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RESUMO

SILVA, Hallana Couto e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2025.
Avaliacao hormonal em fémea de muriqui-do-norte (Brachyteles hypoxanthus —
Wied, 1820) ex situ. Orientadora: Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo.

Os muriquis-do-norte sdo primatas classificados como criticamente em perigo de
extingdo. A principal ameaca a espécie consiste na perda de habitat, a fragmentagao
da floresta Mata Atlantica. Neste sentido, o comportamento migrante das fémeas
muitas vezes resulta em isolamento. Assim, manejos in situ e ex situ sao
fundamentais para manutencao da espécie. O manejo ex situ da espécie é realizado
com um unico grupo presente em um cativeiro exclusivamente adaptado para a
espécie, conhecido como Muriqui's House. Até o momento, apenas um individuo
nasceu dentro de um intervalo de 6 anos. Cabe ressaltar que os machos manejados
e que formam este grupo social apresentam desafios para performar copulas
assertivas por questbes comportamentais e de idade. Pensando nestes desafios,
analisamos o perfil reprodutivo de uma fémea de muriqui-do-norte (Brachyteles
hypoxanthus) ex situ. Durante o periodo de 2020 a 2021, selecionamos dados
comportamentais a priori, além disso, também coletamos dados comportamentais
durante o periodo de coleta urina e fezes de uma fémea adulta primipara durante 30
dias consecutivos em 2024. Aplicamos a metodologia animal focal para a fémea
simultaneamente as coletas de amostras bioldgicas em margo e abril de 2024. Para
analises hormonais, utilizamos Kits comerciais ELISA especificos para identificacao
de horménio luteinizante urinario e progesterona fecal, respectivamente. As analises
retrospectivas dos anos de 2020 e 2021 de duas fémeas de muriqui-do-norte cativas
foram conduzidas com o objetivo de verificar a consisténcia temporal dos padrbes
ciclicos comportamentais previamente identificados. Essa abordagem permitiu
avaliar a reprodutibilidade dos ciclos e fortalecer inferéncias sobre sua relagdo com
processos fisiolégicos concomitantes. Em nossas coletas no ano de 2024, nas trés
variaveis analisadas (progesterona fecal, LH urinario e comportamento sexual),
identificamos picos e ciclicidade no comportamento reprodutivo da fémea estudada.
Encontramos correlagdo entre a combinacdo dos horménios avaliados e o
comportamento, corroborando com nossas hipoteses, esse resultado sugere forte
influéncia hormonal ao comportamento sexual. Os resultados deste trabalho
objetivam auxiliar a equipe e os tomadores de decisdo acerca do futuro dos
individuos residentes do Muriqui’s House, além de ser possivel contribuir para novas
medidas de manejo reprodutivo da espécie



em cativeiro.

Palavras-chave: primatas; progesterona; hormoénio luteinizante; comportamento
sexual



ABSTRACT

SILVA, Hallana Couto e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2025.
Hormonal evaluation in female northern muriqui (Brachyteles hypoxanthus —
Wied, 1820) ex situ. Adviser: Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo.

Northern muriquis are primates classified as critically endangered. The main threat to
the species is habitat loss, that is, the fragmentation of the Atlantic Forest. In this
sense, the dispersal of females results in the isolation. Therefore, in situ and ex situ
management are essential for the species' maintenance. Ex situ management of the
species is carried out with a single group in a captivity exclusively adapted for the
species, known as Muriqui’s House. Only one individual has been born within a 6-
year interval. It should be noted that the males managed and forming this social
group present challenges for performing assertive copulations due to behavioral and
age-related reasons. Considering these challenges, we analyzed the reproductive
profile of a northern muriqui female (Brachyteles hypoxanthus) ex situ. During the
period 2020 to 2021, we selected behavioral data; in addition, we also collected
behavioral data during the urine and feces collection period of an adult primiparous
female for 30 consecutive days in 2024. We applied the focal animal sampling
method to the female simultaneously with the biological sample collections in March
and April 2024. For hormonal analyses, we used commercial ELISA kits specifically
for identifying urinary luteinizing hormone and fecal progesterone, respectively.
Retrospective analyses of the years 2020 and 2021 of two captive northern muriquis
females were conducted to verify the temporal consistency of previously identified
behavioral cyclic patterns. This approach allowed us to evaluate the reproducibility of
the cycles and strengthen inferences about their relationship with concomitant
physiological processes. In our 2024 collections, in the three variables analyzed
(fecal progesterone, urinary LH, and sexual behavior), we identified peaks and
cyclicity in the reproductive behavior of the studied female. We found a correlation
between the combination of the hormones assessed and the behavior, corroborating
our hypotheses; this result suggests a strong hormonal influence on sexual behavior.
The results of this work purpose to assist the team and decision-makers regarding
the future of the individuals resident at Muriqui’s House, and may also contribute to
new reproductive management measures for the species in captivity.



Keywords: primates; progesterone; luteinizing hormone; sexual behavior
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a familia de primatas Atelidae ¢ representada pelas duas subfamilias Alouattinae
e Atelinae, divididas em quatro géneros: Alouatta, Ateles, Brachyteles e Lagothrix (Abreu et
al., 2022). O género Brachyteles compreende duas espécies: Brachyteles hypoxanthus (Wied,
1820) - o muriqui-do-norte e Brachyteles arachnoides (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1806) - o
muriqui-do-sul (Chaves et al., 2019). Dentre as diferengas morfoldgicas destas espécies estao
principalmente a despigmentagao facial e genital, além da presenga de um polegar vestigial nos
muriquis-do-norte (Lemos de Sé et al., 1990; Strier, 1999). Ha também distingdo na distribui¢cao
geografica das espécies, sendo que o muriqui-do-norte ¢ encontrado nos estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, norte do Rio de Janeiro e extremo sul da Bahia, enquanto o muriqui-do-
sul ocorre nos estados do Rio de Janeiro, Parana, Minas Gerais e Sao Paulo (Strier et al., 2017,
Colas-Rosas et al., 2023; Silva et al., 2025).

Os muriquis sdo primatas endémicos da Mata Atlantica (Chaves ef al., 2011), considerados
0s maiores primatas neotropicais, atingem em meédia 1,37m de altura e 9,30kg (Jerusalinsky et
al., 2011, Lemos de Sa ef al,1993). Possuem cauda preénsil capaz de sustentar toda massa
corpérea dos individuos durante a alimentagao, membros toracicos e pélvicos alongados e maos
em forma de gancho que favorecem a locomoc¢ao no dossel das arvores (Aguirre, 1971; Ferraz,
2013; Strier, 1999). Distinguem-se por abdome proeminente, face achatada e densa pelagem,
cuja coloragdo varia entre as espécies: muriquis-do-sul com tons bege a avermelhados, e
muriquis-do-norte com coloracdo acinzentada a ferruginea e despigmentagdo facial e na
genitalia na fase adulta (Jerusalinsky et al., 2011). Nao ha dismorfismo sexual evidente, sendo
o sexo identificado apenas pela genitalia (Aguirre, 1971; Strier, 1990, 1999).

Os muriquis-do-norte (Brachyteles hypoxanthus) sdo primatas predominante pacificos em
suas relacdes, tendem evitar confrontos fisicos (Strier, 1990) e ndo ha hierarquia social entre os
integrantes do grupo (Strier, 1999). Sao animais diurnos e mantém a maior parte do seu tempo
de atividade no dossel da floresta, sendo predominantemente folivoros, também se alimentando
de flores e frutos (Strier, 1991; Jerusalinsky et al., 2011). Eventualmente se deslocam para o
estrato inferior ou térreo para ingestdo de agua, sendo a maior parte da ingestdo hidrica
consumida através de folhas, galhos ocos e brotos de bromélias (Aguirre, 1971; Ferreira, 2022;
Strier, 1999).

Os machos dos grupos de muriqui-do-norte sdo filopatricos, isto ¢, se mantém desde o
nascimento até o 6bito em seu grupo natal (Strier, 1999). A competicao parental ocorre por via

espermatica (Strier, 1999) a partir de um tampao copulatdrio criado pela solidificacdo de
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proteinas presentes na composi¢do de seu fluido espermatico (Arakaki ez al., 2019). E possivel
observar muriquis-do-norte machos se abracando como forma de estreitar lagos sociais, o que
pode ser notado entre fémeas, machos e fémeas e mais de dois individuos (Strier, 1999). Trata-
se de uma espécie com comportamento sexual promiscuo, portanto as fémeas de um grupo
acasalam sucessivas vezes com diferentes machos (Jerusalinsky et al., 2011; Strier, 1999).

As fémeas de muriqui-do-norte possuem clitdris proeminente (Jerusalinsky et al., 2011,
Strier, 1993), sendo facilmente observado na mata (Strier, 1999). Quando se aproximam da
puberdade, entre 5 e 7 anos, as fémeas migram de seu grupo natal em busca de um novo grupo
onde possam estabelecer parceiros sexuais (Jerusalinsky et al., 2011; Strier, 1993; Strier;
Ziegler, 1997; Tabacow et al., 2021). A dispersdo das fémeas ocorre na fase pré-pubere de sua
vida (Strier; Ziegler, 2000). Para que possa estabelecer a concepgdo, € necessario que a fémea
tenha passado por alguns ciclos ovarianos, sendo que os intervalos entre as ovulagdes ocorrem
entre 21 dias (Strier et al., 2003). Uma vez gestantes, as fémeas de muriqui-do-norte possuem
gestacdo com dura¢do média de 7,2 meses (Strier; Ziegler, 1997) e estardo aptas para gerar um
novo filhote 3 anos depois, assim como em outros géneros da familia Atelidae (Strier, 1996;
Guedes et al., 2008).

