2 + 0.9 ng/g (n = 90); February 9.26 + 1.3
ng/g (n = 60); March 15 8 £ 2.9 ng/g (n = 80); April 14.15 + 1.85 ng/g (n = 90); May 16.05
+ 3.16 ng/g (n = 90); June 11.85 * 2.54 ng/g (n = 80); July 11.89 + 2.17 ng/g (n = 90);
August 13.52 £ 3.48 ng/g (n = 90); September 55 + 45.7 ng/g (n = 80); October 15.44 £
24.91 ng/g (n = 90); November 4.27 £ 6.42 ng/g (n = 90) and December 2.76 + 0.42 ng/g (n



= 80). Reproductive profiles showed variation in hormonal activity during the reproductive
phase. When comparing breeding to non-breeding pairs, it was observed that the progestin
levels did not differ significantly between laying and not-laying birds. However, the
androgen levels differed significantly between breeding and non-breeding birds. In
addition, hormonal differences were observed in both male and female birds in accordance
with different annual seasons. Meteorological temperature and insolation data showed a
negative correlation with the annual progestin profiles. Measurement of androgen and
progestin metabolites in A. vinacea feces proved to be a practical and safe tool for studying
reproductive physiology and management of the species.

Key-words: endocrinology, noninvasive monitoring, psittacines
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 Introducéo



A cada ano que se passa, a conservacao das espécies ameacadas de extin¢do acaba
sendo tema inevitavel e de grande relevancia para a medicina veterinaria.

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA), a exploracdo desordenada tem levado a fauna brasileira a um
processo intenso de extingdo de espécies, seja pelo avanco da fronteira agricola, seja pela
caca esportiva, de subsisténcia ou com fins econdmicos - como a venda de peles e animais
vivos. Este processo vem crescendo nas Ultimas duas décadas, a medida que a populacéo
cresce e os indices de pobreza aumentam.

A fragmentacéo, exploracdo e polui¢do dos habitat naturais tém resultado em perdas
catastroficas de variabilidade genética, causadas pela diminuigdo significativa de
determinadas populac6es de animais silvestres (WILDT et al., 1992).

1.1 Papagaio-do-peito-roxo, Amazona vinacea (KUHL, 1820)

A familia Psittacidae é constituida por 339 espécies de aves em todo o mundo
(AUSTIN, 1971). Somente na América do Sul existem mais de 100 espécies, sendo que 72
sdo encontradas no Brasil (SICK, 1997). O género Amazona inclui onze espécies de
papagaios que ocorrem no Brasil, sendo que quatro estdo em estado vulneravel ou
ameacados de extingéo, entre eles o papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) (MMA,
2003; IUCN, 2010). O Papagaio-de-peito-roxo vive em florestas subtropicais e se alimenta
de pinhdo, frutos e folhas (KANAAN & RECHE, 2011).

Amazona vinacea € uma espécie endémica da Mata Atlantica, ocorrendo desde o
estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, além do leste do Paraguai e norte da Argentina
(SICK, 1997; COCKLE et al., 2007). No entanto, sua ocorréncia tornou-se fragmentada,
limitando-se a esparsos e escassos fragmentos dentro da sua area de distribuicdo original
(COLLAR et al., 1992), justificando sua inclusdo em praticamente todas as listas de
espécies ameagadas de extingdo, independente da escala de abrangéncia. Amazona vinacea
estd sob risco de extingdo no mundo (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2014) e no Brasil
(IBAMA, 2003), onde existem dados de varios estados: em Minas Gerais (MACHADO et
al., 1998), em Sdo Paulo (SAO PAULO, 1998), no Rio de Janeiro (BERGALLO et al.,
2000), no Espirito Santo (ESPIRITO SANTO, 2005) e no Rio Grande do Sul (MARQUES
et al., 2002). No Rio Grande do Sul, hd mengdo a um movimento de dispersdo pds-
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reproducdo, desaparecendo completamente em marco e reaparecendo em abril para
permanecer o resto do ano (COLLAR, 1997). E mais comumente visto no sul do Brasil, no
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand (com algumas populacdes de mais de 100
aves), e poucas populaces em menor nimero de animais persistem em Minas Gerais e Sao
Paulo, dentro de um total nacional estimado de 1.500 a 2.000 individuos. Possivelmente, as
populacdes estdo perto da extin¢do no estado da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Sua
area de distribuicdo apresenta-se na Figura 1 (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2014).
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Figura 1. Mapa de distribui¢do e ocorréncia de Amazona vinacea com status populacional
da espécie. (Adaptado de BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2014).

Alguns trabalhos de reintrodugdo com esta espécie ja iniciaram no Brasil, no Parque
Nacional das Araucarias no estado de Santa Catarina. Historicamente, essa espécie ocorria
neste local, porém foi extinta devido as a¢des humanas diretas e indiretas, como a caca e
coleta de ovos e filhotes. Em 2010, um projeto de pesquisa do Instituto Carijos, autorizado
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pelo IBAMA e com o auxilio da Fundacdo O Boticario, visando a soltura de alguns
individuos nesta area se iniciou por pesquisadores da Universidade Federal de Santa
Catarina. Todos os espécimes candidatos a soltura foram vitimas do trafico ilegal de
animais silvestres e estavam alojados no Centro de Triagem de Animais Silvestres de
Florianopolis. Estes animais passaram por uma serie de exames clinicos e laboratoriais para
avaliar seu estado de saude fisica e uma preparacdo comportamental, aonde reaprenderam a
voar, buscar alimentos naturais, reconhecer e evitar predadores, interagir com outros
individuos da mesma espécie e se manter longe do solo. Em janeiro de 2011, os 13
papagaios aprovados nos testes clinicos e comportamentais foram soltos na regido. Todos
foram marcados e estdo sendo monitorados continuamente pela equipe de pesquisa. Em
julho de 2011, ocorreu a soltura de mais 30 individuos na natureza, aumentando assim as
chances de criacdo de uma populacéo viavel no local (KANAAN & RECHE, 2011).

Muitos jardins zooldgicos, parques e outras instituicdes que possuem programas de
reproducdo ex situ e de pesquisa, compartilham a grande responsabilidade de ajudar a
prevenir a rapida extin¢do de espécies silvestres no mundo. Ao menos quatorze espécies
que haviam sido extintas na natureza, foram salvas através da reproducdo em cativeiro.
Algumas dessas espécies ja tém sido restabelecidas com sucesso em seu ambiente natural.
Para que se possa manter a colegdo viva de espécies silvestres, frequentemente
insubstituiveis em parques zooldgicos e aquarios, estas devem ser manejadas para as
geracOes futuras. Essas populagdes ex situ, propriamente manejadas, servem tanto como um
importante recurso publico pela afei¢cdo e conhecimento sobre a vida selvagem, como um
tipo de "seguro de conservacao” contra a extingao dessas espécies na natureza (ISIS, 2001).

Dessa maneira, estudos que possam de alguma forma melhorar o desempenho
reprodutivo destes animais tem sido realizados, ajudando tanto na criacdo e manutencéo de
um banco de reserva genético em cativeiro como aumentando a eficiéncia reprodutiva e
diminuindo a taxa de mortalidade neonatal.

Geralmente, estas espécies ameacadas apresentam uma enorme dificuldade de
manejo devido ao fato de serem facilmente estressaveis. Em vista disso, estudos
endocrinoldgicos, com uma abordagem ndo invasiva, menos estressante e menos
traumatica, concentraram-se em mensurac6es de esteroides reprodutivos através de excretas
cloacais (BERCOVITZ et al., 1978; 1982; BISHOP & HALL, 1991).
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1.2 Reproducéo nas aves

A historia natural da reproducdo em aves € Unica e merece atencdo especial. S&o
animais obrigatoriamente oviparos (fazem postura de ovos), sendo a Unica classe de
vertebrados aonde ndo existe nenhuma espécie que se reproduz por viviparidade (cujo
embrido se desenvolve dentro do corpo da mae, numa placenta que lhe fornece nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento) (BLACKBURN & EVANS, 1986).

Possuem adaptacOes fisioldgicas, sendo que em muitas espécies a fémea possui
apenas um Unico ovario (geralmente o direito é atrofiado, a excecdo das aves
Apterygiformes (Kiwi — Apteryx sp.) (FEDUCCIA, 1996)), reduzindo desta forma a massa
corporal e facilitando o v6o. Os machos, na maioria das espécies, ndo possuem um 0rgao
intromitente (pénis) de qualquer tipo, o que poderia ser considerado também como uma
adaptacdo para redugdo de peso ao voo. Por causa desta auséncia de genitalia externa, a
copula em muitas aves envolve um breve contato cloacal, aonde os espermatozoides sdo
transferidos do macho para a fémea (BALL & BALTHAZART, 2002).

Outra adaptacdo designada a reducao de peso nessa classe de animais € um flutuante
padrdo na atividade de reproducdo e regressao gonadal, que é sincronizada de modo que a
reproducéo seja estritamente limitada a uma pequena janela de tempo durante o ciclo anual
(MURTON & WESTWOOD, 1977). Desta forma, existe uma variagdo bem marcante no
tamanho dos testiculos dentro e fora da estacdo reprodutiva, podendo ter um aumento
expressivo de 1.000 vezes em machos reprodutores comparando com machos nao
reprodutores (FOLLETT, 1984).

O ambiente é um fator muito importante no controle do ciclo reprodutivo das aves.
Este pode influenciar no tempo em que a ave ira se reproduzir, incluindo variagdes como o
fotoperiodo, temperatura ambiental, acesso a locais para nidificagdo, disponibilidade de
alimentos e uma variedades de interacbes sociais entre os especimes (BALL &
BALTHAZART, 2002).

