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Resumo

Os primatas ndo humanos, como Callithrix jacchus vém sendo utilizados com
maior frequéncia em pesquisa biomédica e, recentemente, nosso laboratorio propds uma
nova classificagdo para monitorar com mais detalhes as modificagbes comportamentais
e hormonais relacionadas ao desenvolvimento. O presente trabalho monitorou os niveis
de hormonios gonadais de 4 machos e 6 fémeas de C. jacchus durante as fases juvenil |
e Il e subadulta (dos 5 aos 15 meses). Os resultados apontaram que os niveis de
progesterona nas fémeas e andrdgenas nos machos foram estatisticamente mais elevados
nos estagios juvenil 1l e subadulto, respectivamente, em relacdo ao estagio juvenil |.
Estes achados indicam que, de acordo com a nova classificacdo, foi possivel observar

que o funcionamento gonadal se instala mais cedo nas fémeas.
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Abstract

Non human primates, as common marmosets (Callithrix jacchus) have been
used frequently in biomedical research and, recently, our laboratory has proposed a
more detailed classification to follow the behavioral and physiological changes
associated to their development. In this study we measured fecal sexual hormones in 4
males and 6 females during juvenile | and Il and subadult stages (5-15 months). We
found that progesterone in females and androgens in males showed significantly
differences in relation to the previous stage of the development in the juvenile I and
juvenile Il respectively, indicating that, according the new classification, the gonadal

functioning starts earlier in females.
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Introducéo

O conhecimento da biologia de animais que funcionam como modelos
experimentais para o entendimento de fenémenos fisioldgicos é de grande importancia
para a sua aplicabilidade na pesquisa cientifica. No caso dos primatas de pequeno porte
se torna ainda mais significante, porque os resultados podem ser extrapolados para
outras espécies, particularmente para aquelas filogeneticamente proximas, como no caso
dos seres humanos.

Um desses animais € Callithrix jacchus, conhecido popularmente como sagui
comum que representa um modelo de primata ndo-humano para estudos fisiologicos
(CHANDOLIA et al., 2006; GALVAO-COELHO et al., 2008). O sagii é altamente
viavel em estudos experimentais uma vez que possuem um baixo custo de manutencao,
adaptam-se facilmente as condi¢cdes de cativeiro, a cada gestacdo nascem gémeos em
até duas vezes ao ano (YAMAMOTO, 1990) associada a auséncia de inibicdo
reprodutiva durante a lactacdo e a ocorréncia do estro pos-parto (HEARN, 1978). Além
disso, possuem um répido desenvolvimento, atingindo a maturidade sexual por volta de
18 meses de idade (ABBOTT et al, 2003).

Diante de tantos beneficios e facilidades de manuseio, esses animais propiciaram
novas possibilidades de pesquisas em areas relacionas a saude humana (ABBOT et al.,
2003). Para que uma espécie animal possa constituir um modelo experimental em biologia,
0s conhecimentos de caracteristicas relacionadas ao seu desenvolvimento ontogenético sdo

fundamentais.

Varios estudos apontam para diregdes diferentes no que diz respeito ao inicio e
término dos estagios de desenvolvimento do sagli comum (CASTRO, 2006). Segundo a
autora, essas divergéncias devem-se ao fato de os primeiros estudos basearem-se em
medidas comportamentais. Dentre esses estudos pode ser citado o Ingram (1977), no
qual a autora sugere uma classificagdo de seis estagios, sendo: infantil I (1-8 semanas),
infantil 11 (9-12 semanas), juvenil (4-5 meses), adolescente (5-10 meses), subadulto (10-
15 meses) e adulto jovem (acima de 15 meses). J& 0 estudo de Yamamoto (1993),
reagrupa os estagios em 4 classes: infantil (0-5 meses), juvenil (5-10 meses), subadulto
(10- 15 meses) e adulto (mais de 15 meses).
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Recentemente, LEAO et al, 2009, propuseram uma nova classificacio para os
estagios de desenvolvimento do sagui comum, sendo encontradas oito classes. O ponto
forte dessa nova classificacdo € que a mesma esta baseada em indicadores mensuraveis
como peso e idade, enquanto as demais se basearam na idade e perfil comportamental.
Neste sentido, o presente estudo monitorou o perfil dos hormdénios gonadais a partir da
fase juvenil de Callithrix jacchus, no intuito de caracterizar a ocorréncia do inicio da
funcdo gonadal em ambos 0s sexos e observar se ha diferencas entre machos e fémeas

em relacdo as fases do desenvolvimento nas quais ocorrem,

Metodologia
Sujeitos

Foram utilizados 10 animais, sendo 6 fémeas e 4 machos vivendo em grupos
familiares de Callithrix jacchus, cuja composicdo variou entre 3 e 10 individuos,
vivendo em cativeiro no Nucleo de Primatologia da UFRN, no periodo de margo a
novembro de 2006. Os animais estavam alojados em gaiolas localizadas na area externa
do Ndcleo o que proporcionou condicdes climaticas naturais, com luz ambiente de
05:00-17:00hs aproximadamente. A alimentacdo consistiu em uma mistura protéica
(leite em po, ovos, pdo, proteina de soja, e farinha enriquecida com vitaminas) servida
por volta das 8:00h e uma porcao de frutas regionais servida por volta das 13:00h. A

agua foi servida “ad libitum”.