A perda e fragmentacdo de hébitat configuram entre as principais ameagas ao muriqui-do-
norte, sobretudo em fun¢do do comportamento migrante de fémeas subadultas. Estas, ao
procurar novos grupos se perdem em florestas vazias e/ou sdo impedidas de dispersar pela
matriz antropica, realidade atual da Mata Atlantica fragmentada na area de distribuicdo da
espécie (Strier, 1993). Estima-se a existéncia de aproximadamente mil individuos na natureza
(Melo; Dias, 2005; Strier ef al., 2017; Melo; Jerusalinsky, 2024). No ano de 2006, a espécie
foi listada entre as 25 espécies mais ameagadas do mundo (Mittermeier et al., 2006), sendo
atualmente classificados como criticamente em perigo (CR) pelo Instituto Chico de Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) (Melo et al, 2025). A espécie necessita
prioritariamente de cuidados relativos a sua conservagao, bem como medidas emergenciais de
manejo in situ e ex situ (Ferraz et al., 2019; Jerusalinsky et al. 2011; Melo et al., 2021).

O estudo da fisiologia reprodutiva de animais selvagens ¢ essencial para a conservagdo das
espécies, pois fornece subsidios para estratégias de aumento populacional em programas de
conservagao ex situ e in situ (Andrabi; Maxwell, 2007; Kersey, Dehnhard, 2014).
Tradicionalmente, utilizam-se amostras séricas para analises hormonais, metodologia invasiva
potencialmente estressora, especialmente para pesquisa com fauna selvagem (Brown et al.,
2010; Goymann, 2005). Sao reocmendados métodos ndo-invasivos, como coletas de excretas

de animais, que reduzem o potencial estressor e possibilitam a obten¢do de dados reprodutivos
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confiaveis (Palme et al., 2013; Robbins; Czekala, 1997). O teste de enzimaimunoensaio
(ELISA) constitui alternativa eficaz a avaliagdo sérica, permitindo analise hormonal em fluidos
como saliva, urina e fezes (Abondano et al,2022; Shimizu, 2005). Por meio dessas
metodologias, pesquisadores identificaram ciclos ovarianos dos primatas, intervalos
reprodutivos, duracdo de gestacdes, ampliando o conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva
(Czekala et al., 1981; Strier; Ziegler 1997; Ziegler; Wittwer, 2005).

As principais informagdes a respeito da endocrinologia reprodutiva do muriqui-do-norte
foram estabelecidas a partir de metodologias nao-invasivas (Strier; Ziegler, 1997, 2005; Strier,
2000). Outros primatas neotropicais também tiveram seu perfil hormonal avaliado através de
coleta ndo-invasiva, como macaco-aranha (Ateles geoffroyi) (Campbell et al., 2001), bugio
(Alouatta caraya) (Kulgemeier, 2005) muriqui-do-sul (Brachyteles arachnoides) (Bastos,
20006) e calitriquideos (Zigler; Scott, 1986).

O hormonio luteinizante (LH) é um hormonio glicoproteico presente em machos e fémeas,
e em ambos desempenha importante fungdo relacionada & maturagdo de células germinativas.
Dentre as diversas func¢des na fisiologia das mulheres, o LH participa ativamente no processo
de indugdo da ovulagdo. O aumento da excre¢cdo deste hormoénio através de fluidos corporais,
principalmente no soro plasmatico sanguineo e urina, ¢ amplamente utilizado para detec¢ao do
melhor momento para iniciar as tentativas de fecundagdao (Nedresky; Singh, 2019; Ziegler et
al.,2009).

A excrecdo de hormonios esteroides ¢ abundante em amostras fecais de muriqui-do-
norte quando comparada com amostras urindrias. Para a maioria dos primatas antropoides, o
aumento sustentado de estrogénio precede o pico de LH e ocorre o aumento de progesterona
(Ziegler et al., 2009). Ja nos primatas neotropicais, o aumento do estrogénio fecal ocorre no
mesmo periodo em que foi observado o aumento da progesterona. Existem dados consistentes
de que em primatas neotropicais a progesterona demonstrou ser um importante marcador da
ovulagdo (Strier et al., 2003, Strier; Ziegler, 1997; Ziegler et al. 1997; Ziegler et al. 1996, 1993).

No ano de 2019 foi fundado o primeiro cativeiro temporario para os muriquis-do-norte, o
Muriqui’s House, situado no Ibiti Projeto no municipio de Lima Duarte (Melo ef al., 2024).
Possuindo area de mata nativa, proporciona um ambiente similar ao de vida livre para os
individuos do Muriqui’s House. Para uma estrutura como esta, consideramos atrativos os
estudos embasados em metodologias ndo-invasivas aplicados em animais de vida livre (Kersey;
Dehnhard, 2014; Strier et al., 2003; Sugianto et al., 2021).

Neste contexto, reforcamos a importancia de compreender parametros reprodutivos, bem

como auxiliar na reproducao de espécies ameagadas como ferramenta fundamental para sua
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manutencdo. Na maioria das espécies de mamiferos, incluindo humanos, o pico do LH traz uma
janela de oportunidade quase perfeita para inseminagdo das fémeas (Comizzoli et al., 2000;
Dehnhard et al. 2008; Kersey; Dehnhard, 2014; Sugianto et al., 2021). Em suma, tais pesquisas
e técnicas visam facilitar o manejo da espécie, promovendo o aumento da taxa de natalidade,
aspecto particularmente relevantes para o muriqui-do-norte cuja recuperagdo populacional ¢
lenta (Strier; Ziegler, 1997; Tabacow et al., 2021). Com o crescimento das populacdes mantidas
ex situ, ampliam-se as perspectivas para projetos de reintrodugado, fortalecendo as estratégias
integradas de conservacao (Andrabi; Maxwell, 2007, Kierulff et al., 2007).

Portanto, ao avaliarmos a excre¢cao hormonal de uma fémea de muriqui-do-norte primipara
sob cuidados humanos e ao associarmos os resultados aos comportamentos sexuais
apresentados, testamos a hipotese de que as condi¢des de cativeiro alteram os picos hormonais
de fémeas nestas condi¢des de estresse. Baseamos nossas andlises em metodologias
estabelecidas na Reserva Particular do Patriménio Natural Feliciano Miguel Abdala, onde sao
realizadas pesquisas sobre a espécie ha mais de quarenta anos (Strier; Ziegler, 1997; Ziegler et

al., 1997; Strier et al.,2003).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Realizar analise hormonal de uma fémea primipara de muriqui-do-norte (Brachyteles

hypoxanthus) em cativeiro.

2.2. Objetivos Especificos

1) Coletar amostras bioldgicas através de método nao-invasivo de uma fémea para avaliar
hormonios reprodutivos;

2) Aplicar teste comercial de ovulagdo para pico de LH em mulheres para uso em primatas
nao-humanos;

3) Realizar teste laboratorial especifico para identificagdo de LH urinario;
4) Realizar teste laboratorial especifico para identificagdo de progesterona fecal;

5) Comparar os resultados hormonais e de comportamento sexual apresentado no mesmo
periodo;
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6) Detectar presenga de padrdes comportamentais em dados retrospectivos de duas fémeas
adultas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de estudo

O Muriqui’s House esté localizado em uma area cedida pelo IBITI Projeto, no municipio
de Lima Duarte, Minas Gerais (Melo et al., 2024). Predominantemente inserido na Mata
Atlantica, a vegetagcdo ¢ caracterizada por fitofisionomias campestres, florestas estacionais
semideciduas e florestas ombrofilas, sendo que uma parte significativa da vegetagdo se encontra
em processo de regeneracdo (IEF, 2011).

O cativeiro tem uma area de extensdo de 5 hectares (ha), destes, 1,8ha sdo de mata nativa
em regeneracao onde os animais podem se alimentar (Figura 1). Dentro desta area ha um recinto
de aclimatagdo com as dimensdes: 7,0 m de altura; 20,0 m de comprimento; 8,0 m de largura
(Figura 2). O local conta com espago de trabalho para os pesquisadores e cozinha de uso
exclusivo para preparo da dieta suplementar dos animais. Toda area do Muriqui’s House ¢
limitada por um alambrado com 3 metros de altura e uma cerca com recurso de eletricidade

com voltagem de 8.000 a 10.000 Volts para evitar a fuga dos animais.

Figura 1. Mapa representativo da area do Muriqui’s House e entorno, no municipio de Lima Duarte, Minas Gerais.
Fonte: Orlando Vital, 2025.
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Figura 2. Vista aérea do recinto de aclimatagdo do Muriqui’s House. Fonte: Fabiano de Melo, 2025.

Todos os dias sdo ofertados aos muriquis cativos uma dieta suplementar com frutas,
legumes e hortali¢as. Os alimentos s3o servidos em plataformas de alimentacdo com média de
altura de 3 metros do solo. Todos os alimentos, superficies e vasilhames do cativeiro passam
pelo processo de higienizacdo e sdo manuseados por profissionais que utilizam equipamentos
de protecao individual durante todo o processo, como luvas, mascaras, botas e aventais.