Mudangas na quantidade de luz do dia, chamado também de fotoperiodo, fornecem
um sinal que permite diferente resposta reprodutiva. Esta resposta é mediada nas aves por

um complexo sistema que inclui tanto componentes neurais como componentes enddcrinos
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(FOLLETT, 1984). Uma caracteristica incomum comparada aos mamiferos, é que a
resposta ao fotoperiodo nas aves ndo é mediada pela retina, mas sim por alguma regido
localizado no hipotalamo. Estudos demonstram que nem os olhos e nem a glandula pineal
s80 necessarias para o0 crescimento das gonadas com o estimulo luminoso, sendo a exata
localizag@o desse receptor encefalico ainda desconhecida (WILSON, 1991). Varia¢Ges no
fotoperiodo séo referidas como sendo um sinal de inicio, com capacidade para iniciar e
terminar a reproducéo nas aves, independente das variagdes que ocorrem anualmente, como
o tempo, disponibilidade de comida, interacdes sociais ou variagcdes geograficas que estes
animais podem encontrar (WINGFIELD, 1983). Muitos autores acreditam que 0 eixo
hipotalamo-pituitaria-gonadal responde ao aumento da quantidade de luz do dia depois do
solsticio de inverno. Isso gera uma elevacéo na secrecdo de gonadotropinas, desencadeando
um aumento nas gonadas e uma vasta gama de processos dependentes de hormdnios
esteroides, incluindo as mudancas no comportamento reprodutivo. Aves que se tornam
reprodutivamente ativas durante o estimulo do aumento da quantidade de luz diaria, sdo
chamadas de fotoestimulaveis, enquanto aquelas aves que ndo respondem a um aumento na
quantidade luz diaria, sdo chamadas de fotorefratarias (BALL & BALTHAZART, 2002).
Nem todas as aves se reproduzem em épocas com maior luminosidade nos dias. Existem
espécies que a reproducdo € estimulada pelo decréscimo do fotoperiodo. Isto tem sido
demonstrado em Padda oryzivora (SAITO et al., 1992) e em Dromaius novaehollandiae
(BLACHE et al., 2001). Adicionalmente, espécies de passaros que se reproduzem
naturalmente nos trépicos, aonde nao vivenciam variacoes significativas na quantidade de
luz diéria, as variagdes reprodutivas sdo menos influenciadas pelo fotoperiodo (VLECK,
1993). Interessantemente, em alguns psitacideos como as calopsitas (Nymphicus
hollandicus) (MYERS et al., 1989; SHIELDS et al., 1989), a fotoestimulacdo trabalha em
associacdo com a facilidade de acesso ao ninho e presenca do macho para promover uma
maior liberagdo na secrecdo de LH e atividades reprodutivas.

Outros fatores como condicdo corporal e plumagem também sdo influenciados pelo
fotoperiodo nas aves (BALL & BALTHAZART, 2002).

As variacdes de temperatura ambiental também podem modular as respostas no
eixo-hipotalamo-pituitaria-gonadal, embora sdo fatores bastante sutis quando estudados

experimentalmente. Em muitos casos, as variag0es de temperatura sdo claramente vistas
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como um fator que influencia 0 momento da postura de ovos em condi¢des naturais em
fémeas de varias espécies (MEIJER et al, 1999).

A disponibilidade de alimento, em muitas espécies ndo pode ser considerada como
um fator estimulante para o desenvolvimento do sistema reprodutor. Isto ndo significa que a
alimentacdo ndo é fundamental, mas sim que estd mais correlacionada a condicdo
nutricional da fémea, a qual pode influenciar na postura dos ovos (MEIJER et al, 1999).
Porém, em algumas aves neotropicais insetivoras (familia Thamnophilidae), o aumento da
disponibilidade de insetos nas estacdes chuvosas e somente a presenca destes sdo capazes
de estimular o crescimento das génadas e o canto destas aves (HAU et al, 2000).

As interagBes sociais também sdo muito importantes para o estimulo da reproducao.
Acredita-se que um dos aspectos mais importantes na reproducdo € a fémea poder ter um
local seguro para fazer a postura (ninho) e em conjunto a presenca do macho. O ritual de
cortejo dos machos para com as fémeas exerce um forte efeito sobre a fisiologia enddcrina
das fémeas. Estudos em pequenos psitacideos (Melopsittacus undulatus), demonstram que
0 canto dos machos é capaz de estimular o crescimento ovariano nas fémeas (BROCKWAY,
1969). Do mesmo modo, a fémea tambem tem papel fundamental na fisiologia reprodutiva
dos machos. Um estudo com aves da espécie Sturnus vulgaris demonstrou que o
crescimento das gbnadas em machos é bastante aumentado se estes sdo alocados juntos das
fémeas (BURGER, 1953). Em pombos semi-castrados (retirado parte dos testiculos), a
presenca da fémea no recinto pode influenciar, sendo capaz de causar uma hipertrofia
compensatodria nestes testiculos (CHENG, 1974; 1976).

1.2.1 Sistema neuroendocrino reprodutivo nas aves

A ativacdo da reproducdo e o comportamento reprodutivo nas aves sdo regulados
por um sistema neuroenddcrino hipotalamo-glandula pituitaria. Informagdes ambientais,
como luminosidade, oferta de alimento, ameacas por predadores e interacfes sociais sdo
perceptiveis pelo cérebro das aves. Os neuropeptidios hipotalamicos como o GnRH,
conseguem perceber esta mudancas, e as correlaciona com a reproducdo, estimulando as

gonadotropinas (horménio luteinizante —LH-, e horménio foliculoestimulante -FSH-), que
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irdo agir sobre as gonadas e estimular a gametogénese (espermatogénese e 0ogénese) e a
producdo de hormdnios esteroides (andrdgenos, estrogenos e progestagenos) nas génadas
(UBUKA & BENTLEY, 2011).

O neuropeptideo  GnRH (“Gonadotropin-Releasing-Hormone”) regulador da
secrecdo de gonadotropinas foi primariamente isolado e caracterizado em mamiferos nos
anos 1970 (AMOSS et al, 1971; SCHALLY et al, 1971). Na década de 1980, muitos
estudos com aves foram sendo realizados, e a molécula de GnRH foi purificada em frangos
(Gallus domesticus), onde pode-se descobrir que essa molécula difere dos mamiferos por se
apresentar de duas formas. Estas duas moléculas foram chamadas de Chiken GnRH 1 e
Chiken GnRH Il (MYLLAR & KING, 1984; MIYAMOTO et al, 1984). Mais
recentemente, um novo isdmero foi isolado, o Lamprey-GnRH-111 (BENTLEY et al.,
2004), sendo sua funcéo ainda desconhecida.

O cGnRH-1 é responsavel por estimular a liberacdo de LH (DUNN & MILLAM,
1998), mas ndo pela liberagdo de FSH (DUNN et al., 2003). A liberacdo de FSH ¢é
predominantemente independente da entrada de GnRH na glandula pituitaria (KIRBY et
al., 2005). O efeito estimulante do GnRH-I para causar a secrecdo de LH em aves depende
dos niveis de esteroides sexuais, estagio de maturacdo somatica da ave e estagio do ciclo
reprodutivo da mesma.

O Horménio Inibidor de Gonadotropina (GnlH) é estimulado tanto pela a¢do da
melatonina quando do estresse, podendo suprimir a reproducdo através inibicdo dos
horménios LH e FSH, ou até mesmo agindo sobre as moléculas de GnRH. Outro neuro-
hormdnio hipotaldamico, arginina-vasotocina (AVT), é liberado diretamente da neuro-
hipofise e é responsével por induzir a ovulagdo nas aves. Apds a postura, 0 comportamento
parenteral é feito pelo horménio Prolactina (PRL), o qual é produzido na glandula
pituitaria. A secrecdo de PRL € regulada por outro horménio chamado de Peptideo
Intestinal Vasoativo (VIP). Os hormonios tireoidianos (T3) fazem parte desse processo
estimulando a acdo do GnRH-I na secrecdo das gonadotrofinas (UBUKA & BENTLEY,
2011). Um resumo das atividades neuroenddcrinas reprodutivas esta representado na Figura
2.
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Figura 2. Sistema neuroenddcrino reprodutivo das aves. (adaptado de UBUKA &
BENTLEY, 2011).

1.2.2 Ciclo reprodutivo das aves

As aves ndo tem a necessidade do corpo luteo como os mamiferos, porém, o ciclo
de crescimento folicular e as flutuacdes enddcrinas que levam a ovulagdo sdo chamados de
ciclo ovulatério (PROUDMAN, 2004). Pode-se dizer que estas possuem uma hierarquia
folicular ovariana, sendo que o maior foliculo ird ovular em intervalos de tempo regulares.
Normalmente, a fémea desses animais faz a postura de um ovo por dia durante a estacdo
reprodutiva (UBUKA & BENTLEY, 2011). A fase pré-ovulatoria nas aves € a mais curta
das fases e sua duracdo estd associada ao tamanho da espécie, do peso do ovo e da
precocidade do filhote que ira nascer, geralmente tendo a duracdo entre 6 e 16 dias
(JOHNSON & WOODS, 2007). Nesta fase, a producdo de esteroides pelas células da
granulosa e da teca é predominantemente regulada pela atividade de LH. A camada da
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granulosa produz progesterona que atua como precursor na sintese da testosterona e
androstenediona pela camada da teca e em menor grau pelas células da granulosa. Ja a
camada da teca produz principalmente a androstenediona pela camada interna, enquanto a
externa sintetiza estrégeno (JOHNSON, 2000).

Os niveis de progesterona aumentam progressivamente antes da ovulagao e, como o
LH, tem seu pico proximo ao momento da ovulagdo, sendo este aumento da progesterona
requerido para o pico de LH ocorrer. Esta interacdo entre LH e progesterona é alimentada
atraves de um feedback positivo (POLLOCK & OROSZ, 2002). Em galinhas, a ovulacédo
ocorre entre seis a oito horas depois de uma onda de LH, e os ovos ficam armazenados no
oviduto em média 24 horas antes de ocorrer a oviposi¢cdo (UBUKA & BENTLEY, 2011). A
progesterona tem um papel fundamental na ovulagdo nas aves, pois a injecdo sistémica e
intraventricular de progesterona pode induzir tanto o pico de LH como a ovulacédo
prematura, enquanto que a administracao de soro anti-progesterona antes do surgimento do
pico de progesterona pode bloquear a ovulacdo. Além disso, em estudos que blogquearam
este aumento da progesterona na fase pré-ovulatéria, ndo houve o aumento dos niveis de
LH. Em outros estudos onde foi bloqueado o aumento dos niveis de testosterona e
estrogeno, a injecdo de progesterona induziu um pico pré-ovulatério normal de LH
(JOHNSON, 2000).

