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Resumo

Em roedores, a ritmicidade circadiana da atividade locomotora de machos é modulada pelo ciclo
estral das fémeas. Com o objetivo de verificar a existéncia de modulacéo do ciclo ovariano das fémeas
sobre o perfil diario da marcagdo de cheiro em sagilis machos, foi registrada a freqliéncia horaria deste
comportamento em trés diades heterossexuais com contato fisico parcial. Foram monitorados trés ciclos
ovarianos para cada diade, sendo as fases determinadas pela dosagem da progesterona fecal pelo método
ELISA. Os totais didrios da marcacdo de dois machos aumentaram na fase pré-ovulatoria da fémea.
Entretanto, a amplitude aumentou apenas em relagéo a um ciclo nestes machos. Sugere-se que a fase pré-
ovulatoria da fémea module a freqliéncia da marcacdo de cheiro dos machos, ndo sendo possivel afirmar
se hd modulagéo sobre o ritmo diério.
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Abstract

In rodents, the circadian locomotor activity rhythm of males is modulated by the
females’ estrous cycle. On the purpose to verify the existence of female ovarian cycle modulation on
daily profile of scent marking behavior in male marmosets, it was recorded the hourly frequency of this
behavior of three heterosexual dyads with partial physical contact. Three ovarian cycles were monitored
and the phases were determined by the dosage of fecal progesterone using the ELISA method. Two males
increased daily frequencies of scent marking during female preovulatory phase, although the amplitude
increased only during one cycle. It is suggested that females’ preovulatory phase modulates the frequency
of males scent-marking but these results are insufficient to affirm if really there is a modulation of the
daily rhythm.
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Introducéo

Os ritmos bioldgicos sdao modificacdes enddgenas e periddicas que acontecem nos seres
vivos e possibilitam uma melhor adaptacdo ao meio ambiente (Menna-Barreto, 2003). Os ritmos
podem ser classificados em circadianos, aqueles que completam um ciclo a cada 24h,
ultradianos, com mais de um ciclo a cada 24h, e os infradianos, com menos de um ciclo a cada
24h (Halberg et al., 1959).

Um ritmo bioldgico pode estar ajustado a ciclos geofisicos, como por exemplo o ciclo
sono-vigilia que é modulado pelo ciclo diario de claro-escuro. Além dos ciclos geofisicos, um
ritmo sofre regularmente a influéncia de outros ritmos biolégicos do proprio organismo ou de
outros organismos. Em roedores, por exemplo, o ciclo infradiano estral modula tanto o ritmo
circadiano de atividade locomotora na fémea (Albers et al., 1981; Davis e Menaker, 1987;
Wollnik e Turek, 1988), quanto o dos machos que a elas estdo proximos (Davis e Menaker,
1987). Tal exemplo indica que os ritmos ndo ocorrem de forma isolada no ambiente, mas
recebem pistas temporais que contribuem para sobrevivéncia do individuo e o seu sucesso
reprodutivo.

As pistas temporais promovem o ajuste dos ritmos, sincronizando-os através de dois
mecanismos: arrastamento e mascaramento. No arrastamento, as pistas temporais (zeitgebers)
influenciam os osciladores enddgenos, estruturas neurais que promovem as flutuacGes ritmicas,
provocando uma modificacdo na expressao do ritmo (Mrosovsky, 1999). No mascaramento, as
pistas temporais ndo influenciam os osciladores enddgenos, mas atuam de forma a acentuar
(mascaramento positivo) ou suprimir (mascaramento negativo) a expressdo de um ritmo
(Mrosovsky, 1999). No trabalho realizado por Davis e Menaker (1987) em hamsters, o ciclo
estral da fémea atua como uma pista temporal que modula a expressdo do ritmo circadiano de
atividade locomotora do macho. Na auséncia desta, 0 macho ndo apresenta periodicidade
infradiana em seu ritmo circadiano de atividade, indicando que a sincronizagdo ocorreu por
mascaramento.

Para que uma pista temporal module um ritmo é necessario que 0 organismo reconheca
tal pista. Em sagiiis machos, as mudangas fisiologicas (Ferris et al., 2004) e comportamentais
(Smith e Abbott, 1998) diante da exposi¢do a odores provenientes da marcacdo de cheiro de
fémeas ovulando fornecem indicios de que eles reconhecem a fase fértil da fémea. Deste modo,
a sinalizacdo quimica da fase fértil pode atuar sobre o sistema circadiano do macho, modulando
alguns de seus comportamentos, principalmente aqueles relacionados ao contexto reprodutivo

desta espécie. Embora ndo tenham avaliado a ritmicidade circadiana, Ziegler et al. (2005)
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observaram que saguis machos aumentam a freqiéncia de determinados comportamentos
quando em contato com odores de fémeas na fase ovulatéria em relagdo a um odor controle.