A rotina de trabalho do Muriqui’s House inclui aplica¢do de técnicas de condicionamento
animal com o objetivo de promover bem-estar aos individuos e potencializar as acdes de manejo
ex situ. Durante nossos estudos haviam dois machos alojados no recinto de aclimatacgao, sendo
um jovem e um idoso. Os demais muriquis-do-norte habitavam a area de mata nativa, sendo
duas fémeas adultas (ECO-S e SOC-S), uma fémea subadulta, um macho adulto ¢ um macho

jovem (o unico individuo nascido no cativeiro).

3.2. Animais do estudo

3.2.1. ECO-S

ECO-S (Figura 3A) ¢ uma fémea adulta de muriqui-do-norte origindria da Mata do
Sossego, em Simonésia — Minas Gerais. Aos oito anos de idade, ao migrar em busca de um
novo grupo e parceiros sexuais, ficou isolada em fragmentos de matas vizinhas. ECO-S passou

a viver solitaria, quando entdo foi determinado seu encaminhamento para o cativeiro Muriqui’s
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House (Tabacow et al., 2021; Melo et al., 2024). A captura da fémea ocorreu em margo de 2019
e esta passou a ocupar o recinto de aclimatacdo. ECO-S permaneceu 11 meses neste recinto
com os demais individuos que foram adicionados ao plantel ao longo tempo. Em janeiro de
2020, apos adaptacao e interacdo dos quatro individuos residentes do recinto, foi decidida a
liberacdo destes para a area de mata do cativeiro. Em novembro do mesmo ano, nasce o filhote
de ECO-S, Eliot, o tnico macho da espécie nascido em condigdes ex situ.

Por tratar-se de um individuo aparentemente saudavel e unica primipara do grupo, ECO-
S apresenta caracteristicas promissoras para a reproducao da espécie, portanto a escolhida para

avaliagdao hormonal em nossa pesquisa.

3.2.2. SOC-S

SOC-S (Figura 3B) é uma fémea adulta de muriqui-do-norte da populacdo de Muriquis da
Mata do Sossego, em Simonésia, Minas Gerais. Ao migrar de seu grupo natal, ficou isolada em
um pequeno fragmento de mata cercado por monocultura de café. Viveu nessa regido durante
aproximadamente 10 anos e era alimentada quando avistada pelos moradores locais. Teve seu
resgate e encaminhamento para o cativeiro em agosto de 2019 para integrar o novo grupo
formado pelos machos BER-IB e LUN-IB ¢ a fémea ECO-S (Tabacow et al., 2021; Melo et al.,
2024). Ficou com estes individuos no recinto de aclimatacdo durante quatro meses, quando
entdo junto ao grupo foi liberada para uso da 4rea de mata presente no cativeiro. Nao ha registros
de concepcao de SOC-S, e pouco se sabe sobre seu historico reprodutivo. Seus periodos de
exibi¢do de comportamento sexual no Muriqui’s House estdo em sua maioria pareados com os

ciclos da fémea ECO-S e com duragdo semelhante.

Figura 3. Animais presentes no estudo: A — Fémea ECO-S; B — Fémea SOC-S. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.
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3.3. Selecao de dados comportamentais retrospectivos (ECO-S e SOC-S)

A fim de buscar maiores informagdes a respeito dos comportamentos exibidos pela
fémea foco do estudo ECO-S, selecionamos dados de comportamentos coletados ao longo dos
anos pelos pesquisadores do Muriqui’s House. Para esta selecdo, consideramos as fémeas
adultas ECO-S e SOC-S, sendo a ultima sem registro de concepcao. Estabelecemos que para
serem analisados os dados retrospectivos das duas fémeas deveriam seguir a mesma
metodologia aplicada em nossas coletas de comportamento em 2024 (descrita no topico 3.4).
Ap0s filtragem dos dados entre o periodo de 2019 a 2022, selecionamos os dados dos anos de
2020 e 2021. Para o ano de 2020 os meses de fevereiro, margo, maio, junho, e os meses entre
julho e dezembro atenderam aos nossos requisitos para analise, isto ¢, possuiam a mesma
metodologia das nossas coletas em 2024. Para o ano de 2021 os meses janeiro, abril, junho,
agosto e dezembro também atenderam aos nossos requisitos. As categorias a seguir foram
baseadas nos estudos de Strier (2018), onde optamos por analisar as seguintes categorias de
comportamentos:

Alimentagdo — compreende as atividades de manusear, provar, mastigar e deglutir
alimentos;

Locomocao — consiste nos movimentos que o animal faz para mudar de substrato;

Sexual — as inspe¢des na genitalia de outro individuo, vocalizagdo de acasalamento
emitida pela fémea acompanhado de bater dos dentes (mating twitter), bater dos dentes ou
careta (grimace), tentativa de copulas (quando ndo ocorre penetragdo do orgdo genital do
macho);

Social — conjunto de interagdes, de afiliagdo ou agonisticas, entre dois ou mais
individuos;

Descanso — quando o animal permanece parado independentemente da posi¢cao do seu

corpo.

3.4. Coleta de dados comportamentais da fémea ECO-S

Durante o més de margo de 2024, no mesmo periodo em que realizamos as coletas de
amostras biologicas, registramos dados comportamentais da fémea foco do estudo (ECO-S). A
metodologia que aplicamos foi Animal Focal (Altmann, 1974; Del-Claro, 2004), sendo que

implementamos o Animal Focal com duragdo de 10 minutos de registro e 40 minutos de
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intervalo. Precisdvamos de no minimo 4 registros de Animal Focal pela manha e 4 a tarde para
que os dados pudessem ser aproveitados em nossas andlises. Consideramos manha o periodo
que compreende de 7:00 as 12:00 horas e tarde o periodo de 12:00 até 17:00 horas. O etograma
utilizado para coleta (material suplementar) ja era aplicado nas coletas de dados do Muriquis
House e foi adaptado dos dados do projeto Muriqui de Caratinga (Strier, 2018). Realizamos os
registros durante 30 dias consecutivos, do momento da chegada ao cativeiro no inicio do dia
(7:00 horas) ao momento da saida no fim da tarde (17:00 horas). Na tabela de anotagdes,
preenchiamos os campos: q identificacdo do animal; condi¢do climatica no momento da
coleta; temperatura minima e maxima do dia; data; nome do pesquisador; atividade do animal;
posicao da cauda; substrato utilizado; altura; vizinho e raio de distancia do vizinho. Analisamos
as mesmas categorias descritas no topico 3.3, Alimentacdo, Locomocdo, Sexual, Social e

Descanso.

3.5. Coleta de material biologico (ECO-S)

Concentramos nossas coletas de amostras bioldgicas no periodo da manha, de 7:00 as
11:00 horas. Porém, considerando as adversidades do ambiente cativo com presenca de mata
nativa, coletamos algumas amostras de forma oportuna no periodo da tarde. Especificamente
nos dias 18, 21, 26/03 e 01/04 ndo conseguimos coletar no periodo ideal matinal, nestes dias as

coletas ocorreram entre 13:00 e 15:00 horas.

3.5.1. Urina

Para realizarmos a coleta de urina na fémea ECO-S do Muriqui’s House consideramos
o comportamento arboricola da espécie e a estrutura do cativeiro. Como os animais tém acesso
a um fragmento de mata dentro do recinto e permanecem maior parte de seu tempo de atividade
em dossel das arvores, os métodos ndo-invasivos de coleta de amostras biologicas aplicados in
situ se apresentaram como alternativa adequada (Kersey; Dehnhard, 2014; Strier, 1999;
Sugianto et al., 2021).

A coleta de urina em primatas com hdbitos arboricolas pode ser realizada com um
dispositivo de haste alongada, onde o coletor fica na ponta oposta ao cesto de coleta que sao
separados pela haste (Gilardi et al., 2015). Outra opgdo, usual ex sifu, € uso de uma bandeja

onde o coletor se posiciona abaixo e em dire¢do a genitalia do animal foco do estudo (Ziegler
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et al,1997). Realizamos um teste para avaliar a resposta comportamental dos animais em
relacdo a nossa presenca e do dispositivo de coleta na mata.

O objeto com haste alongada que utilizamos no teste foi um puca de captura (Figura
4A), com haste de 100 centimetros de comprimento, cesto de 45 de diametro e malha de rede
em nylon (Figura 4B). Para reduzir a profundidade da malha adicionamos um né em sua
extremidade (Figura 4C), reduzindo assim seu tamanho. Além disso, usamos um saco plastico
branco leitoso cobrindo todo didmetro do cesto (Figura 4D) para facilitar a coleta da urina.
Realizamos o teste em dias de exibicao do comportamento sexual da ECO-S, onde monitoramos

o animal durante a manha em posse do dispositivo de coleta.

Figura 4. A — Puga para aves com haste longa; B — Cesto com malha de rede em nylon; C — Redu¢do da
profundidade do cesto com uso de um no na ponta; D — Plastico branco leitoso envolvendo interior do cesto. Fonte:
Arquivo pessoal, 2023.