A maior parte do estrogeno durante o ciclo ovulatorio é produzida pelos foliculos
pré-hierarquicos, porém assim como a testosterona, os estrogenos ndo sdo fundamentais
para inducdo da secrecdo de LH ou da ovulacdo. Os estrdgenos sdo os responsaveis pela
regulacdo do metabolismo do célcio, caracteristicas sexuais secundarias como cor e forma
da plumagem e pelo controle dos comportamentos sexuais (JOHNSON, 2000; CROSTA et
al., 2003).

O periodo de incubacdo dos ovos (choco) é controlado pelo hormdnio prolactina.
Em fémeas que falham durante a incubacdo dos seus ovos, os valores encontrados de
prolactina nunca ultrapassam os valores basais. Da mesma maneira, em espécies altriciais
(filhotes imaturos e extremamente dependentes de cuidados parentais), os valores de
prolactina se encontram elevados durante a incubacéo e apds o nascimento dos filhotes,

durante o periodo de alimentacdo dos mesmos (GOLDSMITH, 1982). O pico de prolactina
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coincide com o declinio da concentracdo de LH e regressdo gonadal em muitas espécies de
aves (SHARP & SREEKUMAR, 2001).

Nos machos, a acdo das gonadotropinas (LH e FSH) se assemelha muito aos
mecanismos observados em mamiferos. O LH estimula as células de Leydig a produzir
testosterona e androstenediona, enquanto que o FSH atua sobre as células de Sertoli, com
mecanismo de ac¢do pouco conhecido ainda, mas sabe-se que sua acdo é potencializada com
a testosterona (CROSTA et al., 2003). Esta producdo de testosterona estimula a
espermatogénese, 0 crescimento do epididimo, e desenvolvimento dos tubulos,
especialmente dos ductos deferentes. Outra atuacdo da testosterona € atribuida ao controle
dos comportamentos sexuais envolvendo a instalagdo e defesa de territérios ou de ninhos
durante a época reprodutiva, além dos comportamentos de canto e agressao (POLLOCK &
OROSZ, 2002).

1.3 Objetivos

O objetivo do presente trabalho é fornecer dados sobre a fisiologia reprodutiva de
Amazona vinacea criados em cativeiro e validar o ensaio imunoenzimatico para dosagem
hormonal de progestdgenos e androgenos, através de mensura¢do hormonal em amostras
urofecais. Além disso, espera-se definir o padrdo de secrecdo de progestagenos e
androgenos, através da analise de excretas de papagaio-de-peito-roxo, durante as quatro

estacdes do ano, incluindo a estagédo reprodutiva normal da espécie em cativeiro.

1.3.1 Materiais e métodos

O presente trabalho sera apresentado em forma de dois artigos cientificos que serdo
submetidos a revistas cientificas apds aprovacao pela banca examinadora.

Artigo 1 - Validacdo de ensaio imunoenzimatico para hormonios esteroides fecais
em papagaio-de-peito-roxo - Amazona vinacea (KUHL, 1820) (aves: Psittacidae).

Artigo 2 - Perfil anual de progestagenos e andrdgenos urofecais de papagaio-de-
peito-roxo (Amazona vinacea) por meio de mensuracdo de metabdlitos hormonais

utilizando um método ndo invasivo.
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CAPITULO 2
ARTIGO 1 -REVISTAPHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ZOOLOGY

VALIDACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA HORMONIOS
ESTEROIDES FECAIS EM AMAZONA VINACEA
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RESUMO

Durante as ultimas duas décadas, as técnicas de analise de esteroides fecais tém sido
utilizadas para pesquisa de perfis reprodutivos em animais silvestres de cativeiro e de vida
livre. Devido as diferencas especificas no metabolismo esteroidal entre as espécies é
necessaria a correta validacdo de métodos de ensaio para a obtencdo de resultados precisos.
O presente estudo propde a validacdo da técnica do ensaio imunoenzimatico utilizando os
anticorpos para progestinas CL425 e androgenos R156/7 fecais em papagaio-de-peito-roxo
(Amazona vinacea) (California State University, Davis, USA). Foram utilizadas fezes de 10
casais de papagaios, em dois periodos distintos, dentro e fora da estagdo reprodutiva. Para a
validagdo dos ensaios, foram feitos os testes de paralelismo, dose-resposta e teste de
validacao fisiologica. Concluiu-se que a técnica do ensaio imunoenzimatico com anticorpos
para dosagem de metabolitos de progestagenos e androgenos, em amostras urofecais da
espécie Amazona vinacea é acurada, precisa e confiavel.
Palavras-chave: progesterona, testosterona, enzimoimunoensaio, Amazona vinacea
ABSTRACT

During the last two decades, the techniques of analysis of fecal steroids have been
applied for studying reproductive profiles in many species of captive wild and free living
wild animals. Since there are specific steroid metabolism differences among species,
correct validation of the technique is required in order to generate accurate results. This
study aims to validate the technique of enzyme immunoassay using antibodies to CL425
progestins and R156/7 androgens in droppings from purple breasted parrot (Amazona
vinacea) (California State University, Davis, USA). Fecal samples from 5 bird pairs were
used in two distinct periods, within and outside of the breeding season. Validation assays
included parallelism, dose-response and physiological validation test. It was concluded that
the enzyme immunoassay technique for studying metabolites of progestins and androgens
in urofecal samples from Amazona vinacea is an accurate, precise and reliable test.

Keywords: progestin, testosterone, immunoassay, Amazona vinacea

1 Introducéo
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O papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), familia Psittacidae, € espécie
endémica da Mata Atlantica, no Brasil, Argentina e Paraguai (Sick 1997; Cockle et al.
2007) e esta incluido na lista de espécies ameacgadas de extin¢do (Birdlife International
2014). Poucos estudos tém sido divulgados sobre a fisiologia reprodutiva da espécie com
potencial aplicacdo no incremento de seu status populacional, em vida livre e cativeiro. Os
métodos ndo invasivos de mensuracdo de metabdlitos esteroidais fecais para avaliacGes
enddcrinas foram descritos, inicialmente, no final de 1970, em aves (Czekala e Lasley
1977) e inicio de 1980, em mamiferos (Mostl et al 1983). Nas ultimas décadas, o
aperfeicoamento de métodos de quantificacdo de metabolitos urinarios e fecais de
esteroides permitiu a investigacdo das relacbes enddcrino-comportamentais em indmeras
espécies selvagens (Peter et al 1996, Schwarzenberger et al 1996, Wasser et al 2000, Palme
et al 2005). Atualmente, tais métodos tém sido utilizados, em ampla escala, para investigar
associagOes entre variacdes hormonais e comportamentais, além de estudos de reproducéo,
bem-estar, ecologia, conservacao e biomedicina (Palme 2005).

A andlise hormonal de esteroides fecais em animais silvestres permite o
monitoramento fisioldgico da funcdo gonadal, em longo prazo e sem necessidade de
submeter os animais ao estresse, como ocorre na coleta de amostras sanguineas (Lasley e
Kirkpatrick 1991; Brown e Wildt 1997; Brown 2001). Porém, o metabolismo e a excre¢ao
dos hormdnios esteroides apresentam enorme variacao entre as espécies e, portanto, esses
processos devem ser validados para cada espécie, previamente, a sua aplicacdo (Peter et al
1996; Schwarzenberger et al 1996). Contudo, ultimamente, houve progresso substancial no
estudo da endocrinologia reprodutiva das aves selvagens (Elphick et al 2007) devido a
crescente utilizacdo dessas técnicas ndo invasivas, entre as quais, destacam-se as
mensuracdes de metabolitos urofecais de hormonios esteroides (progestagenos, estrégenos,
androgenos e glicocorticoides) para a caracterizacdo de perfis endocrinos, determinacao de
status reprodutivo e identificacdo de disturbios reprodutivos em aves selvagens (Wasser e
Hunt 2005; Jensen e Durrant 2006; Staley et al., 2007; Pereira 2008). Este estudo inclui a
validacdo do ensaio imunoenzimatico para dosagem hormonal de progestagenos e
androgenos de excretas cloacais em papagaio-do-peito-roxo (Amazona vinacea), espécie
ameacada de extincao.

2 Materiais e métodos
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2.1 Aves e coleta de amostras

Para o experimento, foram utilizados 10 reprodutores (5 fémeas e 5 machos) de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), alojados aos pares (5 casais) em Novo
Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil (Lat 29° 43’ 24,3” S, Long 50° 36’ 35,1 W). O
experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS n° 18476) e pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente, segundo a autorizacdo de criacdo da espécie ameacada (IBAMA n°® 97371).
Cada gaiola continha as dimensdes de 1 m de largura, 1,2 m de altura e 2 ms de
comprimento, sendo suspensas 1 m do solo. Todos os animais foram, previamente, sexados
e identificados com anilhas, duas nas fémeas e uma nos machos. O experimento
compreendeu dois meses, um dentro da estacdo reprodutiva (setembro) e outro fora
(dezembro), durante 2012. As coletas das amostras urofecais nos recintos ocorreu a cada 3
dias, durante todo o periodo experimental, sempre durante a tarde, entre 12:30 e 16:30. Os
casais foram separados dentro do préprio recinto por uma porta divisoria e as amostras
urofecais foram coletadas imediatamente apds defecacdo. Para tanto, uma lona era colocada
sob cada gaiola. As excretas foram acondicionadas em pequenos tubos plasticos de 2 mL
com tampa rosca, rotulados com a identificacdo do animal, espécie, data da coleta e
armazenadas a -20°C. Ao final do periodo de coletas, todas as amostras foram
acondicionadas em gelo seco e transportadas até o laboratério, onde foram processadas.
Todos os dados referentes as datas de postura, comportamento reprodutivo de copula e
ovoscopia para verificar os ovos férteis durante o periodo experimental foram registrados
em planilha. Os ninhos foram revisados diariamente e todos os ovos foram, imediatamente,
retirados e destinados para incubagéo dos artificialmente.
2.2 Extracdo dos metabolitos das excretas