Dosagens hormonais
A) Coleta de fezes
As fezes foram coletadas uma vez por semana no turno da manhd, isso porque
0 padrdo de defecacdo destes animais apresenta um pico neste turno, aumentando as
chances de obter as amostras (SOUSA et al., 2004). Foram utilizados tubos plasticos
descartaveis com tampa para armazenar as fezes, fazendo a identificacdo do animal, da
gaiola, da hora e dia da coleta. Em seguida as amostras foram colocadas em depoésitos

térmicos com gelo até serem estocadas no freezer.
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O monitoramento do perfil do funcionamento gonadal dos animais durante o
periodo foi feito através da dosagem de hormdnios andrégenos em machos e estradiol e

progesterona em fémeas.

B) Extrag&o dos hormonios das fezes

Apbs a coleta, as fezes foram congeladas e levadas ao Laboratorio de Medidas
Hormonais do Departamento de Fisiologia da UFRN. Posteriormente, nos dias
programados para a extragdo dos hormonios das fezes, foi realizado o primeiro passo
que inclui a pesagem, no qual foi pesado 0,1 g de fezes para se seguir no processo de
hidrolise o qual tem como objetivo separar os esterdides na forma livre e sobre
conjugacao simples. Apoés este segundo passo, foram utilizados 500 pL de cada amostra
para 0 processo de solvolise que constitui o terceiro passo. Este tem como objetivo

separar 0s esterdides que estdo sob dupla conjugacao.

C) Ensaio Imuno- enzimatico (ELISA)

As técnicas para dosagens fecais seguiram o0s procedimentos descritos por
SOUSA e ZIEGLER, (1998), para a progesterona e estradiol das fémeas, e CASTRO e
SOUSA, (2005), para os androgenos dos machos. A validacdo da técnica foi feita
utilizando “pools”, apds preparagdo das placas com adigdo do anticorpo, adicdo das
aliquotas das amostras, adicdo da enzima conjugada e adicdo do substrato. Os
coeficientes de variacdo (CV) foram: estradiol: intra-ensaio: 5.77% e inter-ensaio =
3.82%; progesterona: intra-ensaio = 4.23% e inter-ensaio = 11.50%; e andrdgenos:

intra-ensaio = 2.25% e inter-ensaio = 5.64%.

Anélise estatistica
A analise descritiva dos dados foi realizada por meio do calculo das médias e
do desvio padrdo dos horménios dos individuos em cada fase. Foi aplicada a ANOVA

para medidas repetidas e o nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05.
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Resultados

Foram coletadas no total 226 amostras de fezes sendo: 151 amostras das 6
fémeas e 75 amostras dos 4 machos. A analise dos perfis das concentracfes fecais dos
horménios sexuais de fémeas (progesterona e estradiol) e machos (androgenos) de C.
jacchus mostrou que houve variagao entre 0s sexos ao longo do desenvolvimento.

Os niveis de progesterona nas 6 fémeas tenderam a elevar-se ao longo do
monitoramento, sendo estes niveis médios mais baixos no estagio juvenil 1 (131,66 +
48,46 ng/g) e, a partir do estagio juvenil Il, passaram a ser mais elevados (229,75 +
114,35 ng/g). O padrédo dos niveis médios do estradiol foi bastante irregular, elevando-
se no estagio juvenil |1 (41,94 + 30,33 ng/g), atingindo o valor mais alto no estagio
juvenil 11 (59,23 + 32,87 ng/g) e atingindo o menor valor no periodo do monitoramento
no estagio subadulto (27,06 + 30,72 ng/g).

A Figura 1 mostra os niveis de progesterona e estradiol nas 6 fémeas agrupados

dentro dos estagios juvenil I, juvenil 11 e subadulto.

500
C
i T
@ 400
S o b
2% I
2 ® 300
[ =1+
20 m Progesterona
j= R o]
3 s 200 ® Estradiol
8o
=]
u 100
=
O _

Juvenil | Juvenil Il Subadulto

Figura 1: Niveis médios (+ DP) de progesterona e estradiol ao longo dos estagios do
desenvolvimento de fémeas de C. jacchus, durante o0 monitoramento. Para progesterona,
letras diferentes, p < 0,001.