No mesmo dia, durante o periodo da tarde, realizamos o teste com o segundo dispositivo,
uma bacia redonda. Esta possuia capacidade para 25 litros (Figura 5), e a envolvemos com um
plastico branco leitoso para facilitar a distingdo da urina que tem comumente coloragdo

amarelada (Ferreira, 2022) (Figura 6).
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Figura 5. Bacia de plastico multiuso simples com capacidade para 25 litros. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Figura 6. Saco plastico branco leitoso a esquerda ¢ a direta bacia com saco plastico ocupando todo seu interior.
Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Coletamos as amostras durante 30 dias consecutivos, preferencialmente pela manha, a
partir das 7 horas e ocasionalmente ao longo do dia. Seguiamos a fémea até conseguir a amostra
(Figura 7 e 8A), que quando coletada imediatamente direciondvamos para ser manipulada,
testada e armazenada.

O volume de urina que coletamos variou ao longo dos dias, seja por questdes fisiologicas
do individuo, galhos que ficavam entre o animal e bacia, densidade de folhas, posi¢do do animal
ou do recipiente de coleta. O impacto da urina ao atingir a superficie da bacia causa uma
dispersdo do liquido, o que resultava em diversas goticulas de urina espalhadas. Realizamos a
coleta da urina com uma seringa de 3mL com agulha hipodérmica 0,55x20mm em um

movimento de aspiracdo (Figura 7 e Figura §B). Tal movimento nos possibilitava coletar um

maior nimero de goticulas de urina e, consequentemente, maior volume final.
]

Figura 7. Seringa de 3mL com 2mL de urina coletada. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Adicionamos volumes totais de urina a um pote de polipropileno tipo coletor universal
(Figura 8C) e realizamos inicialmente o teste de fita (descrito no topico 3.6.1, Figuras 8D ¢ 9).
Armazenamos o sobressalente da urina em criotubos de 2 ml (Figura 8E), identificados com a
sigla do individuo € nimero da amostra (Figuras 8F). Os criotubos foram armazenamos em

botijdo criogénico abastecido com nitrogénio liquido (Figura 8G). Mensuramos o nivel de
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nitrogénio do botijdo diariamente para manutengdo da temperatura (Figura 8H), considerando

17 centimetros o valor limite para reabastecimento.

i
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Figura 8. A — Coleta de urina na mata; B — Sucg¢do das gotas de urina com agulha e seringa; C — Armazenamento
do volume total de urina coletada em pote coletor universal; D — Realiza¢do do teste de fita; E — Armazenamento
da urina em criotubos; F — Identificacdo dos criotubos e armazenamento nas canaletas; G — Armazenamento das
amostras em botijao criogénico; H — Aferi¢do do nivel de nitrogénio liquido. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

3.5.2. Coleta de Fezes

Realizamos as coletas de fezes preferencialmente no mesmo momento de coleta da
urina. Acompanhamos o animal foco do estudo, a fémea ECO-S, coletando os fragmentos de
fezes frescas logo apds o momento da defecagdo. Certificamos a individualizacdo da amostra,
ou seja, coletamos apenas fragmentos do mesmo bolo fecal expelido pelo animal em
observacdo. Adicionamos os fragmentos em saco plastico com fecho ziper, identificados com
o nome do animal, nimero da amostra, temperatura no momento da coleta e coletor. Realizamos
a homogeneizacdo das fezes e armazenamento em isopor e gelo. Ao final do dia,
encaminhdvamos a amostra para o alojamento para acondicionamento em freezer -20°C.

Ao término do campo, encaminhamos todas as amostras bioldgicas (urina e fezes) para
o Departamento de Biologia Animal da UFV para armazenamento em um refrigerador -80° no

Laboratorio de Ecofisiologia dos Quirdpteros (LEQ).

3.6. Ensaios Hormonais
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3.6.1. Teste da Fita de Ovulagao

O teste da fita de ovulacdo consiste na analise do pico de hormonio luteinizante (LH)
através de um teste comercial de ovulagao para mulheres ClearBlue®, baseando-se na detecgao
do pico do LH por meio de urina. O teste ¢ vendido em farmacias em caixas contendo um leitor
digital e dez fitas com ponta absorvivel. Conforme orientacao do fabricante, quando o leitor
digital apresenta um desenho com um rosto feliz, ¢ um indicativo que a mulher estd ovulando
naquele momento e no proximo dia, ou seja, houve aumento na produgao e excrecao do LH. A
instrug¢do de uso orienta que o teste pode ser aplicado em qualquer horario do dia, desde que o
individuo ndo tenha urinado até quatro horas antes da utilizagao.

Realizamos o teste todos os dias durante trinta dias consecutivos apos as coletas de
urina. Apos coletar a urina, prontamente nos dirigiamos a base de apoio, onde encontrava-se
todo material previamente organizado e preparado. Ao chegar no local, com auxilio de uma
seringa com agulha, realizdvamos a suc¢@o de cada gota de urina observada sob o plastico
branco. Adicionamos o volume total em tubo coletor universal, inserindo apenas a parte
absorvivel da fita durante 5 segundos (Figura 9A). Conforme recomendagdo do fabricante,
posicionamos o leitor digital com a porg¢ao da fita absorvivel para baixo (Figura 9B). A leitura

com o resultado (Figura C) demandava em torno de 7 segundos e enquanto esta era realizada,

termindvamos o processo de armazenamento da urina coletada.
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Figura 9. A — Ponta absorvivel do teste de ovulagdo em contato com a urina; B —Ponta absorvivel da fita com
tampa rosa posicionada para baixo; C — Visor digital com circulo indicando resultado negativo para presenga de
LH na urina. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
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3.6.2. Ensaio hormonal: Hormonio Luteinizante

Realizamos o ensaio hormonal no Laboratorio de Ecofisiologia dos Quirdpteros do

Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa. Para a analise do
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horménio luteinizante (LH), adquirimos um kit com teste de enzimaimunoensaio (ELISA)
especifico para LH da marca EZ Assays®.

Iniciamos o procedimento com preparacdo das amostras e reagentes (Figura 10A). A
principio, retiramos do resfriamento as amostras urinarias coletadas e reagentes fornecidos pelo
fabricante do Kit ELISA para que assim pudessem atingir temperatura ambiente lentamente
(20° a 25°C). Retiramos as amostras urinarias apos descongeladas dos criotubos e passamos
para tubos Eppendorf de 2mL, compativeis com a centrifuga. Centrifugamos as amostras a
3000rpm durante 20 minutos (Figura 10B) para retirada do sobrenadante, material que seria
utilizado na microplaca. Se mesmo apos centrifugadas as amostras apresentassem sedimentos,
conforme recomendacdo do fabricante, repetiamos o processo.

Apbs o preparo de amostras e reagentes, iniciamos a atividade em microplaca de 96
pocos fornecida junto ao Kit. Para os pogos padrdes e amostras adicionamos as solugdes
reagentes conforme orientagdo do fabricante. Em seguida, cobrimos a placa com uma
membrana de vedacao presente no kit, que foi agitada e misturada suavemente por 10 minutos.
Com a placa j& vedada, a levamos para a incubacdo a 37°C durante 60 minutos.

Durante a incubacdo da placa, preparamos a solucdo de lavagem diluindo a sua
concentragdo 20x em agua destilada. Apds incubagao da placa, retiramos a pelicula de vedacao,
escoamos toda solugdo presente nos pocos € secamos a placa em papel absorvente. Repetimos
esse processo por 5 vezes conforme recomendagdo do fabricante.

Iniciamos entdo a etapa de desenvolvimento de cor da microplaca, a partir da adi¢do das
solucdes Cromogénicas A e B em cada um dos pogos. Agitamos a placa suavemente de forma
manual para mistura das solu¢des e em seguida a levamos novamente para incubagdo a 37°C
durante 15 minutos (Figura 10C) para desenvolvimento da cor. Os pocos ficaram azuis (Figura
10D).

A ultima etapa consistiu na adi¢do de Solucdo de Parada fornecida pelo fabricante, onde
adicionamos a solugdo para interromper a reagdo. Neste momento 0s pogos que estavam azuis
mudaram para cor amarelo (Figura 10E). Conduzimos a placa para uma leitora automatica

Multiskan™ FC Microplate Photometer utilizando o filtro de 450nm (Figura 10F).
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Figura 10. A — Reagentes que compde o KIT ELISA para hormoénio luteinizante em primatas; B — Centrifuga
utilizada para as amostras em ambos ensaios hormonais (hormoénio luteinizante e progesterona); C — Estufa
utilizada para encubagdo da placa ELISA; D — Placa com pogos onde amostras e reagentes sdo inseridos, nesta
imagem o fluido presente nos pogos estd em azul pois havia passado pelo processo para desenvolvimento de cor;
E — Os pogos da placa estdo alterando sua cor para amarelo imediatamente ap6s reagdo da Solugdo de Parada; F —
Placa passando pela etapa de leitura em uma leitora automatica; Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

3.6.3. Extragdo de esteroides através de solidos

Realizamos a extragdo de esteroides no Laboratorio de Fruticultura onde foi realizada a
secagem das amostras de fezes e no Laboratorio de Ecofisiologia dos Quirdpteros para etapa de
extracdo, ambos da Universidade Federal de Vigosa. Baseamos nosso protocolo de extragdo de
esteroides através de matriz fecal de acordo com Strier e Ziegler (1997) e de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante do Kit ELISA.