O protocolo de extracdo dos esteroides das excretas cloacais foi realizado conforme
metodologia descrita por Tempel e Gutiérrez (2004). As excretas foram secas em estufas a
57°C por aproximadamente 72 horas, e posteriormente trituradas. Apos isto, cada amostra
foi pesada individualmente, e 0,05 g foram colocadas em tubos de ensaio de vidro contendo
1,0 mL de metanol 80%. Estas foram agitadas em vortex por 30 segundos e posteriormente

em agitador horizontal por 12 horas. Apds agitacdo, as amostras foram centrifugadas a
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2.500 rpm por 20 minutos e o sobrenadante transferido para microtubos. Todos as amostras
foram identificadas individualmente ¢ estocados a —20°C.
2.3 Selecéo dos anticorpos

A escolha dos anticorpos utilizados obedeceu o critério de Goymann (2005). Foram
utilizados os anticorpos para progestinas CL425 e androgenos R156/7 da California State
University, Davis (USA). A reatividade cruzada do anticorpo CL425 foi descrita por
Graham et al. (2001) como: 4-pregnen-3,20-diona (progesterona) 100,0%; 4-pregnen-3a-ol-
20-ona 188,0%; 4-pregnen-3b-ol-20-ona 172,0%; 4-pregnen-11a-ol-3,20-diona 147,0%; 5a-
pregnan-3b-ol-20-ona 94,0%; 5a-pregnan-3a-ol-20-ona 64,0%; 5a-pregnan-3,20-diona
55,0%; 5b-pregnan-3b-ol-20-ona 12,5%; 5b-pregnan-3,20-diona 8,0%; 4-pregnen-11b-ol-
3,20-diona 2,7%; 5b-pregnan-3a-ol-20-ona 2,5%; 5b-pregnan-3a,20a-diol (pregnanediol)
<0,1%; outros metabolitos <0,1%.

A reatividade cruzada do anticorpo de andrdgenos foi descrita por Polegato (2004)
como sendo: 100% para testosterona; 57,37% para 5B-dihidrotestosterona; 0,27% para
androstenediona; 0,4% para androsterona; e <0,04% para todos 0s outros metabdlitos
analisados.

2.4 Ensaio Imunoenzimatico

Para a validagdo dos ensaios imunoenzimaticos, utilizaram-se 0s seguintes testes
descritos por Brown et al. (2004) e Wasser et al. (1995): Teste de Paralelismo, Teste Dose-
Resposta e o Teste de Validacdo Fisiologica. Foram utilizados como controles internos os
coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio, que asseguraram a acuracia, a repetibilidade e
a comparabilidade dos dados obtidos com o ensaio imunoenzimatico.

2.4.1 Teste de Paralelismo

O teste de Paralelismo é uma forma de determinar se o ensaio esta realmente
medindo o metabolito de interesse. Foi utilizado um pool de 10 amostras de extratos fecais
de 5 casais, separadas entre machos e fémeas e escolhidas aleatoriamente, sendo um pool
correspondente a estacdo reprodutiva (setembro) e outro fora da estacdo de reproducdo dos
animais (maio) e a partir destes pools foram realizadas as dilui¢des seriadas (1:2 até
1:4.096).

2.4.2 Teste Dose-Resposta
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Este teste determina se alguma substancia presente no extrato pode interferir na
ligacdo entre o anticorpo e 0 hormonio. Para isto, foi adicionada uma quantidade conhecida
de hormOnio a uma amostra que apresente naturalmente uma baixa concentracdo do
horménio investigado e preparada na diluicdo determinada pela curva de paralelismo, e
comparando-a com a quantidade recuperada no final do processo. Considerou-se validado o
teste quando o coeficiente de regressdo linear for proximo a 1 e a inclina¢do da curva
estiver entre 0,80 e 1,20.

2.4.3 Validacéo Fisiologica

A Validacdo Fisiologica evidencia se ha correlacdo entre as concentragdes obtidas
com a dosagem e a resposta fisiologica do animal. Para a validacdo fisiol6gica, tanto em
machos quanto em fémeas, foi realizada a técnica de controle negativo. Foram utilizadas as
amostras de excretas fecais coletadas de 5 casais (fémeas e machos) que apresentaram
comportamento de copula e postura de ovos férteis no periodo reprodutivo, amostras dos
mesmos casais fora da estacdo de reproducgéo. Esperou-se que estas amostras apresentassem
uma oscilagdo fisioldgica nos niveis de progesterona e testosterona, uma vez que 0s 0rgados
reprodutores deveriam estar produzindo maior concentragdo hormonal, conforme as
observacOes de comportamento reprodutivo (cépula e postura) , durante a estacdo
reprodutiva.

3 Resultados

No teste de paralelismo, o pool de amostras apresentou perfil semelhante ao da
curva-padrdo, durante a diluicdo. Apresentou disposi¢cdo paralela a curva padrdo para 0s
dois anticorpos analisados (Figuras 1 e 2). O teste forneceu valores ideais de diluicdo para
as amostras fecais (50% de ligacéo), 1:4 para progestinas e 1:3 para andrégenos.
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Figura 1. Teste de paralelismo para androgenos. A linha tracejada representa o pool de

amostras urofecais de 5 casais de Amazona vinacea e a linha continua, a curva-padrdo

hormonal.
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Figura 2. Teste de paralelismo para progestagenos. A linha tracejada representa o pool de

amostras urofecais de 5 casais de Amazona vinacea e a linha continua, a curva-padrdo

hormonal.
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No teste de dose-resposta, o acréscimo de horménio exdgeno obteve recuperacéo
significativa, nos dois anticorpos utilizados. Obteve-se a curva y= 0,8926 x + 1,5145, com
coeficiente de determinacdo R2=0,9926 para CL425 e y= 0,8746 x + 2,3986, com
coeficiente de determinacdo R2= 0,9931 para R156/7. Em ambos 0s casos, 0s resultados
estdo dentro do intervalo aceitavel para validacéo.

Os valores de progestinas e androgenos observados na validagdo fisiologica estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Valores de andrdgenos urofecais (ng/g excretas cloacais secas) de machos de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), fora (maio de 2012) e durante a estagédo

reprodutiva (setembro de 2012).

Maio  02.05 06.05 09.05 13.05 16.05 21.05 24.05 28.05 3105 Media
Machol 34,75 40,66 21,90 41,94 52,26 50,66 67,87 4253 5101 44,84
Macho2 93,05 63,68 2813 31,19 2492 2898 5609 51,47 7538 50,32
Macho3 32,27 40,10 2527 54,41 26,88 49,77 52,49 32,73 3187 3842
Macho4 31,24 4781 1613 3505 43,96 23,74 52,72 3530 2865 34,96

Macho5 39,00 56,65 2607 36,66 52,02 47,82 23,33 3997 27,65 38,80

Setembro  03.09 06.09 10.09 13.09 17.09 20.09 24.09 27.09 Media
Macho1l 43,27 78,89 97,75 491,80 99,30 182,55 212,43 218,61 178,07
Macho2 30,96 43,76 102,28 202,73 80,51 121,48 60,19 24,25 83,27
Macho3 40,09 63,15 370,48 584,74 270,95 162,69 102,50 70,90 208,19
Macho4 36,99 97,34 259,60 428,53 140,29 119,99 62,71 65,60 151,38

Macho 5 84,97 215,65 117,66 525,81 115,63 170,92 47,66 36,98 164,41

Tabela 2. Valores de progestinas urofecais (ng/g excretas cloacais secas) de fémeas de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), fora (maio de 2012) e durante a estagéo
reprodutiva (setembro de 2012).
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Maio  02.05 06.05 09.05 13.05 16.05 21.05 24.05 2805 31.05 Media
Fémeal 14,46 19,74 8,97 6,54 20,29 14,98 9,70 2 12,11 13,35
Fémea2 14,03 30,86 1555 5,19 17,69 17,58 13,40 12,15 1822 16,07
Fémea3 1623 27,79 8,16 10,40 65,64 1395 19,73 2123 14,01 21,90
Fémead 18,08 42,70 8,33 8,59 15,72 12,37 8,99 20,47 9,55 16,09
Fémea5 23,07 3462 6,46 14,44 17,93 17,03 8,74 17,44 19,03 17,64
Setembro  03.09 06.09 10.09 13.09 17.09 20.09 24.09 27.09 Media
Fémeal 7,97 10,48 10,73 276,27 61,61 4,14 8,61 26,21 50,75
Fémea2 12,36 13,76 23,74 44,94 29,71 35,39 22,69 3,40 23,25
Fémea3 4532 13,82 23,55 17,78 11,68 570,21 32,13 2,32 89,60
Fémead 38,384 55,45 42,89 13,93 40,16 494,46 7533 458,62 152,46
Fémea5 13,93 12,68 75,13 10,68 482,85 354,55 5,82 5,06 120,09

A validacéo fisioldgica nas fémeas detectou uma oscilagdo expressiva nos niveis de

progestinas durante a fase de oviposicdo. Foram observados niveis aumentados de

metabolitos nesse periodo; enquanto, niveis inferiores foram registrados fora da estacéo de

reproducdo. A Figura 5 representa as dosagens hormonais de progestinas urofecais das 5

fémeas registrados fora e a estagdo reprodutiva.
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Figura 3. Valores de progestinas urofecais das fémeas de Amazona vinacea (ng/g excretas
cloacais secas) registrados fora (maio de 2012) e durante a estacdo reprodutiva (setembro
de 2012).

Na validacéo fisiologica dos machos, também se detectou um aumento expressivo
nos niveis de andrdgenos urofecais, durante o periodo em que 0s animais estavam
realizando a copula. A Figura 4 apresenta as dosagens hormonais de metabolitos de

testosterona dos 5 machos fora e durante a estacdo reprodutiva.
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Figura 4. Valores de andrégenos urofecais (ng/g excretas cloacais secas) de machos de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), durante o periodo fora da estacdo reprodutiva

(maio de 2012), e durante a estacdo reprodutiva (setembro de 2012).

