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RESUMO

HIRATA, S. B. Avaliacdo dos perfis de metabolitos de glicocorticoides fecais
em cachorros-vinagre (Speothos venaticus) mantidos em cativeiro e suas
possiveis implicacdes na funcdo reprodutiva. [Evaluation of fecal glucocorticoid
metabolite profiles in captive bush dog (Speothos venaticus) and its possible role in
the reproductive function]. 2009. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os perfis de metabdlitos de glicocorticoides
fecais através de radioimunoensaio em cachorros-vinagre (Speothos venaticus)
mantidos em cativeiro e suas possiveis implicacbes na fungao reprodutiva. Duas
fémeas e quatro machos adultos, apds periodo de condicionamento, foram
marcados e tiveram suas fezes recolhidas durante 45 dias. Estes animais recebiam
diariamente marcadores (corantes e migangas) para a devida identificagdo das
amostras fecais. O desafio com ACTH foi realizado em uma das fémeas e mostrou o
perfil reativo esperado, validando a técnica do ponto de vista fisiolégico. As
concentragcbes de metabolitos de glicocorticoides fecais para o grupo em geral
variaram de 2,32 a 65,09 ug/g de fezes secas, com média e desvio-padrdo de
18,11+11,33 ug/g de fezes secas, respectivamente. Quatro animais apresentaram
um pico cada um, porém aparentemente, sem relagdo com qualquer evento
estressante em particular. Ndo se verificou diferenga significativa nos perfis de
glicocorticoides fecais entre machos e fémeas, nem entre a fémea dominante e os
outros individuos. Tais resultados sugerem que o0s animais estdao bem adaptados a
condicdo do cativeiro e provavelmente isentos ou minimamente afetados pelo
estresse. A dosagem dos glicocorticdides fecais € uma ferramenta util no
monitoramento ndo-invasivo para avaliar a condicdo de estresse do cachorro-
vinagre, demonstrando se aspectos de manejo e fatores ambientais interferem de
modo importante ou ndo no bem-estar animal e no potencial reprodutivo, sendo de

interesse para a manutencao e conservacao da espécie.

Palavras-chave: Cachorro-vinagre. Glicocorticoides fecais. Dosagem hormonal.

Radioimunoensaio. Reprodugao



ABSTRACT

HIRATA, S. B. Evaluation of fecal glucocorticoid metabolite profiles in captive
bush dog (Speothos venaticus) and its possible role in the reproductive
function. [Avaliagdo dos perfis de metabdlitos de glicocorticoides fecais em
cachorros-vinagre (Speothos venaticus) mantidos em cativeiro e suas possiveis
implicagdes na funcgdo reprodutival. 2009. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2009.

The aim of this study was to evaluate the fecal glucocorticoid metabolite profiles by
radioimmunoassay in captive bush dog (Speothos venaticus) and its possible role in
the reproductive function. Six adult animals (two females and four males), after
training, were marked and their fecal samples were collected during 45 days. Every
day the animals received markers (dye and colored plastic beads) for the appropriate
identification of each sample. One female was used to the ACTH challenge and
showed the expected classical response, with a significant peak one day after
stimulation, therefore confirming the physiological validation. The overall fecal
glucocorticoid metabolite concentrations for the whole group, ranged from 2,32 to
65,09 ug/g of dried feces, with an average and standard deviation of 18,11+11,33
Mg/g of dried feces, respectively. Four animals revealed one individual peak during
the observation period, however they could not be correlated with any stressful event.
The fecal glucocorticoid metabolite concentrations did not show significant
differences between males and females neither between the dominant female and
the other animals in the study. The results suggest that the animals are well adapted
to the captive conditions and likely without or minimally affected by stress. The fecal
glucocorticoid metabolite dosage is a useful non-invasive tool to evaluate the bush
dog stress situation and to monitor local management and environmental factors that
could possibly influence the well being and reproductive success, considered both

key factors for the specie maintenance and conservation.

Keywords: Bush dog. Fecal glucocorticoid. Hormonal dosage. Radioimmunoassay.

Reproduction.
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1 INTRODUCAO

O cachorro-vinagre (Speothos venaticus) € um canideo ainda pouco
estudado, tanto a campo quanto em cativeiro, atualmente esta classificado como
quase ameagado pela IUCN e tem como principal causa de ameacga a perda do
habitat (IUCN, 2009). Levando em consideragao que existe uma pequena populagao
mantida em cativeiro, € fundamental adquirir conhecimento sobre a espécie. Os
esforcos para a promocdo do bem-estar animal estdo aumentando. O estresse
cronico, freqiientemente observado em animais mantidos em cativeiro, causa efeitos
deletérios a saude animal, inclusive em relagdo aos aspectos ligados a reproducéo.
Os glicocorticoides sao utilizados como indicadores bioldgicos da resposta
neuroenddcrina ao estresse em mamiferos, sendo que a dosagem de metabdlitos de
glicocorticoides nas fezes € um método nao-invasivo, adequando-se desse modo as
pesquisas com a espécie em questao.

Pouco se sabe sobre aspectos enddcrinos para a maioria dos canideos,
assim, as populacbes mantidas em cativeiro sdo o foco de estudos. O cativeiro
oferece a condi¢cao ideal para esse tipo de pesquisa, principalmente porque os
animais estao habituados com a presenca humana. Além disso, as amostras para a
realizacdo de dosagem hormonal sdo mais facilmente colhidas do que em individuos
de vida livre (BAUMAN et al., 2004).