Retiramos as amostras do congelador para atingir temperatura ambiente de forma
gradual, sendo posteriormente homogeneizadas separando 3 gramas para cada, pesadas em
balanga de precisdo modelo Shimadzu AX200 (Figura 11A). Separamos o bolo fecal em 3g
com auxilio de espatula de inox, que foi inserido em pequenos pacotes feitos de papel aluminio
e devidamente identificados para passar pelo processo de secagem (Figura 11B). A etapa de
secagem, realizamos em aparelho liofilizador modelo MODULY O D-230 Freeze Dryer (Figura
11C).

A etapa de extracdo de metabolitos fecais conta com a retirada maxima de dgua presente
nas fezes para que a andlise seja realizada através apenas da matéria seca. Dessa forma,
separamos as amostras em dois conjuntos para o processo de liofilizagdo. O primeiro conjunto

de amostras passou duas vezes pelo processo de liofilizacdo, a primeira durante 23 horas, € ao
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final do processo as amostras ainda estavam timidas. Assim, retornamos com as amostras para
um segundo processo de liofilizacdo que durou 16 horas. Ao final das 39 horas observamos
perda média de 76,5% de massa (Figura 11D). Com o segundo conjunto de amostras, optamos
por um processo de liofilizacdo de 96 horas consecutivas, e obtivemos perda média 77,6% de
massa.

Finalizada a liofilizagdo, passamos as amostras novamente pelo processo de pesagem e
encaminhamos ao LEQ-UFV para a extragdo. Individualmente maceramos o bolo fecal seco
com auxilio de um cadinho de porcelana até virar po (Figura 11E). Passamos nossas amostras
por uma peneira para garantir que fibras e sementes fossem retiradas das amostras fecais (Figura
11F). Apos pulverizadas, passamos a amostra pela terceira pesagem com auxilio de uma
espatula de aluminio, placa de vidro e balan¢a de precisdo, e entdo armazenamos em tubo
Falcon 15mL. Nesta etapa o fabricante recomendava adi¢ao de etanol absoluto em cada um dos
tubos, com a proporg¢do de a cada 0,1g do p6 fecal adiciondvamos ImL de etanol. Como as
amostras demonstravam variacdo em peso apos pulverizagdo, ajustamos o volume de etanol
individualmente (Figura 11G). Os tubos contendo amostras com etanol passaram por um
processo de agitacdo vigorosa durante 30 minutos em um agitador modelo Orbital-Genie
Adhering Mat (Figura 11H). Apos essa etapa, centrifugamos as amostras a 5S000rpm durante 15
minutos. Posteriormente retiramos o sobrenadante dos tubos Falcon e armazenamos em tubos
Eppendorfs de 2mL devidamente identificados. Ao final do procedimento acondicionamos os

sobrenadantes em congelador a -20C.

Figura 11. A — Pesagem das amostras em balancga de precisdo; B — Amostras acondicionada em envelopes de
aluminio identificados; C — Amostras passando pelo processo de secagem em um aparelho liofilizador; D —
Aspecto das amostras fecais ap0s liofilizagdo; E — Amostras pulverizadas com auxilio de um cadinho de porcelana;
F — Amostras peneiradas até virarem pd; G — Amostras diluidas em alcool absoluto; H — Amostras passando pelo
agitador. Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
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3.6.4. Ensaio hormonal: Progesterona

Realizamos o enzimaimunoensaio a partir de um kit do fabricante EZ ASSAY,
especifico para progesterona. O protocolo que aplicamos foi disponibilizado pelo fabricante em
bula. Para tal, preparamos amostras e reagentes para dar inicio ao protocolo. Os sobrenadantes
das amostras passaram pelo descongelamento lento para atingir temperatura ambiente e
posteriormente centrifugamos a 5000rpm durante 15 minutos e retiramos o novo sobrenadante.
Quanto aos reagentes fornecidos, também os retiramos do resfriamento para atingir temperatura
ambiente durante 30 minutos.

Diluimos o Assay Buffer fornecido pelo fabricante inicialmente em uma razio de 1:4
de agua destilada e o Wash Buffer em 1:10 de 4gua destilada. Com o Assay Buffer j& diluido
iniciamos a reconstituicdo das amostras contendo 100ul de sobrenadante para 400ul de Assay
Buffer. Apods diluigdo, passamos as amostras duas vezes por agitacdo no aparelho Vortex
modelo DLAB Mx-S com descansos de 5 minutos para cada agitacdo. Em seguida separamos
7 tubos de ensaio sequencialmente enumerados e identificados. Realizamos entao uma diluigao
em série. Repetimos o processo em série para os tubos de 3 a 7 mantendo o volume de 250ul
de solugdo. Com todos reagentes e amostras preparados, iniciamos o ensaio hormonal em placa
de 96 pocos.

Ap0s processo em agitador, aspiramos toda solugdo presente em cada um dos pogos e
lavamos com solugdo Wash Buffer. Este procedimento exigia 4 repeticdes e, apds cada
repeticdo, realizamos a secagem da placa em papel absorvente. Adicionamos em cada um dos
pocos Substrato TMB e incubamos a placa em temperatura ambiente ao abrigo da luz durante
30 minutos. Apds incubacdo pipetdvamos solucdo de parada em cada um dos pogos para
interromper a reagdo. Em leitora modelo Multiskan™ FC Microplate Photometer ajustada a

450nm, realizamos a leitura da microplaca.

3.7. Analises Estatisticas

Para investigarmos a variacdo na frequéncia dos comportamentos sexuais ao longo do
tempo, ajustamos modelos lineares mistos generalizados (GLMM) com distribui¢ao binomial
negativa, apropriada para dados de contagem com superdispersdo. A varidvel temporal foi
transformada em varidvel numérica, correspondente ao nimero de dias desde o inicio da coleta,

e incluida como covariavel continua nos modelos. Além do modelo com efeito linear do tempo,
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aplicamos um modelo spline utilizando fungdes base de splines naturais, com o intuito de
capturarmos possiveis relagdes ndo lineares entre o tempo e a frequéncia comportamental.
Previamente, definimos o grau de liberdade das splines para permitir flexibilidade na
modelagem (Bolker et al., 2009; Hastie; Tibshirani, 1990; Hilbe, 2011; Wood, 2017; Zuur et
al., 2009).

Como efeitos fixos, os modelos incluiram as concentra¢des padronizadas dos hormonios
luteinizante (LH) e progesterona, bem como a interagdo entre esses hormoénios, além do fator
categorico referente ao grupo “vizinho”. Para controlar a autocorrelagdo temporal e a
variabilidade inerente aos diferentes dias de coleta, inserimos um efeito aleatorio para a variavel
“data”.

Para identificarmos padrdes ciclicos na frequéncia de comportamentos, desenvolvemos
uma func¢do analitica que ajusta modelos estatisticos incorporando termos senoidais (seno e
cosseno) (Barnett; Dobson, 2010; Stolwijk et al., 1999), para representar diferentes duragoes
de ciclo (21 a 26 dias). A fungdo testa automaticamente diferentes familias de modelos
(Poisson, quasi-Poisson, modelos mistos e zero-inflados) com base na dispersao dos dados e
proporcao de zeros, selecionando o modelo mais adequado com menor AIC (Bolker et al., 2009;
Brooks et al., 2017; Burnham; Anderson, 2002; Hilbe, 2011; Zuur et al., 2009). O modelo final
fornece estimativas dos coeficientes angulares, valores de p para os termos senoidais ¢ a
identificacao da periodicidade mais significativa para cada individuo e comportamento.

Conduzimos todas as andlises no software R versdo 4.4.2 (R CORE TEAM, 2025). A
adequagdo dos modelos, avaliamos por meio de diagndsticos de residuos simulados, utilizando
o pacote DHARMa, com foco em testes de dispersdo, uniformidade e independéncia dos
residuos. A funcdo “glmmTMB” do pacote “glmmTMB” utilizamos para ajuste dos modelos.

O nivel de significancia que adotamos para os testes estatisticos foi de 5%.
4. RESULTADOS

4.3.1. Estudo comportamental retrospectivo (ECO-S e SOC-S)

No ano de 2020, o individuo ECO-S apresentou gestacao e no inicio de novembro de
2020 ocorreu o nascimento da prole ELI-IB. Supomos que a copula de concep¢dao tenha

ocorrido em margo de 2020. Deste modo, o ultimo registro de comportamento sexual

apresentado por ECO-S ocorreu em 17 de margo de 2020. A retomada dos comportamentos
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sexuais (em especifico a vocalizagcdo de acasalamento — Mating twitter) ocorreu em novembro
de 2021, um ano apos o nascimento de ELI-IB.

A aplicagdo de modelos harmonicos aos dados retrospectivos de 2020 e 2021 nos
permitiu identificar padrdes ciclicos significativos nos comportamentos dos individuos ECO-S
e SOC-S, com variag¢des na duragdo dos ciclos, tipo de modelo mais adequado e coeficientes
senoidais e cossenoidais.