Os niveis médios de testosterona dos machos de C. jacchus elevaram-se ao
longo dos trés estagios monitorados. No estagio juvenil I e juvenil 1l os valores médios

dos andrdégenos foram similares com valores médios de 115,49 + 76,01 ng/g e 127,59 +
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28,94 ng/g de fezes, respectivamente. No estagio subadulto os niveis médios atingiram
0 pico de 161,83 + 44,29 ng/g de fezes. A Figura 2 mostra o padrdo dos niveis médios

dos hormdnios masculinos ao longo dos estagios monitorados.
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Figura 2: Niveis médios (+ DP) de andrdgenos para os trés estagios de desenvolvimento
de machos de C. jacchus, durante 0 monitoramento. Para andrdgenos, letras diferentes,
p < 0,026.

Discussao

Os niveis de progesterona nas fémeas comecam a se elevar a partir do estagio
juvenil Il e de acordo com a classificacdo proposta por INGRAM (1977) este periodo
corresponde & adolescéncia. E exatamente nesse periodo que ocorre o inicio do
funcionamento gonadal com a ocorréncia da puberdade. Também, no trabalho de
ABBOTT et al. (2003) a puberdade € descrita na fase juvenil.

Segundo HEARN (1983), a secrecdo dos hormdénios sexuais sO atinge valores
semelhantes aquela registrada para animais adultos cerca de dois a quatro meses depois,
entre os sete e nove meses. Os mesmos resultados puderam ser replicados neste presente
trabalho, pois os niveis médios de progesterona nas fémeas de Callithrix jacchus no
estagio juvenil 1l foram maiores do que no estagio juvenil I. Ainda, a elevacdo dos
niveis de progesterona reflete que as fémeas estdo ovulando, pois 0s mesmos sé se

elevam quando esta ocorre.
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Entretanto, a variagdo do estradiol foi mais irregular, devido a este hormonio
elevar-se tanto na fase folicular (antes da ovulacdo) como na fase luteal (apo6s a
ovulacgdo), apresentando maiores variacdes nos perfis de secrecdo entre as idades. Além
disso, 0 desvio padrdo foi calculado de acordo com os valores observados para o
horménio em cada fase e, pelo fato do presente trabalho ter monitorado apenas seis
fémeas faz com que a variabilidade da amostra se expresse de modo elevado.

Nos machos, 0s niveis androgenos monitorados neste estudo elevaram-se mais
a partir do estagio juvenil Il para o estagio subadulto. Segundo ABBOTT et al. (1978),
este estagio corresponde mais ou menos ao oitavo més de vida do individuo. O estudo
de DIXSON (1986) contrasta com esses dados. O autor verificou que a puberdade foi
mais precoce, isso porque 0s niveis hormonais de testosterona comecaram a se elevar
aos 180 dias (6 meses).

Assim, pode-se concluir que o perfil de secrecdo hormonal da progesterona é
mais regular e reflete um aumento gradual deste horménio nos estagios juvenil Il e
subadulto em relacdo ao juvenil 1. O perfil do estradiol € mais irregular, em funcédo de
sua flutuacdo ser nas duas fases do ciclo ovariano, o que dificulta a analise dos dados,
pois 0 mesmo apresenta elevacOes transientes, de mais curta duracdo que a
progesterona. O perfil de secrecdo dos andrégenos nos machos teve um padrdo
semelhante ao da progesterona nas fémeas, elevando-se gradualmente e atingindo
maiores valores no estagio subadulto quando comparado com o juvenil 1.

Para fornecer maiores detalhes a partir de que estagio os niveis de andrégenos
comecam a se elevar antes do estagio juvenil I, é necessario o monitoramento a partir do
estagio infantil, para verificar se o padrdo encontrado por DIXSON (1986) pode ser
replicado quando sdo mensurados os androgenos fecais. Também, em futuras analises,
pretende-se aumentar o numero de fémeas monitoradas no estudo como uma
oportunidade de verificar diminuicdo do efeito da varia¢do individual. Ainda, monitorar
o perfil hormonal no estagio adulto é bastante interessante, no intuito de constatar se as
diferengas com a fase subadulta s&o as mais elevadas ou se h4 uma elevacao adicional

na idade adulta.



76

V. K. M. Shiramizu et al. / PublICa V (2009) 69 - 78

Agradecimentos:

Ao CNPq pela concessdo da bolsa de Iniciagdo Cientifica. Ao técnico do
Laboratorio de Medidas Hormonais Luiz Carlos Fernandes pelas analises hormonais. A
Wallisen Tadashi Hattori pela ajuda na preparacdo dos graficos e sugestdes durante a

elaboracao deste trabalho.