Também foram utilizados como controle de qualidade interna os coeficientes de variagéo
intra e inter-ensaios baixos (Progestagenos: controle alto 14,1% na ligacdo e 9,4% na
concentracdo, e controle baixo 7,1% na ligacdo e 13,9% na concentracdo; Andrdgenos:
controle alto 11,2% na ligacéo e 12,8% na concentracado, e controle baixo 4,8% na ligacéo e
13,8% na concentragdo), que asseguram a repetividade e comparagdo dos dados obtidos

aqui com outros ensaios imunoenzimaticos.
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Discusséo

Em decorréncia do metabolismo e excrecdo de esteroides diferirem
significativamente entre as espécies, e as vezes até mesmo entre 0s sexos, 0s métodos nao-
invasivos de analise hormonal devem ser rigorosamente validados para cada espécie animal
antes de sua aplicacdo pratica em estudos de pesquisas (Palme 2005).

Crescentes evidéncias indicam que existem grandes diferencas na excre¢do dos
metabolitos fecais e urinarios entre as espécies de aves e, até agora, nenhum método para a
avaliacdo ndo-invasiva de hormdnios esteroides pode ser usado como Unico para aplicacéo
inter-espécies, exigindo desta forma abordagens individualizadas e cuidadosas (Buchanan e
Goldsmith 2004; Hirschenhauser et al. 2005).

No presente estudo, o Teste de Paralelismo demonstrou que a curva-padrdo e a
formada pelas amostras de concentracdo conhecida tiveram uma disposicdo paralela entre
elas, validando o teste. Atraves deste resultado, foi possivel determinar a diluicao ideal para
as dosagens das amostras fecais, determinada por aquela diluicdo que apresentou cerca de
50% de ligacédo entre o hormonio amostral e o anticorpo no ensaio (a parte mais acurada da
curva-padréo, sendo o valor da dilui¢do seriada que se encontrava no meio da curva).

No Teste Dose-Resposta, o acréscimo de hormdnio exdgeno obteve uma
recuperacao significativa nos dois anticorpos utilizados, revelando que nenhuma substancia
exogena interferiu na ligacdo horménio-anticorpo.

A Validacdo Fisiologica foi realizada com o intuito de demonstrar uma técnica de
ensaio capaz de detectar mudancas nos niveis de metabdlitos de esteroides fecais quando
ocorrem alterac@es fisioldgicas nas concentracdes dos esteroides no sangue (Palme 2005).
O principio ativo acetato de buserelina (analogo de GnRH), na dose de 8,0 pg/kg, aplicado
pela via intramuscular, tem sido usado com sucesso em outras aves como a cacatua
(Cacatua galerita) e a calopsita (Nymphicus hollandicus) com o objetivo de se obter a
liberacdo lenta de hormonio luteinizante pela hipofise anterior, e consequente producdo de
testosterona (Lovas et al 2010). No entanto, validages fisiologicas desse tipo nem sempre
sdo possiveis em se tratando de espécies ameacadas de extin¢do (Palme 2005), como € o
caso da espécie Amazona vinacea. Mesmo sob estas restricbes, amostras de esteroides
gonadais de diferentes estagios reprodutivos podem ser utilizados para avaliar a relevancia

bioldgica de um método ndo-invasivo, estabelecendo desta forma um pardmetro confiavel
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ao teste (Palme 2005). No presente estudo, optou-se pela validagdo sem estimulo hormonal
exogeno, utilizando somente a validagdo com controle negativo, em vista de se tratar de
uma especie ameacada de extingdo e também pelo fato de se tentar preservar a biologia
reprodutiva da espécie sem interferéncia humana. Desta forma, tentou-se minimizar
qualquer estresse de manejo que pudesse levar a alteracdo do comportamento reprodutivo
dos casais cativos ja estabelecidos.

Os 5 casais de papagaios-de-peito-roxo que apresentaram comportamento de copula
e postura de ovos férteis foram avaliados em dois periodos distintos (dentro e fora da
estacdo reprodutiva). Desta forma, tanto nos machos quanto nas fémeas foi possivel
verificar uma elevacdo nos niveis de andrégenos urofecais e progestinas urofecais,
consecutivamente, dentro da estacdo reprodutiva, em comparacdo a estacdo nédo
reprodutiva.

Os aumentos observados dos niveis de metabolitos nas fémeas podem ser
correlacionados a postura com subsequente queda, sendo essa oscilagdo encontrada
coincidente com o que é comumente relatado em aves domésticas, que atribuem ao
aumento da atividade folicular desencadeada durante a estacdo reprodutiva. Os niveis de
progesterona aumentam progressivamente antes da ovulacdo e tem seu pico proximo ao
momento da ovulacdo (Pollock e Orosz 2002). Anélises correlacionando o pico de
progesterona com postura das fémeas ndao foram feitas, pois as coletas de fezes ndo foram
diarias.

A producéo de testosterona nos machos estimula a espermatogénese, 0 crescimento
do epididimo, e desenvolvimento dos ductos deferentes. Porém, a testosterona atua também
como mediadora dos comportamentos sexuais, envolvendo a instalacdo e defesa de
territorios ou de ninhos durante a epoca reprodutiva, além dos comportamentos de canto e
agressdo (Pollock e Orosz 2002). Todos os machos dos 5 casais analisados para a validacéo
fisiologica apresentaram comportamento de agressdo e defesa do ninho e além disso,
produziram ovos férteis, 0 que comprova a espermatogénese e 0s picos de testosterona
encontrados durante o periodo de reproducao.

Analisando os valores de andrégenos urofecais de machos e progestinas urofecais
das fémeas (Tabela 1 e 2), durante o periodo experimental, é possivel observar que todos 0s

animais apresentaram em algum periodo da estacdo reprodutiva, um aumento no valor de
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aproximadamente 2 vezes maior do que as amostras coletadas no periodo ndo-reprodutivo.
Comparando as médias dos valores encontrados para cada animal entre as duas fases de
coleta, apenas o casal 2 ndo apresentou o dobro nos valores de andrdgenos e progestinas.
Isto pode estar relacionado ao fato da coleta ndo ter sido diaria, podendo desta maneira ter
acarretado a auséncia de amostras que apresentassem valores elevados neste periodo.

A partir dos resultados obtidos sob as condigdes experimentais do ensaio proposto,
foi possivel concluir que a técnica do ensaio imunoenzimatico utilizando os anticorpos para
progestinas CL425 e andrégenos R157-7 da California State University — Davis, para a
dosagem de metabdlitos progesterona em fémeas e testosterona em machos a partir de
amostras urofecais da espécie Amazona vinacea € acurada, precisa e confidvel. Desta
forma, este trabalho foi capaz de fornecer uma alternativa ndo-invasiva para a realizacéo de
estudos relacionados com a fisiologia reprodutiva de papagaio-do-peito-roxo. O estudo
também se mostra atil, pois é capaz de avaliar o estado reprodutivo de uma espécie
ameacada de extingdo em todo o territorio nacional brasileiro, contribuindo com estudos
para a preservacdo da espécie e podendo servir como modelo em estudos futuros para

outras espécies de pscitacideos.
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CAPITULO 3
ARTIGO 2 - REVISTA GENERAL AND COMPARATIVE ENDOCRINOLOGY

PERFIL ANUAL DE PROGESTAGENOS E ANDROGENOS UROFECAIS
DE PAPAGAIO-DO-PEITO-ROXO (AMAZONA VINACEA) POR MEIO DE
MENSURACAO DE METABOLITOS HORMONAIS EM AMOSTRAS
UROFECAIS

RESUMO

Pouco se sabe sobre a endocrinologia reprodutiva de psitacideos. Atualmente, o uso
de monitoramento ndo invasivo na descri¢do dos processos endocrinos e perfis reprodutivos
tem sido cada vez mais explorado como ferramenta de estudo nessas espécies. Este trabalho
descreve os perfis enddcrinos anuais dos esteroides sexuais urofecais em Amazona vinacea
e sua utilizacdo no aprimoramento do manejo reprodutivo da espécie. Foram utilizados 10
casais adultos de Amazona vinacea mantidos em viveiros suspensos, no Rio Grande do Sul,
Brasil. As excretas foram coletadas duas vezes por semana, entre maio de 2012 e maio de
2013. O monitoramento da atividade gonadal foi feito de forma ndo invasiva por

mensuracdo de metabolitos de androgenos e progestagenos nas excretas de machos e
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fémeas, respectivamente. Foram coletadas amostras frescas de excretas, sempre no periodo
entre 12h00min e 16h00min e mantidas congeladas até o processamento. As amostras
foram secas em estufa a 57°C, trituradas e os horménios extraidos com adi¢do de metanol
80%. A dosagem hormonal foi realizada por ensaio imunoenzimatico com anticorpos para
androgenos e progestagenos. O perfil reprodutivo apresentou variacdo na atividade
hormonal durante a fase reprodutiva. Porém, a comparacgéo de casais reprodutores com nao-
reprodutores demonstrou que 0s niveis de progestagenos ndo diferiram significativamente
entre fémeas que fizeram postura daquelas que nao fizeram. J& os niveis de andrdgenos
diferiram, significativamente, entre os reprodutores e ndo-reprodutores. Observaram-se
diferengas hormonais entre as estagdes anuais tanto nos machos, quanto nas fémeas. Dados
metereoldgicos de temperatura e insolagdo demostraram correlacdo negativa com os perfis
anuais de progestagenos. A mensuracdo de metabolitos de androgenos e de progestagenos
por metodologia ndo invasiva demonstrou ser ferramenta Gtil para o conhecimento da
fisiologia e manejo reprodutivo de Amazona vinacea.

Palavras-chave: endocrinologia, reproducdo, monitoramento ndo invasivo, Psitaciformes.

ABSTRACT

Little is known about the reproductive endocrinology in parrots. Currently, the use
of non invasive monitoring in the description of endocrine profiles and reproductive
processes has been increasingly explored as a study tool in these species. This study
describes the annual endocrine profiles of sex steroids in urofecal samples of vinacea
Amazon and their use in improving the reproductive management of the species. A total of
10 adult pairs of Amazona vinacea were kept in suspended aviaries located in Rio Grande
do Sul, Brazil. Samples were collected twice a week, from May 2012 to May 2013. The
monitoring of gonadal activity was noninvasive by measurement of androgen and
progestagens metabolites in excreta of males and females, respectively. Fresh excreta
samples were collected, always in the period between 12 and 16 h, then kept frozen until
processing. The samples were dried at 57°C, crushed and the hormones extracted using
80% methanol. The hormone dosage was performed by enzyme immunoassay with

antibodies to androgens and progestins. The reproductive profile showed a variation in
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hormonal activity during the reproductive phase. Comparing breeding to non-breeding
pairs, the levels of progesterone did not differ significantly between laying and non-laying
hens. However, the androgen levels differed significantly between breeding and non-
breeding cocks. There were hormonal differences between the annual seasons in both cocks
and hens. Meteorological data of temperature and insolation have demonstrated a negative
correlation with the annual profiles of progestins. The use of measurement of metabolites of
androgens and progestins by noninvasive methodology proved to be a useful tool for

understanding the physiology and reproductive management.