Para o individuo ECO-S, a categoria alimentagdo apresentou um ciclo de 25 dias,
ajustado por um modelo Poisson, com dispersao = 3,98 e AIC = 541,90. O termo cossenoidal
foi altamente significativo (Bcos = 0,26; p < 0,001), enquanto o senoidal ndo apresentou
significancia (Bsin =—0,01; p = 0,78), sugerindo uma oscilagdo regular com picos bem definidos
no ciclo alimentar. Na categoria descanso, observamos um ciclo de 26 dias, com melhor ajuste
também por modelo Poisson (dispersdo = 3,41; AIC = 565,55). Tanto o coeficiente senoidal
(Bsin = 0,12; p < 0,001) quanto o cossenoidal (Bcos = —0,11; p < 0,001) foram significativos,
sugerindo uma oscilacdo marcada e estavel no padrdo de repouso ao longo do tempo. Na
categoria locomocao, observamos um ciclo de 23 dias, com melhor ajuste por modelo Poisson
(dispersao = 1,46; AIC = 301,01). Neste caso, o coeficiente senoidal foi significativo (Bsin =
0,24; p = 0,008), enquanto o cossenoidal ndo foi (fc,s =—0,11; p =0,22), indicando um padrao
oscilatério com amplitude relevante ao longo do tempo. A categoria sexual apresentou um ciclo
de 22 dias, sendo melhor modelado por um modelo Poisson (dispersao = 1,98; AIC = 133,11).
O coeficiente cossenoidal foi significativo (Bcos =—1,92; p <0,001), enquanto o senoidal esteve
proximo da significancia (Bsin =—0,50; p = 0,07), sugerindo uma forte variacdo periddica nesse
comportamento, compativel com fases reprodutivas. Para o comportamento social,
identificamos um ciclo de 21 dias, com melhor ajuste por um modelo Poisson (dispersao = 1,40;
AIC =105,23). Apenas o coeficiente cossenoidal foi significativo (Bces = —0,69; p = 0,0448),
indicando um padrao ciclico moderado na frequéncia de interagdes sociais.

O individuo SOC-S nos apresentou um ciclo de 26 dias na categoria alimenta¢do, com
melhor ajuste por modelo Poisson (dispersao = 3,57; AIC = 500,92). Ambos os coeficientes
foram significativos: senoidal (Bsn =—0,21; p <0,001) e cossenoidal (Bcos = 0,11; p=10,0412),
indicando uma variagdo periddica evidente no padrao alimentar. Na categoria descanso,
observamos um ciclo de 25 dias, ajustado por modelo Poisson (dispersao = 3,65; AIC =591,54).
Apenas o coeficiente cossenoidal foi significativo (Bcos=-0,13; p <0,001), enquanto o senoidal
ndo apresentou significancia (Bsin = —0,03; p = 0,3021), sugerindo uma modulagao periddica
discreta no comportamento de repouso. Para a categoria locomocao, identificamos um ciclo de

22 dias, também com melhor ajuste por modelo Poisson (dispersdo = 1,95; AIC = 342,66). O
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coeficiente senoidal foi significativo (Bsin =—0,18; p = 0,0198), enquanto o cossenoidal nao foi

(BCos =—0,11; p =0,1727), apontando para um padrao ritmico consistente ao longo do tempo.
Na categoria sexual, observamos um ciclo de 22 dias, igualmente melhor modelado por Poisson
(dispersao = 3,96; AIC = 123,52). Ambos os coeficientes apresentaram significancia estatistica:
senoidal (Bsn = —0,98; p = 0,0032) e cossenoidal (fces = —2,53; p < 0,001), revelando uma
modulagdo periodica pronunciada, compativel com eventos reprodutivos sazonais. Por fim, a
categoria social nos apresentou um ciclo de 24 dias, com melhor ajuste por modelo Poisson
(dispersao = 1,17; AIC = 124,61). Apenas o coeficiente cossenoidal foi significativo (fCos =
0,72; p=0,0096), enquanto o senoidal ndo nos apresentou significancia (Bsin = 0,12; p=0,6721),
indicando um padrao ritmico regular, porém menos intenso, nas interagdes sociais.

Os resultados estdo descritos nas Figuras 12 e 13 e Tabela 1.

ALIMENTAGAQ (25 dias) DESCANSO (26 dias)

40
209
oA

LOCOMOGAO (23 dias) SEXUAL (22 dias)

SOCIAL (21 dias)

few/2020
mar/2020
maif2020
junizozo
jul2020
agoi2020
setf2020
outr2020
nowi2020
dezi2020
jani20z1
abri2021
juni2021
agof2021
dez/2021

fev/2020 |
mari2020
maif2020 ]
juni2020 ]
julzoz2o]
agoi2020 ]
set2020 |
outr2020]
nowi2020
dez/2020 ]
janiz0z1
abri2021
juni2021 7
agof2021
dez/2021

Data

Figura 12. Variagio da frequéncia comportamental do individuo ECO-S ao longo do tempo. A linha vermelha
tracejada indica o limiar de pico (40% da amplitude). Pontos pretos destacam os dias em que os comportamentos
ultrapassaram esse limiar. A descricdo das categorias analisadas pode ser encontrada no topico 3.3 deste trabalho.
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Figura 13. Variago da frequéncia comportamental do individuo SOC-S ao longo do tempo. A linha vermelha
tracejada indica o limiar de pico (40% da amplitude). Pontos pretos destacam os dias em que os comportamentos
ultrapassaram esse limiar. A descri¢do das categorias analisadas pode ser encontrada no topico 3.3 deste trabalho.

Tabela 1. Resumo dos parametros estimados pelos modelos para cada comportamento.

D Comporta- Ciclo Modelo Valor de p Coeficiente AIC
mento sen cos sen cos
ECO-S Alimentagao 25 Poisson p=0,784 p<0,001 -0,012 0,257 541,9
ECO-S Descanso 26 Poisson p<0,001 p<0,001 0,12 -0,114 565,55
ECO-S Locomogao 23 Poisson p<0,001 p=0,224 0,235 -0,113 301,01
ECO-S Sexual 22 Poisson p=0,076 p<0,001 -0,5 -1,922 133,11
ECO-S Social 21 Poisson p=0,178 p=0.044 0,433 -0,689 105,22
SOC-S Alimentagao 26 Poisson p<0,001 p=0.041 -0,21 0,11 500,92
SOC-S Descanso 25 Poisson p=0,302 p<0,001 -0,031 -0,13 591,54
SOC-S Locomogao 22 Poisson p=0,019 p=0.009 -0,184 -0,108 342,66
SOC-S Sexual 22 Poisson p=10,003 p<0,001 -0,98 -2,53 123,52
SOC-S Social 24 Poisson p=0,672 p=0,009 0,12 0,72 124,61

4.3.2. Dados comportamentais da fémea ECO-S

A coleta de dados comportamentais de ECO-S durante o més de marcgo de 2024 totalizou

243 horas e 04 minutos amostrados com 2.480 registros. A frequéncia de comportamentos

sexuais em ECO-S variou ao longo do tempo, apresentando um padrao temporal nao linear. O

periodo avaliado neste contexto engloba os 30 dias consecutivos de coleta de dados da fémea

foco do estudo, realizados em marco de 2024. O modelo misto com distribui¢do binomial

negativa e fungdo spline ajustada para a variavel temporal nos revelou que o tempo foi um

preditor significativo da variagdo nos comportamentos sexuais (f = 2,19; SE = 0,65; z = 3,38;
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p =0,0007; B =1,58; SE =0,80; z=1,97; p = 0,049). Esse padrao sugere flutuagdes ao longo
do tempo, como demonstrado pela Figura 14, que ndo segue uma tendéncia linear, o que pode

indicar variagdes associadas a fatores fisiologicos ciclicos.
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Figura 14. Variacdo da frequéncia prevista de comportamentos sexuais ao longo do tempo, modelada por spline,
com niveis médios de LH e progesterona.

4.3.3. Material bioldgico

Em relacao aos nossos testes de metodologias de coleta (dispositivo de haste ou bacia),
optamos pela bacia em fun¢do dos resultados descritos neste topico. Durante nossa tentativa de
coleta pela manha com o dispositivo de haste, a fémea apresentou comportamento agonistico
com vocalizacdo em direcao ao objeto. Pelo periodo da tarde do mesmo dia, durante o teste
com a bacia a fémea ECO-S ndo apresentou qualquer comportamento agonistico ou que pudesse
ser interpretado como desconforto tanto com a nossa presenca quanto do objeto de coleta. Uma
vez que a metodologia ndo-invasiva tem como premissa manutencdo do bem-estar animal e
redug¢do do estresse, o dispositivo de haste foi descartado. O comportamento agonistico
apresentado pela ECO-S apenas durante o uso do dispositivo de haste foi o fator preponderante
por optarmos pelo uso da bacia.

Em relagdo as amostras de urina, ao todo coletamos 128 aliquotas, e sempre que possivel

em triplicata ou até mais aliquotas a depender do volume de urina. A quantidade de urina que
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coletamos por dia variou entre 0,4mL e 3mL, com média de 1,06mL, totalizando 36,1mL de
urina coletado em todo estudo. A coleta fecal nos proporcionou exatas 30 amostras com
variacao do peso por amostra.

Em relacdo ao material biologico da nossa extragdo de esteroides através de solidos,
tivemos a oportunidade de avaliar dois periodos diferentes de liofilizagdo das fezes e suas
perdas. Ao final do nosso procedimento, observamos a diferenga na perda de massa de 1,1%

com 57 horas a mais de liofilizacao.