O repertério desta espécie inclui varios comportamentos com perfil circadiano
(Menezes et. al., 1993; Menezes et. al., 1994; Azevedo et. al., 1996). Dentre eles, a marcacao de
cheiro é caracterizada por uma varia¢do diurna, com um pico no inicio da manha e outro no
final da tarde (Nogueira et al., 2001). Do ponto de vista funcional, a marcacdo de cheiro esta
associada a sinalizagdo quimica do estado reprodutivo da fémea, além de ser importante na
comunicacdo entre individuos, no estabelecimento e na manutencdo do territério e da
dominancia (Epple et al., 1993). Dentro do grupo ha uma relacdo de dominancia exercida pelos
membros do par reprodutor que, por sua vez, possui um sistema de acasalamento monogamico
(Arruda et al., 2005). Portanto, um aumento da marcacdo de cheiro do macho reprodutor
sincronizado a fase fértil da fémea pode contribuir para defesa territorial, evitando aproximacao
de outros machos e aumentando o acesso a fémea. Desta forma, a fase fértil pode funcionar
como pista temporal que sincroniza a marcacdo de cheiro diaria do macho, sendo importante
avaliar seu efeito sobre o perfil circadiano deste comportamento. O objetivo deste estudo é
verificar se o ciclo ovariano das fémeas modula o perfil diario do comportamento de marcacéo

de cheiro de sagtiis machos.

Metodologia

O experimento foi realizado com trés diades heterossexuais adultas de Callithrix
jacchus, sem experiéncia reprodutiva, nascidas no Nucleo de Primatologia da UFRN. Os
machos foram identificados pelos nomes de Clarus (diade 1), Xande (diade 2) e José (diade 3).

O macho e a fémea de cada diade foram alojados em gaiolas medindo 0,75 x 0,60 x 1,00
m, divididas em dois compartimentos separados por duas telas de arame afastadas em 10cm
uma da outra. Cada compartimento foi preparado para receber um animal da diade, sendo
equipado com poleiro, comedouro e bebedouro. Dentro do laboratério, as gaiolas estavam
separadas por anteparos de madeira, possibilitando o isolamento visual entre as diades.
Entretanto, o contato acustico e olfativo foi total entre todos os animais. Por outro lado, o macho
e a fémea de cada diade tinham contato visual total e contato fisico parcial, pois as telas que
separavam 0s compartimentos da gaiola impediam a cépula, mas ndo evitavam o toque de méaos,
pernas e caudas.

Os animais foram mantidos sob condicdes de temperatura, umidade e iluminacdo
natural, com reforgo de iluminago artificial fluorescente das 5:00 as 17:00 h. A alimentacéo foi

servida em horarios diferentes, duas vezes ao dia. Pela manhd, consistiu de uma papa rica em
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proteinas (pdes, ovos e leite) e a tarde de uma alimentacéo a base de frutas. Uma vez por semana
foi fornecida uma suplementacéo a base de proteina animal e suplemento vitaminico. A &gua
estava disponivel ad libitum.

Os animais foram filmados durante a fase ativa (das 5:00 as 17:00 h) todos os dias da
semana por micro-cameras (Seco mod. SC 201 A color) localizadas em frente a cada gaiola para
0 registro comportamental. As cAmeras estavam conectadas a um aparelho de video cassete
“time lapse” (Samsung mod. SLV-960) e a um sequenciador de imagens (Mythos mod.
MCQ2030S), que permitia a visualizacdo simultdnea dos 3 machos. As fitas obtidas nas
filmagens foram observadas pelo método focal continuo, sendo registrada a freqiéncia da
marcacdo de cheiro, conforme definida por Stevenson & Poole (1976) como sendo o ato de
esfregar a genitélia na gaiola e nos objetos da gaiola como bebedouro, prancha, poleiro e
comedouro.