Keywords: endocrinology, reproduction, noninvasive monitoring, Psittaciformes

1.Introducao

A fragmentacdo, exploracdo e poluigdo dos ambientes naturais tém resultado em
perdas catastroficas de variabilidade genética devido & diminui¢do significativa de
determinadas populacdes animais (Wildt et al, 1992). O papagaio-de-peito-roxo, Amazona
vinacea (Kuhl, 1820) € uma espécie endémica da Mata Atlantica no Brasil, onde ocorre
desde a Bahia até o Rio Grande do Sul. Sua distribuicdo inclui leste do Paraguai e norte da
Argentina (Sick, 1997; Cockle et al, 2007). Atualmente, tem ocorréncia limitada a esparsos
e escassos fragmentos na area de distribuicdo original (Collar et al, 1992), o que justifica
sua inclusdo nas listas de espécies ameacadas de extin¢do (Birdlife International, 2000,
2014, Ibama, 2003), conforme indicam pesquisas em Minas Gerais (Machado et al, 1998),
Sao Paulo (Séo Paulo, 1998), Rio de Janeiro (Bergallo et at, 2000), Espirito Santo (Espirito
Santo, 2005) e Rio Grande do Sul (Marques et al, 2002). Nesse contexto, estudos que
possam, de alguma forma, melhorar o desempenho reprodutivo dessas aves sdo validos,
para colaborar tanto na criagdo e manutencdo de um banco de reserva genético em
cativeiro. Usualmente, espécies ameacadas apresentam consideravel dificuldade de manejo
devido a sua predisposicdo ao estresse. Em vista disso, estudos endocrinoldgicos, com uma
abordagem ndo invasiva, menos estressante e menos traumatica, concentraram-se em
mensuracdes desses esteroides através de excretas urofecais (Bercovitz et al, 1978a, 1982b;

Bishop e Hall, 1991). Nas Gltimas décadas, houve progresso substancial no estudo e
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entendimento da endocrinologia reprodutiva das aves selvagens (Elphick et al, 2007) em
funcdo da crescente utilizacdo de técnicas ndo invasivas de monitoramento enddcrino.
Destaca-se a aplicacdo dessas técnicas na mensuragdo de metabdlitos urofecais de
horménios esteroides para a caracterizacdo de perfis endocrinos, acesso ao status
reprodutivo e identificacdo de distarbios reprodutivos em aves selvagens (Wasser e Hunt,
2005; Jensen e Durrant, 2006; Staley et al, 2007; Pereira, 2008). Este estudo avalia o perfil
reprodutivo anual, em associagdo com valores de progestdgenos e andrdgenos, de 10 casais
de papagaio-do-peito-roxo (Amazona vinacea), mantidos em criadouro comercial. A
atividade gonadal foi monitorada de forma ndo invasiva por meio da mensuracdo de
metabolitos dos esteroides sexuais nas excretas urofecais de machos e fémeas através da

técnica de enzimoimunoensaio (EIE).

2. Materiais e métodos
2.1 Manejo das aves e coleta de dados

O presente estudo incluiu 20 papagaios-de-peito-roxo (Amazona vinacea), alojados
aos pares (10 casais), no Criadouro Asas do Brasil, Novo Hamburgo, RS, Brasil (Lat
29°437 24,3” S, Long 50° 36” 35,1 W). As dimensdes de cada gaiola eram 1 m de largura,
2 m de comprimento e 1,2 m de altura. Cada uma possuia um ninho plastico em fomato de
caixa retangular. A alimentagéo dos casais era feita com racdo peletizada apropriada para a
espécie (Nutropica) e todos recebiam frutas duas vezes por semana, nos dias de coletas,
além de do manejo adicional de enriquecimento ambiental com a oferta de pinhas (Pinus
sp.) e poleiro de madeira para promover a distracdo e o comportamento de bicagem. Todos
0S papagaios foram previamente sexados e identificados com anilhas coloridas para a
diferenciacdo entre machos e fémeas. A frequéncia das coletas nos recintos ocorreu a cada
3 dias, durante todo o periodo experimental, o qual compreendeu as quatro estaces do ano
(365 dias). O casal era separado dentro do préprio recinto por uma porta diviséria e as
amostras fecais foram coletadas imediatamente ap6s a defecacdo, com o auxilio de uma
lona colocada sob cada gaiola. Para padronizacdo do tempo de coleta, todas as excretas
fecais foram coletadas no periodo da tarde, entre as 12h30min e 16h30min. As amostras
fecais foram acondicionadas em tubos plasticos de 2 mL com tampa rosca, rotulados com a

identificagdo do animal, espécie, data da coleta e armazenadas a -20°C. Diariamente, 0s
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ninhos eram revisados, 0s ovos coletados e os dados registrados em planilha. Todos os ovos
foram retirados para incubacédo artificial. A ovoscopia e identificacdo da fertilidade dos
ovos seguiram o manejo de rotina do criadouro, realizado pelos funcionarios locais. A
ovoscopia era realizada no momento da retirada do ovo do ninho, ao colocéd-lo na
chocadeira, apos 48 horas e diariamente até o 7° dia apds a postura, quando, entdo ovos
inférteis eram descartados. Durante as coletas, observou-se o comportamento reprodutivo
dos papagaios. Os dados metereoldgicos de temperatura, insolacdo (horas de luz solar) e
precipitacdo pluviométrica (em mm) foram obtidos pelo Instituto Nacional de
Metereologia. O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS) e pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente, conforme autorizacdo de criacdo da espécie ameagada Amazona vinacea,
cadastro IBAMA 97371.
2.2 Ensaio Imunoenzimatico

Os anticorpos foram escolhidos conforme sugerido por Goymann (2005), como
principio a validacdo do ensaio. Foram utilizados os anticorpos para progestagenos CL425
e androgenos R156/7 da California State University (Davis, CA, USA). A validacdo dos

ensaios para a espécie Amazona vinacea foi previamente descrita (Stein et al., 2014).

2.3 Processamento de dados
2.3.1 Extracao dos metabdlitos das excretas

As excretas cloacais foram secas em estufas a 57°C por, aproximadamente 72 horas,
trituradas, pesadas em 0,05 g de excretas e colocadas em tubos de ensaio de vidro contendo
1,0 mL de metanol 80%. Apés, as amostras foram agitadas em vortex por 30 segundos e,
posteriormente, em agitador horizontal por 12 horas. Entdo, foram centrifugadas a 2.500
rpm, por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para microtubos limpos e estocadas a
—20°C. O protocolo de extracdo dos esteroides das excretas foi realizado conforme
metodologia descrita por Tempel e Gutiérrez (2004).
2.3.2 Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram registrados em planihas Excel e exportados para o
programa SPSS v. 18.0 para andlise estatistica. Foram descritas as variaveis media,

mediana, desvio padrdo, minimo e maximo. A comparacao das medias, ao longo do tempo,
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foi realizada pela analise de variancia para medidas repetidas. Foi considerado um nivel de
significancia de 5% para as comparacdes estabelecidas. Também foi realizada comparacéao
entre os individuos que tiveram atividade reprodutiva e aqueles que néo tiveram, definidos
como reprodutores e ndo reprodutores. Considerou-se machos reprodutores os individuos
que fertilizaram ovos e ndo-reprodutores os machos de fémeas que puseram ovos inféteis,
ou néo fizeram postura. Foram consideradas reprodutoras as fémeas que realizaram postura
e ndo-reprodutoras as que ndo realizaram. Foram comparadas as distribuicdes de
progesterona e testosterona entre reprodutores e ndo reprodutores pelo teste de Mann-
Whitney e os graficos apresentam as médias semanais, ao longo do tempo. As variacfes
sazonais de temperatura, precipitacdo pluviométrica e luminosidade foram comparadas com
os valores de progestagenos e andrégenos, ao longo do experimento. Para correlacionar
variaveis quantitativas entre si, utilizou-se o teste de correlacdo de Spearman.

3 Resultados

Durante o periodo amostral, sete dos 10 casais estiveram em atividade reprodutiva e
fizeram postura. No total, foram produzidos 29 ovos, mas um foi encontrado quebrado no
ninho. Em média, cada casal fez postura de 4 ovos, durante a estacdo de reproducéo. Dos
ovos Viaveis, apenas 16 eram férteis (ovoscopia positiva), dos quais 10 tiveram morte
embrionaria e 6 eclodiram. A taxa de eclosdo foi 37,5% (16:6). A taxa de eclosdo normal
(sem interferéncia humana) foi 83,3% (6:5) e a com intervencdo (nascimento com auxilio
humano) foi 16,7% (6:1). O percentual de ovos brancos foi 42,9% (28:12) e o de ovos
férteis foi 57,1% (28:16). Os casais 2 e 7 produziram apenas ovos ndo fecundados
(brancos). Os casais 3, 9 e 10 foram os que nédo se reproduziram (sem postura de ovos). O
tempo médio de incubacéo dos ovos férteis até o nascimento foi 26,2 dias, minimo de 25 e
méaximo de 28 dias de incubacdo. Na Tabela 1, é possivel visualizar um resumo das
atividades reprodutivas ocorridas entre maio do ano de 2012 a maio do ano de 2013.

Os casais 1, 4, 6 e 8 demonstraram agressividade e prote¢do do ninho. As fémeas
dos casais 1, 5 e 6 permaneciam, longos periodos, dentro dos ninhos. Foram observados
comportamentos de alimentacdo da fémea pelo macho, cortejo, copula dos casais 1, 3, 4, 5,
6 e 8. Normalmente, a cOpula era observada apos a juncao do casal, depois do periodo de

quatro horas separados para a coleta das excretas. Todos 0s casais demonstraram maior
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interesse pelas pinhas e poleiros de madeira durante a reproducédo, periodo no qual roiam
esses materiais, inclusive com necessidade de reposicéo na proxima data de coleta.