4.3.4. Teste da Fita de Ovulacao

O Teste de Fita comercial CLEAR BLUE que utilizamos nas amostras urinarias nao

identificou LH em nenhum dos dias dos trinta dias do estudo.

4.3.5. Influéncia hormonal no comportamento sexual

A analise conjunta dos hormonios (Figuras 15 e 16) revelou que os niveis escalonados
de progesterona apresentaram tendéncia marginal a significancia (p = 0,085), enquanto o LH
1soladamente ndo se mostrou estatisticamente significativo (p = 0,148). No entanto, a interagao
entre LH e progesterona foi significativa (3 = 1,91; SE =0,87; z=2,21; p = 0,027), indicando
que a combinacdo dos dois hormodnios tem um papel modulador na frequéncia dos

comportamentos sexuais.
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Figura 15. Relagdo entre LH e a frequéncia prevista de comportamentos sexuais em trés niveis de Progesterona
(baixo, médio e alto), destacando a interagdo hormonal na modulagdo comportamental.
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Figura 16. Frequéncia de comportamentos sexuais ao longo do tempo, com a sobreposi¢do dos niveis hormonais
de LH (linha pontilhada) e Progesterona (linha continua), normalizados a escala da frequéncia. Comportamento
sexual — SEXGR (Grimace): bater dos dentes; SEXINSP: inspe¢do da genitalia de outro individuo; SEXMT
(Mating twitter): Vocalizagdo como um “piado” de acasalamento acompanhado de bater dos dentes (para mais
informagdes sobre as categorias de comportamento consultar o topico 3.3).

Ao longo do periodo analisado, observamos que os niveis do hormdnio progesterona
permaneceram relativamente baixos e estaveis, com valores variando entre 0,0469 pg/mL e
0,413 pg/mL (Tabela 2). O horménio luteinizante (LH), também apresentou estabilidade
relativa, com elevacdes pontuais, mas mantendo-se dentro de uma faixa moderada. Um pico
acentuado de LH foi registrado, sugerindo a ocorréncia da ovulagdo. Apos esse evento, os niveis
hormonais demonstraram maior oscilacdo, com flutuacdes em ambas as concentracoes,
dificultando a classificacao clara de fases subsequentes. Esses dados nos indicam uma relagdo
entre 0 aumento de LH e a ovulacdo, embora a auséncia de um padrao claro de elevagao

sustentada de progesterona torne indefinida a caracterizagdo do inicio da fase lutea.
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Figura 14. Variacdo temporal dos niveis de Progesterona (linha continua) e LH (linha tracejada), com picos
hormonais destacados por pontos. Os eixos representam as concentragdes relativas de cada hormonio ajustadas
por fator de escala.

Tabela 2. Estatistica descritiva para as varidveis hormonais e comportamentais.

Categoria Comportamental

Horménio .
Sexual (N = 120) Social (N = 45)

Hormonio Luteinizante (mIU/mL)

Média (DP) 0,839 (0,128) 0,721 (0,128)
Mediana [Min, Max] 0,828 [0,615, 1,27] 0,676 0,614, 1,27]
Progesterona (pg/mL)
Média (DP) 0,107 (0,109) 0,0553 (0,0140)
Mediana [Min, Max] 0,0621 [0,0469, 0,413] 0,0519 [0,0469, 0,106]

5. DISCUSSAO

As analises de comportamento retrospectivo da fémea ECO-S nos permitiram identificar
padrdes ciclicos em todas as categorias analisadas: Locomogao, Alimentagdo, Social, Descanso
e Sexual. Os comportamentos ciclicos, cujo resultados de seno e cosseno apresentam uma
variagdo entre os valores positivos e os negativos, podem ser explicados pelo ambiente cativo
onde os animais ndo experimentam boa parte dos desafios do ambiente natural. A

disponibilidade constante de uma dieta suplementar, abrigo e ambiente restrito podem
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contribuir para exibicdo de comportamentos ciclicos evidentes. Observamos uma interrupgao
na exibicdo dos comportamentos sexuais da fémea ECO-S, caracterizado pela prenhez, durante
o periodo amostral do ano de 2020. Ainda assim, nossos dados indicam manutencao de 22 dias
no ciclo do comportamento reprodutivo, com picos regulares de expressao. De acordo com
Strier e Ziegler (1997), as fémeas de muriqui-do-norte apresentam ciclos com duragdo de 21,0
+ 5,4 dias, periodos de copula concentrados em 2,1 + 1,2 dias e intervalos entre periodos de
copula que variam em média de 15,6 + 6,7 dias. Observamos uma consisténcia temporal dos
padrdes ciclicos nos comportamentos exibidos, incluindo o comportamento sexual. Nossas
analises revelam padrdes significativos para os ciclos do comportamento sexual exibido por
ECO-S, sugerindo uma forte oscilagdo com fases bem definidas no ciclo, previsiveis ao longo
do periodo analisado. Essas oscilagdes sdao compativeis com as variagdes nos processos
fisiologicos e endocrinos associados as fases reprodutivas, caracterizado por eventos sazonais
com picos de atividades e pela exibicdo de comportamentos especificos do periodo (Strier,
2016).

As andlises do comportamento da fémea SOC-S também nos revelam padroes ciclicos em
todas as categorias analisadas. Observamos que os ciclos presentes nas categorias Alimentacao,
Locomocgdo e Descanso apresentados pelas duas fémeas, SOC-S e ECO-S, exibiram baixa
variagdo (+ 1 dia) quando comparados. Para interagdes sociais, SOC-S apresentou ciclo de 24
dias, trés dias a mais que ECO-S. Ja para comportamentos sexuais ambas as fémeas
apresentaram ciclos de 22 dias, com coeficientes significativos e oscila¢do intensa e marcada,
e em concordancia com o observado por Strier e Ziegler (1997).

Em condigdes de vida livre, as fémeas de muriqui apresentam cerca de seis ciclos nao
conceptivos antes de apresentar um ciclo de concepgao (Strier; Ziegler, 1997; Ziegler et al.,
2009). As fémeas saudaveis e selvagens de muriqui-do-norte tendem a alcangar a concepcao,
com uma gestacdo com duracdo média de 7,2 meses, e entdo retomam seus ciclos em torno de
24 meses ap6s o nascimento de seus filhotes (Strier; Zielger, 2005). Nese contexto, as fémeas
passam por um intervalo entre a concepgao e o retorno de suas atividades sexuais. Diferente do
observado em vida livre, as fémeas ECO-S e SOC-S apresentam sucessivos periodos de
exibicdo de comportamentos sexuais e de tentativas de copulas. Apenas a fémea ECO-S
apresentou um intervalo na exibicdo de comportamentos sexuais entre marco de 2020 e
novembro de 2021, periodo que corresponde a sua prenhez, confirmada pelo nascimento do
macho ELI-IB em 03 de novembro de 2020.

O nascimento de ELI-IB ocorreu pouco tardio em relacdo ao encontrado em vida livre,

onde os nascimentos concentram-se no periodo de seca, de maio a outubro (Strier, 1996; Strier
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et al., 2001). A faixa etaria da primeira concep¢do de ECO-S ¢ semelhante ao observado nas
fémeas em vida livre, que normalmente tem o primeiro filhote com aproximadamente nove
anos (Strier; Ziegler, 2000). Uma fémea precisa de condi¢des adequadas de satide e bem-estar
para se reproduzir. Animais cativos tendem a poupar energia uma vez que nao precisam
encontrar seus alimentos ativamente (Lessa, 2013). Assim, o nascimento de ELI-IB ¢ a idade
da primeira concepg¢do de ECO-S sugerem que o ambiente cativo pode oferecer condigdes
favoraveis a reproducao. Apos 12 meses do nascimento de seu filhote, ECO-S j4 havia retomado
a exibicao de comportamentos sexuais, aproximadamente metade do tempo observado em
fémeas de muriqui de vida livre. A precocidade desse retorno para ECO-S pode ser atribuida
também a disponibilidade constante de alimento e outros recursos em cativeiro (Strier, 1996;
Strier et al., 2001; Lessa, 2013).

No periodo da nossa coleta de amostras em marco de 2024, a variavel tempo influenciou
significativamente o comportamento da fémea ECO-S. A frequéncia de comportamentos
sexuais sofreu varia¢des ao longo do periodo analisado e o padrdo temporal ndo linear sugere
forte presenca de picos conforme observado em vida livre, onde as fémeas tendem a concentrar
o periodo de copula em determinado periodo do ciclo (Strier; Ziegler, 1997; Possamai et al.,
2007). Dentro da categoria de comportamento sexual, o0 comportamento exibido com maior
frequéncia foi SEXMT (Mating twitter) que € a vocalizagdo de acasalamento. No Muriqui’s
House essa vocalizacdo geralmente marca o inicio e¢ fim do periodo de exibicdo dos
comportamentos sexuais das fémeas. O individuo ECO-S apresentou esses comportamentos
durante o periodo de 12 dias, sendo que as tentativas de copulas (SEXT) foram iniciadas no
oitavo dia apos inicio da exibi¢do do comportamento sexual. As tentativas de copulas foram
registradas durante 3 dias, conforme observado em individuos de vida livre (Strier, Ziegler
1997).