A identificagdo das fases do ciclo ovariano das fémeas foi realizada pelo monitoramento
dos niveis de progesterona fecal através de método ELISA desenvolvido por Munro e
Stabenfeldt (1984) e modificado por Souza e Ziegler (1998) para uso em fezes. De acordo com
0 critério proposto por Ziegler e Sousa (2002), as fases do ciclo ovariano da fémea C. jacchus
sdo classificadas como folicular (6 dias), periovulatéria (4 dias) e luteal (18 dias), com duragdo
total em torno de 28 dias. Neste estudo foram registrados trés ciclos ovarianos para cada diade,
sendo cada ciclo dividido em duas etapas: antes da ovulacéo, correspondendo as fases folicular
e periovulatdria (fase pré-ovulatdria) e apds a ovulagdo, correspondendo a fase luteal (fase pos-
ovulatéria). Em cada uma das etapas foram selecionados, de forma alternada, oito dias de
observacdo. As fezes foram coletadas em dias alternados, entre 6:00 e 9:00 h, sendo a extracdo e
a dosagem de progesterona fecal realizadas no Laboratério de Medidas Hormonais do
Departamento de Fisiologia da UFRN. Os coeficientes de variagdo intra e inter-ensaios foram de
3,77% e 16,79%, respectivamente.

A frequéncia de todos os episodios de marcacdo de cheiro do dia foi totalizada e os
totais diarios obtidos foram submetidos a andlise de variancia para comparacdo da freqliéncia
média diaria da marcacao entre 0s machos em relacdo as fases do ciclo ovariano. Na presenca
de diferenca estatisticamente significativa foi aplicado o teste de Tukey. Para uma analise mais
detalhada, estes procedimentos foram realizados para cada um dos machos, considerando os trés
ciclos ovarianos consecutivos das suas respectivas fémeas. O nivel de significancia considerado
foi de 5%.

Além disto, a frequéncia dos episédios de marcacdo foi totalizada por hora ao longo de

toda a fase ativa dos animais. A partir das séries temporais obtidas foram construidos perfis com
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a média por hora da freqliéncia da marcacéo ao longo da fase ativa (perfis médios diarios) pelo
programa ElI Temps (Antoni Diez-Nogueira, Universidade de Barcelona). Os parametros
ritmicos avaliados foram: a amplitude, que consiste na diferenca entre os valores maximo e
médio do perfil circadiano da marcagdo de cheiro, e a acrofase, que é o horario com maior
probabilidade de que ocorra o valor mais elevado deste comportamento. Esses parametros foram
calculados pelo método Cosinor (Nelson et al., 1979) e comparados entre as fases do ciclo

ovariano das fémeas através da sobreposicdo dos intervalos de confianca a 95%.

Resultados
Perfis médios diarios

A anélise visual dos perfis médios diarios da marcacdo de cheiro dos machos durante
os 3 ciclos ovarianos de suas respectivas fémeas indicou a presenca de perfis uni e bimodais,
sendo o perfil bimodal mais freqliente na maioria dos animais (Figura 1A). Ndo foram
observadas diferencas nos perfis dos machos entre as fases do ciclo ovariano das fémeas,
sugerindo a auséncia de modulacdo do ciclo ovariano das fémeas, sobre o perfil diario da

marcacao de cheiro dos machos.
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Figura 1 — Perfis médios diarios da fregiiéncia da marcacdo de cheiro dos machos nas fases do
ciclo ovariano das fémeas (A) e seus respectivos totais méedios diarios (B). (1= ciclo 1; 2= ciclo.
2; 3= ciclo 3; em azul = fase pré-ovulatéria e em vermelho = fase pés-ovulatoria). (**Tukey, p
< 0,05).
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A comparacdo dos intervalos de confianga a 95% das amplitudes da marcacdo de cheiro
apontou reducdo na fase pré-ovulatéria do 1° ciclo da fémea para Clarus, enquanto que 0s
outros machos apresentaram aumento na marcacao de cheiro na fase pré-ovulatéria em duas
situacdes: 1° ciclo para Xande e 2° ciclo para José (Tabela 1). As acrofases ocorreram entre 9:06
e 13:03 h, ndo sendo encontrada variacdo associada as fases do ciclo ovariano das fémeas

(intervalos de confianca a 95%, Tabela 1).

Tabela 1 — Médias e intervalos de confianca a 95% das amplitudes e acrofases (hh:mm) da
frequiéncia diaria da marcacdo de cheiro dos machos

Animal Fase Amplitude Acrofase
Pré, 2,41 (1,84 - 2,99)*  10:40 (9:45-11:35)
Pos; 4,52 (3,71-5,33) 11:09 (10:27-11:49)
Pré, 4,64 (3,55-5,72) 10:31 (9:37-9:25)
Clarus

Pos, 3,39 (2,63-4,12)  10:12(9:19-11:04)