Tabela 1 - Atividades reprodutivas apresentadas entre 28 de maio de 2012 e 24 de maio de
2013 por papagaios-de-peito-roxo (Amazona vinacea), mantidos em cativeiro no Criadouro

Asas do Brasil, Novo Hamburgo, RS, Brasil.
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Data de Data de Periodo de

Ovoscopia = ) i Eclosdo Observacoes
postura eclosédo incubacéo
il 17.09.2012 -
20.09.2012 -
23.09.2012 -
maorte Obito em
27.09.2012 + embrionaria 25.10.2012
eclosdio em _ .
30.09.2012 + 27.10.2012 28 dias IH wivo
morte Obito em
. .. +
EFeLb AT embrionaria 25.10.2012
maorte Obito em
.10. ik S
03.10.2012 embrionaria 03.11.2012
12.10.2012 -
ecloso em . i
16.10.2012 T 09.11.2012 25 dias EMN wvivo
2 17.09.2012 -
20.09.2012 -
3 sem postura
eclosdo em A 2
4 29.10.2012 + 23.11.2012 26 dias EMN wivo
maorte Obito em
01.11.2012 & embrionaria 28.11.2012
eclosio em . )
A09. +
5 01.09.2012 26.09.2012 25 dias EMN wivo
eclosdio em 2 .
05.09.2012 + 01.10.2012 27 dias EMN wivo
morte Obito em
13.09.2012 * embrionaria 23.05.2012
17.09.2012 -
maorte Obito em
21.09.2012 + embrionaria 20.10.2012
24.09.2012 -
maorte Obito em
6 11.09.2012 i embrionaria 30.09.2012
morte Obito em
14.09.2012 ¥ embrionaria 24.05.2012
eclosdo em : .
25.09.2012 + 20.10.2012 26 dias EMN wivo
28.09.2012 -
7 23.11.2012 -
maorte Obito em
8 17.09.2012 * embrionaria 05.10.2012
17.09.2012 -
morte Obito em
22.09.2012 & embrionaria 01.10.2012
24.09.2012 ovo quebrado
23.11.2012 -
9 sem postura
10 sem postura

*EN=eclosdo natural, IH=intervencdo humana; (+) ovoscopia positiva, (-) ovoscopia

negativa.
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Para o estudo do perfil anual de androgenos nas excretas dos machos de Amazona
vinacea foram utilizadas 1010 amostras, com médias mensais: janeiro 25,9+3,7ng/g (n=90);
fevereiro 28,7+3,2ng/g (n=60); margo 31,7+17,7ng/g (n=80); abril 27,9+5,5ng/g (n=90);
maio 43,3+7,9ng/g (n=90); junho 49,1+15,9ng/g (n=80); julho 36,5%7,5ng/g (n=90); agosto
86,9%46,2ng/g (n=90); setembro 125,7+42,1 ng/g (n=80); outubro 110,3+£63,2ng/g (n=90);
novembro 74,2+57,7ng/g (n=90) e dezembro 43,3+£13,4ng/g (n=80). Utilizando o0 més de
maior nivel de androgenos como base, setembro foi significativamente diferente dos meses

de janeiro, fevereiro, marco, abril, maio e julho (Figura 1).

Niveis mensais de androgenos nas excretas de Amazona vinacea
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Figura 1 - Médias mensais (ng/g de excreta) de androgenos nas excretas de machos de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), no periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de

maio de 2013. Letras diferentes se diferenciam significativamente (p<0,05).

Para o estudo do perfil anual de progestagenos nas excretas das fémeas de Amazona
vinacea foram utilizadas 1010 amostras, com médias mensais: janeiro 7,2+0,9ng/g (n=90);
fevereiro 9,26+1,3ng/g (n=60); marco 15,8+2,9ng/g (n=80); abril 14,15+1,85ng/g (n=90);
maio 16,05+3,16ng/g (n=90); junho 11,85%2,54ng/g (n=80); julho 11,89+2,17ng/g (n=90);
agosto 13,52+3,48ng/g (n=90); setembro 45,7+55,79 (n=80); outubro 15,44+24,91ng/g
(n=90); novembro 4,27+6,42ng/g (n=90) e dezembro 2,76+0,42ng/g (n=80). Utilizando o
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més de maior nivel de progestdgenos como base, setembro ndo foi significativamente

diferente dos outros meses avaliados no estudo (Figura 2).

Niveis mensais de progestagenos nas excretas de Amazona vinacea
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Figura 2 - Médias mensais (ng/g de excreta) de progestagenos nas excretas de fémeas de
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), no periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de
maio de 2013 e posturas registradas em cada més. Letras diferentes se diferenciam

significativamente (p<0,05).

A fim de explorar as mensura¢des hormonais de forma mais ampla, foi realizada a
comparagdo semanal entre casais reprodutores e ndo-reprodutores. Os niveis de
progestagenos (Figura 3) ndo diferiram significativamente, mas os niveis de andrdgenos
(Figura 4) diferiram significativamente (P< 0,05), entre reprodutores e nao-reprodutores,

nas primeiras semanas de maio e setembro e na Gltima semana de dezembro.
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Comparacao dos niveis de progestagenos nas fémeas
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Figura 3 — Comparagdo entre os niveis de progestdgenos semanais nas fémeas reprodutoras
com registro das posturas e ndo-reprodutoras de papagaio-de-peito-roxo (Amazona
vinacea), no periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de maio de 2013.

Comparagdo dos niveis de andrégenos nos machos
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Figura 4 — Comparacdo entre 0s niveis de progestagenos semanais nos machos
reprodutores com registro de ovos férteis e nao-reprodutores de papagaio-de-peito-roxo

(Amazona vinacea), no periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de maio de 2013.
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Avaliando-se as médias dos valores de andrégenos dos machos reprodutores (n=5),
durante as quatro estac6es do ano (primavera (23/09 a 21/12) 77,1+32,6ng/g; verao (21/12
a 21/03) 27,8+2,3ng/g; outono (21/03 a 21/06) 36,4+3,9ng/g e inverno (21/06 a 23/09)
84,3+£16,9ng/g), observa-se que no inverno existe diferenca significativa entre as estagoes
verdo e outono. Entretanto, machos ndo-reprodutores (n=5) ndo diferiram
significativamente entre as quatro estagdes do ano (primavera 85,4+54,3ng/g; verdo
29,7+6,2ng/g; outono 40,4+11,3ng/g e inverno 71,8+26,0ng/g). As médias dos valores de
progestagenos entre as fémeas reprodutoras (n=7), durante as quatro estacdes do ano
(primavera 12,9+10,3ng/g; verdo 8,6+0,9ng/g; outono 14,2+1,75ng/g; inverno
25,5+£14,9ng/g) demonstraram diferencga significativa no outono e inverno. Para fémeas
ndo-reprodutoras (n=3), houve diferenca entre inverno e primavera (primavera 30,1ng/g;
verdo 9,3+1,1ng/g; outono 16,5+3ng/g; inverno 10,7+0,1ng/g) (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias dos valores de andrdogenos de machos reprodutores (n=5) e nao
reprodutores (n=5), e de progestagenos de fémeas reprodutoras (n=7) e nao reprodutoras

(n=3) de papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea), durante as quatro estaces do ano.

Femeas Femeas n3o Machos Machos n3o
reprodutoras reprodutoras reprodutores reprodutores

Media Desvio mMedia Deswviao MMeédia Desvio Media Desvio

(ng/g) padrio {(ng/e) padrio (ng/g) padrio (ng/g) padrio
Outono 14,2 1,75 16,5 3,0 36,4 3,9 40,4 11,3
Inverno 25,5 14,9 10,7 0,1 84,3 16,9 71,8 26,0
Primavera 12,9 10,3 3,0 0,1 77,1 32,6 85,4 54,3
Verao 8.6 0,9 9.3 1k 27,8 2,3 29,7 6,2

Dados metereoldgicos foram plotados em graficos conjuntos aos perfis anuais de
progestagenos e androgenos ao longo do ano e estdo apresentados nas figuras 5, 6 e 7. Ao

analisar a variacdo de temperatura durante o ano, percebe-se que existe correlacdo
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significativa negativa (r= -0,46 P< 0,05) nos niveis de progestagenos das fémeas em relacao
a temperatura, correlacdo ndo perceptivel para andrégenos nos machos. Com relagao a
precipitacdo, ndo houve correlacéo significativa hormonal. Quanto a insolacéo, identificou-
se correlacdo significativa negativa (r= -0,35 P< 0,05) nos niveis de progestagenos das
fémeas em relacdo a quantidade de luz diaria, o que ndo acontece nos machos.

Variagdo de temperatura, niveis de progestagenos e niveis
as de androgenos ao longo do ano
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Figura 5 — Associacdo de variagdes de temperatura (sombreamento azul) com médias
mensais de niveis de androgenos e progestdgenos de 10 casais de papagaio-de-peito-roxo
(Amazona vinacea), no periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de maio de 2013.
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Variagao de precipitacao, niveis de progestagenos e niveis
de andrégenos ao longo do ano
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Figura 6 — Variacdo de precipitacdo (mm) e médias mensais de niveis de androgenos e
progestagenos de 10 casais de Papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) no periodo de 28
de maio de 2012 a 24 de maio de 2013.

Variacdo da insolagdo, niveis de progestagenos e niveis de
androgenos ao longo do ano
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Figura 7 — Variacdo de insolacéo (quantidade de luz por dia) e médias mensais de niveis de
androgenos e progestagenos de 10 casais de Papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) no
periodo de 28 de maio de 2012 a 24 de maio de 2013.