Referéncias

ABBOTT, D.H. E HEARN, J.P. The physical, hormonal and behavioural development
in the marmoset monkey, Callithrix jacchus. Journal of Reproduction and Fertility,
v.53, pp. 155-166, 1978.

ABBOTT, D. H. ; BARNETT, D. K. ; COLMAN, R. J. ; YAMAMOTO, M. E. ;
SCHULTZ-DARKEN, N. Aspects of Common Marmoset Basic Biology and Life
History Important for Biomedical Research. Comparative Medicine, v. 53, n. 4, pp.
339-350, 2003.

CASTRO, D.C. E SOUSA, M.B.C. Fecal androgen levels in common marmoset
(Callithrix jacchus) males living in captive family groups. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v.38, pp. 65-72, 2005.

CASTRO, D.C. Caracterizacdo comportamental e endoécrina das fases do
desenvolvimento ontogenético de sagui, Callithrix jacchus. Dissertacdo (mestrado em
Psicobiologia) - Programa de P6s-graduacdo em Psicobiologia, Universidade Federal do
Rio Grande do Norte, 2006.

CHANDOLIA, R.K., LUETIJENS, C.M., WISTSUBA, J., YEUNG, C., NIESCHLAG,
E. E SIMONI, M.. Changes in endocrine profile and reproductive organs during puberty
in the male common marmoset monkey (Callithrix jacchus). Journal of Reproduction
and Fertility, v.132, pp. 355-363, 2003.

DIXSON, A.F. Plasma testosterone concentration during postnatal development in the

male common marmosets. Folia Primatologica, v.47, pp. 166-170, 1986.



77

V. K. M. Shiramizu et al. / PublICa V (2009) 69 - 78

GALVAO-COELHO, N. L.; SILVA, H. P. A, ; LEAO, A. C. E SOUSA, M. B. C
Common marmosets (Callithrix jacchus) as a potential animal model for studying
psychological disorders associated with high and low responsiveness of hypothalamic-

pituitary-adrenal axis. Reviews in the Neurosciences, v.19, pp. 187-201, 2008.

HEARN, J. P. The endocrinology of reproduction in the common marmoset, Callithrix
jacchus. IN. KLEIMAN, D.G. (ed.). The Biology and conservation of the
Callitrichidae, Washington: Smithsonian Institution Press, pp. 163-171, 1978.

HEARN, J. P. The common marmoset (Callithrix jacchus). IN: Hearn, J. P. (ed.).
Reproduction in New World primates. New models in medical sciences. England:
MIT press limited, pp. 183-215, 1983.

INGRAM, J. C. Interactions between parents and infants, and the development of
independence in the common marmoset (Callithrix jacchus). Animal behavior, v.25:
pp. 811-827, 1977

LEAO, A. C.; DORIA NETO, A. D. E SOUSA, M. B. C. New developmental stages for
common marmosets (Callithrix jacchus) using mass and age variables obtained by K-
means algorithm and self-organizing maps (SOM). Computers in Biology and
Medicine, pp. 853-859, 2009

SOUSA, M. B. C.; CASTRO, D. C.; RAMINELLI, J. L. F.; MEDEIROS, A. V,;
NOBRE, G. H. L.; SILVA JUNIOR, P. P.; SOUSA, I.C. Estudo do padréo de defecac¢do
em sagli comum, Callithrix jacchus, em cativeiro. In: Sérgio Mendes e Adriano
Chiarello. (Org.). A Primatologia no Brasil. Vitoria: UFES, v. 8, pp. 213-224, 2004.

SOUSA, M. B. C. E ZIEGLER, T. E. Diurnal variation on the excretion patterns of
fecal steroids in common marmoset (Callithrix jacchus) females. American Journal of
Primatology, v.46, pp. 105-112, 1998.

YAMAMOTO, M.E. Ontogénese das relagfes sociais e dindmica do cuidado com a

prole no sagui comum (Callithrix jacchus). Tese (doutorado em psicobiologia) —



78

V. K. M. Shiramizu et al. / PublICa V (2009) 69 - 78

Programa de Pds-graduacdo em Psicobiologia, Escola Paulista de Medicina, S&o Paulo,
1990.

YAMAMOTO, M. E. From Dependence To Sexual Maturity: The Behavioural
Ontogeny Of Callitrichidae. In: A.B. Rylands. (Org.). Marmosets and tamarins:
systematics, ecology and behaviour. Oxford: Oxford University Press, pp. 235-254,
1993.

Victor Kenji Medeiros Shiramizu

Endereco eletronico: victorshiramizu@yahoo.com.br

Grupo de pesquisa: Laboratério de Endocrinologia Comportamental

Endereco Postal: Departamento de Fisiologia, Centro de Biociéncias, 59078-970,

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Campus Universitario, Natal/RN, Brasil.