Pré;  4,80(3,80-5,80)  10:07 (9:18-10:55)
Pos; 4,98 (4,04-5,92) 9:31 (8:48-10:15)
Pré; 26,68 (22,28-31,09)*  10:25 (9:48-11:04)
P6s; 10,02 (8,14-11,90)  10:06 (9:23-10:49)
wange e 1511(1207-1814)  10:32 (9:46-11:18)
Pés, 14,83 (12,19-17,46)  10:16 (9:36-10:58)
Pré; 20,61 (16,35-24,87)  9:53 (9:06-10:41)
P6s; 20,31 (17,06-23,57)  10:01 (9:24-10:38)
Pré;  8,52(7,16-9,87)  11:28 (10:51-12:04)
Pos;  7,78(6,51-9,05)  11:12 (10:34-11:49)
g P2 940(765-1L15)*  11:27 (10:44-12:10)
Pés, 6,24 (5,01-7,46)  10:24 (9:39-11:09)
Pré; 6,69 (4,89-8,49)  12:01 (10:58-13:03)
P6s; 5,52 (4,17-6,88)  11:40 (10:43-12:36)

Totais médios diarios

Os totais médios diarios da marcacdo de cheiro dos machos apresentaram diferencas
entre as fases nos trés ciclos ovarianos das fémeas (F(1133 = 7,64, p<0,05), com as maiores
médias na fase pré-ovulatéria (Figura 1B). Além disso, a freqliéncia da marcacgéo de cheiro dos
animais diferiu em relagdo as duas fases (F133 = 4,13, p < 0,05). Xande e José apresentaram
maiores médias da marcacdo de cheiro durante a fase pré-ovulatéria da fémea (Tukey, p < 0,05)

enquanto que os valores de Clarus ndo diferiram entre as fases (Tukey, p>0,05; Figura 1B).
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A frequéncia diaria da marcacéo diferiu entre os animais (F, 133 = 102,66, p<0,05).
Xande teve as maiores médias de marcagdo, enquanto que Clarus apresentou 0s menores valores
(Tukey, p<0,05).

Na analise detalhada entre os ciclos ovarianos para cada animal, observou-se que 0s
valores da marcagéo de Clarus diferiram entre os ciclos (Fp42= 9,25, p<0,05), tendo o 1° ciclo
menor frequéncia que o 3° (Tukey, p<0,05). Além disso, houve interacdo entre ciclo e fase
(F42 = 6,78, p<0,05). No ciclo 1, Clarus apresentou uma freqiiéncia menor na fase pré-
ovulatoria (Tukey, p<0,05), enguanto que nos ciclos 2 e 3 os valores médios foram semelhantes
entre as fases (Tukey, p>0,05).

Em relagéo a Xande, a interagéo entre a fase e o ciclo (F42=7,69, p<0,05) deve-se ao
aumento da marcacdo de cheiro na fase pré-ovulatoria apenas no 1° ciclo (Tukey, p<0,05). Por
outro lado, José ndo mostrou interacdo entre fase e ciclo, pois a fase pré-ovulatoria apresentou

as maiores medias da marcacéo de cheiro em todos os ciclos ovarianos (F42=0,72, p>0,05).

Discussao

No presente estudo ndo foi encontrada variacdo regular no perfil circadiano do
comportamento de marcacdo de cheiro dos machos associada ao ciclo ovariano da fémea. Os
perfis diarios da marcagdo foram predominantemente bimodais, sem diferenca entre as acrofases
ao longo do ciclo ovariano. Em relagdo a amplitude, o aumento na fase pré-ovulatéria em 1
ciclo ovariano para 2 machos é insuficiente para afirmar a existéncia de modulagdo. Na medida
em gue o comportamento de marcacdo de cheiro em sagiis sofre a influéncia das interacGes
dentro e entre grupos (Lazaro-Perea et al, 1999), diversos fatores podem interferir no ajuste
temporal deste comportamento, contribuindo para as diferengas nas respostas observadas neste
estudo.

A diversidade de perfis da marcacdo de cheiro e a falta de regularidade no aumento da
marcacdo na fase pré-ovulatéria de todos os ciclos ovarianos estudados neste trabalho, podem
estar relacionadas a caracteristicas da organizacdo social da espécie e do proprio individuo
(Marques e Waterhouse, 1994). Nesta espécie, foi demonstrada a existéncia de variaces de
“temperamento” entre 0s grupos, podendo estar associadas a diferencas na expressao
comportamental de cada individuo (Box, 1975). Desse modo, estas diferengas intra-especificas
podem contribuir para a plasticidade encontrada nos perfis do ritmo da atividade locomotora
(Erkert e Schardt, 1989) e dos comportamentos de catagdo (Azevedo et al., 2001) e ainda do

comportamento de marcagédo de cheiro, como evidenciado neste trabalho. Em trabalhos futuros
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seria interessante realizar uma avaliagdo por tempo prolongado e com um ndmero maior de
individuos, em condicGes experimentais que diminuam os efeitos da variacdo individual e
maximizem a interacdo entre 0 macho e a fémea.