Durante o periodo das coletas de dados comportamentais em 2024, coletamos amostra
biologicas da fémea ECO-S para relacionar suas concentra¢des de hormonios reprodutivos com
os comportamentos registrados. Realizamos um teste de Fita de Ovulacdo in loco com a urina
coletada, que ndo indicou resultado positivo. Segundo o fabricante, o teste detecta o aumento
do LH presente na urina de mulheres e pode ser usado em qualquer horario do dia, desde que a
pessoa nao tenha urinado nas 4 horas que antecedem a realiza¢dao do teste. Sugerimos que a
fémea tenha excretado apenas quantidades pequenas de LH urinario, apresentando um pico
hormonal conforme observado por Ziegler et al. 1997. Ressaltamos, entretanto, que no ano
daquele estudo ndo havia distingdo técnica/cientifica da divisdo de espécies no género

Brachyteles e o que limita comparagdes diretas com Brachyteles hypoxanthus. Consideramos
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ainda as adversidades inerentes as coletas de urina em primatas, o que culminou em perdas de
amostras. Pontuamos também a impossibilidade de controlar o intervalo de mic¢ao conforme
recomenda o fabricante, bem como as variagdes fisiologicas na metabolizagdo e excregao
hormonal entre espécies (Ziegler et al. 2009; Strier, 2016).

Em mulheres, o ciclo ovariano caracteriza-se pelo aumento sustentado de estrogénio,
definindo a fase folicular. O pico abrupto de LH marca a ovulacao sucedida pela fase lutea, esta
¢ caracterizada pelo pico abrupto seguido de aumento sustentado do estrogénio, enquanto a
progesterona apresenta aumento sustentado nesta fase (Nedresky; Singh, 2019). Esse perfil
hormonal pode ser observado em algumas espécies de hominideos e primatas asiaticos
(infraordem Catarrhini). Em primatas neotropicais (Platyrrhini), infraordem a qual os muriquis
pertencem, os metabolitos do estrogénio e da progesterona apresentam aumento sustendo apos
o pico de LH, e isto ocorre durante toda fase lutea (Ziegler et al, 2009). Em contraste ao
esperado, observamos que o aumento da progesterona presente nas fezes, precedeu ao momento
em que encontramos o aumento do LH na urina. Para melhor interpretagdo de nossos resultados,
consideramos as diferentes vias de excrecdes, excretas, ehordrios de coleta. A progesterona,
produzida tanto nas suprarrenais quanto nas gonadas, ¢ metabolizada pelos rins e figado, sendo
excretada tanto na urina quanto nas fezes, com atraso de até dois dias em relacdo a niveis séricos
(Ziegler et al. 1997, Campbell et al. 2001). J& o LH, produzido pela adenohipodfise, possui
filtragdo e excrecdo renal, e desempenha importante fungdo na secrecdo de progesterona.
Portanto, fisiologicamente o aumento do LH precede o de progesterona (Nedresky; Singh,
2019).

Os niveis de progesterona fecal da fémea ECO-S de forma isolada, nos mostram apenas uma
tendéncia a significancia, sem evidéncias estatisticas de que a progesterona fecal possa ter
exercido alguma influéncia sobre comportamento sexual. J& o LH urinario ndo apresentou
nenhum efeito estatisticamente significativo. Todavia, a interacdo entre os dois hormonios nos
mostra um resultado significativo sugerindo que quando os niveis de LH urinario e progesterona
fecal estdo simultaneamente altos, podem favorecer a exibi¢do de comportamentos sexuais.
Este resultado sugere que a ocorréncia simultanea de altos niveis de LH e progesterona pode
estar associada a picos na expressdo desses comportamentos, possivelmente refletindo fases
especificas do ciclo estral. Semelhante ao observado em vida livre, ECO-S apresentou pico de
progesterona fecal apos exibir comportamento sexual de tentativa de copula (Strier; Ziegler,
1997; Ziegler et al 2009). Destacamos que, diferente das populagdes em vida livre, nas quais
as copulas sdo completas, as fémeas de nossos estudos exibiram apenas tentativas. Os dois

machos adultos residentes do Muriqui’s House exibem dificuldades reprodutivas: um com
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dificuldade na erecdo durante as tentativas de copula, possivelmente relacionada a idade
avangada em torno 30 anos, e o outro macho com dificuldade na posi¢do de monta,
possivelmente pelo isolamento social em fragmento florestal sem fémeas.

Embora alguns estudos como de Ziegler et al. (1993; 1997) indiquem que alguns
primatas apresentam aumento de progesterona fecal logo apds o pico sérico de LH, ndo
podemos constatar qual foi o momento exato da ovulacdo de ECO-S. Recomendamos a
continuidade do monitoramento hormonal das fémeas do Muriqui’s House com maior
variabilidade amostral, integrando coletas urinarias, fecais € dados comportamentais. A analise
sistematica a longo prazo de forma nao-invasiva pode nos revelar marcadores comportamentais
observados proximos aos picos hormonais. Observamos que o aumento da frequéncia da
vocalizagdo de acasalamento exibido pela fémea ECO-S ocorreu préximo aos picos de excrecao
hormonal, com isso podemos inferir a necessidade de um estudo sistematico da vocalizagao
exibida por essas fémeas. Essas vocalizagdes podem ser um importante marcador hormonal da
fémea ECO-S. A identificacdo de um padrao entre aumento da frequéncia vocal com aumento
da excrecao hormonal pode ser um valioso achado para o manejo reprodutivo. Além disso, com
treinamentos comportamentais em curso, existe a possibilidade de adogao de coletas invasivas
controladas com redugdo significativa do fator estresse, como a coleta de swabs vaginais e
dosagem hormonal sérica que, em conjunto com as metodologias ndo-invasivas, podem relevar
importantes insights sobre a espécie. Analises comparativas entre individuos de vida livre e de
cativeiro também podem fornecer insights para auxilio na tomada de decisdo por parte dos

pesquisadores quanto ao manejo reprodutivo da espécie ex situ.

6. CONCLUSOES

e O estudo do comportamento sexual de duas fémeas de muriqui-do-norte adultas ex situ,
ECO-S e SOC-S, revela semelhanga quanto a ciclicidade quando comparados com
individuos de vida livre;

e Os padrdes ciclicos observados em todas as categorias de nossos estudos podem ser
justificados por aspectos intrinsecos ao ambiente de cativeiro, como disponibilidade e
facilidade ao encontro de alimentos, bem como area de uso reduzida;

e O teste da Fita de Ovulagdo para seres humanos ndo apresentou eficiéncia quando

aplicado a urina da fémea ECO-S;
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e Os ensaios hormonais através de kits ELISA demonstraram ser importantes aliados na
aplicacdo de metodologia ndo-invasiva para coleta de amostras bioldgicas;

e Quando os niveis de progesterona fecal e LH urindrio estdo simultaneamente
intensificados (picos), podem exercer influéncia no comportamento reprodutivo da

fémea ECO-S.
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MATERIAL SUPLEMENTAR - ETOGRAMA
Etograma comportamental desenvolvido por Strier, 2018, com adaptacdes indicadas em

negrito (Fernanda P. Tabacow, com. pess.).

Comportamento Sexual Raio do Vizinho
SEXNI Componameants Saxual RO Em contato
Indeterminada
SEXINSC C.5. Inspecao Cheirar R1 até 1 metros
SEXINSP C.5. INSP. Provar R2 1 a 5 metros
SEXINSL C.S. INSP. Lamber R3 = me“itzjﬁtf;"a et
SEXINSCD C.5. INSP. Cheirar os Dedos 5v Sem Vizinho
SEXINPL C.5. INSP. Puxar G_Enilal'ta e
Lamber a Mao
SEXC Copula Individuo
SEXT Tentativa de Capula ECO-S Ecolégica (fémea adulta)
SEXMT Mating twifier, [ piar” e soc-s Socorro (femea adulta)
acasalamento)
SEXGR Srimace (Ceriy - Ml e NEN-PNC  Nena (femea subadulta)
Vocalizacao)
BER-IB Bertolino (macho adulto)
Socializagao LUN-IB Luna (macho adulta)
SOCBS S”“'E'“Z‘?‘;;‘;;Z"Eade’m ELI-IB Eliot (filhote)
SOCNI 5. Mao identificado
SOCBR S. Brincadeira Alimentagao
SOCABR S. Abracando AFRN Alimentou de Fruto Novo
SOCABRY S, Abracando e Vocalizacao AFRM A. Fruto Maduro
SOCBRC S. Abracando em Cacho AFN A. Folha Nova
SOCABRCV - AGN00 O St e AFM A. Folha Madura
SOCTOQ S, Tocando AFL A. Flor
SOCAGD S. Agonistico Deslocando ABOTAO A. Botao
SOCAGP 5. Agonistico Perseguindo ABR A. Broto
SOCAGB 5. Agonistico Beliscando AFRO A. Fruto Ofertado
SOCAGY 5. Agonistico Vocalizando AFO A. Folha Ofertada
SOCAGINT S. Agonisitco Interespecifico ALEG A. Legumes
SOCAGODAL S. Agonisitco por Alimentacao AMA Amamentando
SOCABRS 5. Abraco Soltario AEX Experimentando Alimento
1AM Interacao Amistosa
Locomocgao
LOCBR Braguiando
LOCESC Escalando
LOCQuU Quadrupede
LOCBI Bipede
LOCPU Pulando
NESsC: Nescansandn

46