4 Discusséao

Ao longo do periodo experimental, 7 casais de papagaio-de-peito-roxo (Amazona
vinacea) mantidos em cativeiro produziram seis filhotes, proporcionalmente, 0,6 filhote por
casal ano. Conforme descricdo prévia (Francisco e Moreira, 2012), avalia-se a propor¢éo
obtida como baixo sucesso, pois a espécie pode botar de trés a quatro ovos por casal em
cativeiro, por temporada reprodutiva. Considerando-se o exposto por Francisco e Moreira
(2012) e 57,1% de ovos férteis, os dez casais poderiam ter produzido 23 ovos férteis, se 3
casais ndo tivessem falhado em reproduzir. Como estratégia para reposicdo de ovos
perdidos, pode-se retirar 0s ovos apds a postura e, possivelmente, reproduzir cinco filhotes
ou mais, por casal (Allgayer e Cziulik, 2007). Se considerarmos que nenhum casal foi
mantido com seus ovos e que 3 casais colocaram mais de 4 ovos por estacdo reprodutiva (9,
6 e 5 0v0s), registra-se uma producdo adicional de 8 ovos na estacéo reprodutiva (aumento
de 38%). O periodo médio encontrado de incubacao dos ovos foi 26,2 dias, muito proximo
dos 26 dias registrados, previamente (Francisco e Moreira, 2012).

A avaliagdo do més de maior nivel de andrdgenos (setembro) indica niveis 50%
superiores aos valores registrados fora da estacdo reprodutiva. Porém, as oscilagdes
hormonais comecam a ocorrer entre julho e agosto, periodo que coincide com o inicio da
época reprodutiva da espécie. Este aumento, provavelmente, estd relacionado com o
aumento na espermatogénese, desenvolvimento das estruturas testiculares e do
comportamento reprodutivo que sdo estimulados pela testosterona (Kirby e Froman, 2000).
Comparando-se machos reprodutores com ndo reprodutores, observa-se diferencas nos
niveis de andrégenos durante a estacdo reprodutiva somente na primeira semana de
setembro. Considerando que 0s niveis de testosterona estdo, positivamente, relacionados a
massa testicular e a producdo espermatica (Garamszegi et al, 2005), esperava-se que 0S
machos que fertilizaram ovos possuissem maiores niveis de andrdgenos do que aqueles que
ndo fertilizaram, o que nédo foi observado. Tambem foi possivel observar que a estacdo com

maiores niveis hormonais de machos reprodutores foi o inverno que coincide com o a época
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reprodutiva. Entretanto, machos nao reprodutores demonstraram maiores niveis hormonais
na primavera que também ¢é estacdo reprodutiva. Em vista disso, a avaliagdo de fertilidade
deu-se pela postura de ovos férteis ou ndo, ndo se considerou que pudessem existir machos
férteis pareados com fémeas ndo reprodutoras (incompatibilidade dos casais), falhas no
comportamento reprodutivo e na copula. Assim, é possivel que tanto machos reprodutores
guanto néo reprodutores apresentem um perfil semelhante durante o ano, o que sugere que
o problema de fertilidade nos ovos nesta criagdo pode ndo estar relacionado a atividade
gonadal, mas sim a outros fatores.

Ap0s o solsticio de inverno (21 de junho), quando inicia 0 aumento da quantidade
de horas-luz por dia, observa-se que os valores de andrégenos comegam a oscilar, o que
pode demonstrar sensibilidade da espécie a alteracdo do fotoperiodo como estimulo ao
inicio das atividades reprodutivas, conforme relatado em outras espécies (Deviche et al,
2011). A espermatogénese completa nas aves domésticas da-se em 13 dias (Deviche et al,
2011); entretanto, tal dado é desconhecido para Amazona vinacea, o que dificulta o
entendimento sobre periodo de maturacdo e crescimento das gonadas e espermatogénese. O
perfil de progestagenos urofecais nas fémeas de Amazona vinacea nao apresentou diferenca
significativa no més de maior producdo hormonal em relacdo ao demais meses do ano. Da
mesma forma, ndo foi possivel detectar diferencas significativas nos niveis de
progestagenos, pela comparacdo de fémeas reprodutoras com fémeas ndo reprodutoras. As
fémeas reprodutoras apresentaram diferenca significativa entre inverno e outono. No
entanto, é possivel identificar variagdo nos valores medios de progestagenos de
praticamente o dobro no inverno, o qual corresponde ao periodo de maior nimero de
posturas. Tal aumento nos niveis de progestagenos durante a postura ja foi observado em
outras aves selvagens (Jensen e Durrant, 2006; Bhavna et al, 2010). Em aves domeésticas,
sabe-se que a secre¢do de progesterona aumenta conforme o crescimento dos foliculos pré-
ovulatérios e alcanga niveis maximos 6 a 8 horas, antes da ovulagdo seguido de queda e
novo aumento, na postura de cada ovo (Johnson, 2000). Da mesma forma em que ocorre
nos machos, um aumento da secrecdo de progestagenos pode estar influenciado pelo inicio
do aumento diario de horas-luz. O fotoperiodo € o mais importante fator ambiental para a
atividade reprodutiva na maioria das aves (Pollock e Orosz, 2002). Porém, muitos fatores

podem ser responsaveis pela sazonalidade reprodutiva nas aves (Ubuka e Bentley, 2011).
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Avaliando os dados de luminosidade e variacbes hormonais registrados para Amazona
vinacea, percebe-se que as oscilacdes de progestagenos ocorrem na medida em que ocorre
aumento da luminosidade. Ao longo do tempo, houve correlagdo significativa negativa nos
niveis de progestagenos das fémeas em relacdo a quantidade de luz diaria, 0 que néo
acontece nos machos. Essa correlacdo negativa pode estar associada com o periodo de
fotorefratariedade da espécie, que também pode ser influenciada pelo aumento da
intensidade luminosa. Nos tropicos, apesar de inverno e verdo ndo se caracterizarem de
maneira conspicua pelas variacdes de temperatura, hd grande variacdo pluviométrica que
interfere na disponibilizacdo ou ndo de alimentos e, consequentemente, no periodo
reprodutivo (Molion, 1987). A andlise da temperatura indica correlagdo significativa
negativa nos niveis de progestagenos das fémeas, o que nado foi perceptivel para androgenos
nos machos. Condi¢bes meteoroldgicas severas tém demonstrado interromper a reproducéo
através do aumento da corticosterona e depressao dos niveis circulantes de esteroides
sexuais (Romero e Remage-Healey, 2000). Elevadas temperaturas durante o verdo parecem
interromper a atividade reprodutiva nessas fémeas; no entanto, esse efeito pode estar
associado com o periodo de fotorefratariedade da espécie. As variagdes nos periodos de
chuvas parecem néo interferir nas variacfes reprodutivas de Amazona vinacea, pois estes
animais sdo mantidos em cativeiro, com disponibilidade de alimento o ano todo, ndo

dependendo das variagOes de chuvas para disponibilidade de alimentos.

5 Concluséo

A mensuracdo hormonal néo invasiva em excretas de Amazona vinacea serve como
técnica adequada para descricdo do perfil anual dos esteroides sexuais na espécie. Porém,
necessita-se de estudos adicionais referentes a biologia reprodutiva em cativeiro da espécie,
pois os perfis hormonais de casais reprodutores ou ndo foram semelhantes. Para adequado
entendimento da correlacdo entre a reproducdo dessas aves e variagBes climaticas, ou
mesmo para entendimento mais abrangente da fisiologia reprodutiva da espécie, futuros
estudos com mensuracdo de outros horménios envolvidos na reproducao das aves poderiam

esclarecer a fisiologia hormonal reprodutiva da espécie.
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CAPITULO 4
CONCLUSAO

A reproducdo em cativeiro é e muito provavelmente, cada vez mais sera
fundamental para mantermos a diversidade biologica e genética das espécies de animais
silvestres. Além disso, pode e deve ser utilizada em programas de conservagdo de espécies
ameacadas. A finalidade comercial, para suprir a demanda por aves de estimacao, também
deve ser considerada, na medida em que se contrapde a retirada de animais da natureza pelo
trafico. Muitas instituicdes de pesquisa demonstram preocupacdo com planos de manejo e
promocédo de reproducdo de espécies ameagadas, através do intercambio de reprodutores
existentes em zoologicos e varios criadouros do pais. Dessa forma, o conhecimento sobre
fisiologia e epoca reprodutiva dessas aves € de extrema importancia para 0 Sucesso e
conservacao dessas e de outras espécies, universalmente.

O ciclo hormonal reprodutivo, assim como ciclo ovulatorio, espermatogénese,
espermograma e outros dados reprodutivos ainda ndo estdo bem definidos em psitacideos,
como em outras aves, das mais diversas especies. Além disso, nem sempre ocorre
reproducdo desses animais e os indices de sucesso reprodutivo em cativeiro ainda séo,
usualmente, baixos. Em parte, isso pode decorrer do estresse de cativeiro, erros de manejo,
deficiéncias nutricionais, falta de condicionamento nutricional durante a época de
acasalamento, infertilidade dos machos, falta de luminosidade, clima adverso, habitat
incorreto e desconhecimento do histérico reprodutivos dos pais. Concluimos com este
trabalho, que o método ndo invasivo de mensuragdo hormonal possui a vantagem de
minimizar o estresse causado no momento da coleta sanguinea, além de ter sido eficaz para
as dosagens de progestagenos e androgenos e pode, inclusive, servir de modelo para futuras
pesquisas com outros hormonios reprodutivos. Além disso, a analise de horménios fecais
permitiu uma avaliagdo mais ampla do perfil hormonal de papagaios-de-peito-roxo, em um
estudo longitudinal, com producdo de um perfil anual de progestdgenos e andrégenos
urofecais.

A conservacdo das especies deveria ser consequéncia da preservacdo dos seus
ecossistemas naturais (in situ). No entanto, o risco de causarmos a extin¢cdo de varias

espécies, se ndo aliarmos acBes de conservacao ex situ (em cativeiro) com acdes in situ tem
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que ser, seriamente, considerado. Sem dudvida, sdo necessarias cada vez mais pesquisas,
tanto em vida livre como em cativeiro, ndo sé para enriquecer as discussdes sobre o tema,
mas também para melhorar as medidas de manejo para conservacdo de Véarias espécies
animais. Os resultados obtidos neste trabalho ressaltam a importancia de estudos adicionais
em programas de reproducdo em cativeiro, inclusive no auxilio dea espécies ameacadas de

extingdo com problemas reprodutivos.
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