Por estar também associado ao contexto reprodutivo (Epple, 1970), o comportamento
de marcacdo do macho pode ser afetado pela interacdo com sua parceira. De acordo com Cirne
et al. (1994) e Peregrino (1995), a escolha do parceiro para formacdo de pares em sagis
acontece de forma muito particular para cada individuo, podendo ser influenciada pela variacao
individual. Desse modo, a falta de atracdo entre a diade pode dificultar o reconhecimento de
odores da fase fértil da fémea e, conseqiientemente, impedir uma modificacdo expressiva no
perfil circadiano da marcacdo de cheiro. Além da interacdo com as parceiras, 0s machos
estavam sujeitos a odores de outras fémeas na sala do experimento, 0 que pode também ter
interferido na resposta comportamental dos machos. A variacdo na atratividade entre os
integrantes da diade e a influéncia de outros odores podem ter contribuido para as diferencas
observadas entre os machos ao longo do ciclo ovariano das fémeas. Conforme observado,
Xande e José aumentaram os totais medios diarios da marcacdo de cheiro na fase pré-ovulatoria,
enquanto que Clarus ndo diferiu entre as fases. Além disso, a doenga da fémea da diade de
Clarus durante o 1° ciclo ovariano, pode ter influenciado o perfil deste macho.

Um outro fator a ser destacado é a condi¢do de contato fisico parcial entre os animais.
Nesta condicdo, o comportamento de rocar o focinho sobre substratos (nuzziling) fica
inviabilizado. Segundo Smith e Abbott (1998) este comportamento funciona como mecanismo
para reconhecer o odor de fémeas ovulando. Portanto, a condigdo de contato fisico total poderia
aumentar a interacdo entre a diade, facilitando o reconhecimento da fase fértil da fémea pelo
macho. Contudo, esta condi¢do ndo foi adotada neste estudo para evitar a ocorréncia de
gestagdo, permitindo a avaliacao dos ciclos ovarianos.

Apesar da auséncia de modulacdo, ndo ¢ possivel descartar a idéia de que a fase fertil da
fémea pode exercer um efeito sincronizador para 0 macho, tendo em vista que 0 aumento dos
totais médios didrios da marcacdo na fase pré-ovulatoria para dois machos reflete um ajuste
temporal da freqiiéncia deste comportamento. Portanto, a sincroniza¢do apresentada por estes
machos poderia facilitar o0 acesso a fémea, uma vez que a intensificacdo da marcagdo pode
aumentar a defesa territorial, afastando possiveis competidores. Mesmo sendo importante, 0
mecanismo de defesa territorial pode trazer altos custos energéticos para 0 macho, tornando a
intensificacdo deste mecanismo vidvel apenas quando necessario, ou seja, durante uma ameaca a

sobrevivéncia e reproducdo. Conforme Marques e Waterhouse (1994) um ajuste temporario
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através de mascaramento pode permitir ao individuo uma maior flexibilidade, contribuindo para
a adaptacdo as condi¢des temporais do ambiente.

Trabalhos recentes apontam evidéncias da sincronizagdo dos machos ao estado fértil da
fémea. Segundo Ziegler et al (2005), saguis machos respondem a odores de fémeas novas na
fase ovulatéria aumentando as freqiiéncias dos comportamentos de cheirar, marcar, lamber,
tocar e a duragdo no tempo erecdo, embora sejam verificadas diferencas significativas apenas
nos comportamentos de cheirar e no tempo de erecdo. Além disso, Ferris et al. (2004)
demonstraram que machos ativam areas cerebrais diferentes em resposta a odores de fémeas
ovulando e ndo ovulando. Em roedores, foi verificado que hamsters machos, na presenca das
fémeas, apresentam modificacbes no ritmo circadiano de atividade locomotora associadas ao
ciclo estral (Davis e Menaker, 1987).

Apesar de neste estudo ter sido verificado que os machos aumentam seu comportamento
de marcacdo de cheiro na época em que suas respectivas fémeas se encontram na fase fértil, ndo
houve variagdo regular no perfil circadiano e nos pardmetros ritmicos suficientes para afirmar a
existéncia de modulacdo pelo ciclo ovariano. Portanto, sdo necessarios estudos adicionais que

permitam maior interagdo entre 0s animais para comprovacao dessa hipdtese.
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