A avaliagao da resposta fisioldgica ao estresse representa uma ferramenta
indispensavel a compreensdo, a manutengdo e ao melhoramento da saude e do
bem-estar dos animais. Portanto, quantificar a atividade do eixo hipotalamo-hip&fise-
adrenal pode ser util para avaliar como um animal reage a eventos considerados
estressantes (MOSTL; PALME, 2002).

Como o cachorro-vinagre depende de esforgcos voltados para a sua
conservagao, o monitoramento de horménios ligados ao estresse pode ser uma
ferramenta para identificar situagcdes que estdo levando a esse estresse. Deste
modo, o objetivo do presente estudo foi a avaliacdo dos perfis de metabdlitos de
glicocorticéides fecais através de radioimunoensaio em cachorros-vinagre (Speothos
venaticus) mantidos em cativeiro e suas possiveis implicagdbes na fungéo
reprodutiva, contribuindo com informagdes importantes para a manutencao do bem-

estar dos animais e para o sucesso de programas de reproduc¢ao da espécie.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisao da literatura é apresentada a seguir.

1.1 O cachorro-vinagre

O cachorro-vinagre (Speothos venaticus) (Figura 1) pertence a ordem
Carnivora e a familia Canidae, que possui 13 géneros e 35 espécies. Embora
apresentem um padrao anatémico relativamente uniforme, os animais dessa familia
variam significativamente quanto as dimensdes e ao padrdo de cor. Os canideos
apresentam a maior distribuicdo entre as familias da Ordem Carnivora, estando
distribuidos por todo o globo. Apenas nas ilhas oceanicas os canideos nédo sao
encontrados. Na América do Sul, sdo encontrados cinco géneros € nove espécies,
sendo que seis ocorrem no Brasil: Atelocynus microtis, Chrysocyon brachyurus,
Speothos venaticus, Cerdocyon thous, Pseudalopex vetulus e Pseudalopex
gymnocercus (SILLERO-ZUBIRI; MACDONALD, 2004).

A espécie ocorre do oeste do Panama ao leste dos Andes, Colémbia,
Equador, Peru, Venezuela e Guianas, até o leste da Bolivia e do Paraguai e extremo
nordeste da Argentina. No Brasil, ocorre da regido Amazbnica, até o leste do
Maranhdo, e do Brasil Central até Santa Catarina (Figura 2). A abrangéncia da
distribuicdo geografica atual foi reduzida nas regides Sul e Sudeste, assim como nas
areas mais densamente povoadas, de onde a espécie praticamente desapareceu.
Nas demais areas, a distribuicdo ndo é muito diferente da original (CABRERA;
YEPPES, 1960; THORNBACK; JENKINS, 1982, ZUERCHER et al., 2009). A espécie
€ extremamente rara em sua area de distribuicdo (THORNBACK; JENKINS, 1982;
COSTA, 1994; ZUERCHER et al., 2009).

E conhecido como bush dog em inglés e zorro vinagre em espanhol
(CABRERA, 1960). O comprimento médio da cabeca e corpo € de 74,3 cm (57 a 76
cm), o da cauda € em média 12,3 cm e o peso fica entre 5 e 7 kg. A coloragao varia
entre o marrom claro e o escuro, tendo tonalidade mais clara na cabeca e no

pescoco. Foram reconhecidas trés subespécies até o momento: S. v. panamensis,
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clara e porte semelhante a S. v. venaticus, encontrado no sudeste do Brasil

de porte médio e coloragao escura, na bacia do Rio Amazonas e S. v. wingei, de cor
(LINARES, 1967).

de porte pequeno e coloragao clara, no noroeste da América do Sul; S. v. venaticus,
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Fonte: Ricardo Zig Koch Cavalcanti, 2008.
Figura 1 - Cachorro-vinagre (Speothos venaticus)

Fonte: IUCN, 2009.
Figura 2 - Distribuigdo geografica do cachorro-vinagre
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Habita florestas e savanas umidas e vive geralmente proximo a agua. O
cachorro-vinagre € a espécie mais especializada dentre os canideos sul-americanos
adaptados a viver em florestas, com as caracteristicas necessarias para este
ambiente: pernas curtas e robustas, cauda e orelhas curtas e um padrao modificado
de coloragao de pelagem, sem as marcagdes encontradas no restante dos canideos
(LANGGUTH, 1975). Possui habitos principalmente diurnos e utiliza um abrigo a
noite, geralmente um buraco, podendo ser de tatu (Dasypus spp e Priodontes
maximus) ou tronco de arvore. Considerado semi-aquatico, inclusive por possuir
membranas interdigitais, € um canideo social que vive e caga em grupos, sendo
que, dentre os pequenos canideos € 0O unico que realiza caca cooperativa
(KLEIMAN, 1972; BEISIEGEL, 1999).

A dieta é altamente carnivora, tendo como itens principais animais de porte
consideravel para o tamanho da espécie, como roedores de grande porte, paca
(Agouti paca) e cutia (Dasyprocta spp.), tatus e até mesmo pequenos veados
(Mazama sp.). Inclui também pequenos roedores, aves, répteis e, esporadicamente,
alguns frutos. No Mato Grosso, um estudo de carcagas de presas e fezes indica que
a dieta é quase que exclusivamente a base de tatus-galinha (Dasypus
novemcinctus). No Paraguai, pacas e cutias representaram 91% da biomassa
consumida pela espécie, sendo o peso meédio das presas consumidas de 2,2 kg, ou
seja, 39% do peso do canideo na regido (ZUERCHER et al., 2005).

Estimativas preliminares de radiotelemetria sugerem que a area de vida de
uma matilha seja de pelo menos 100 km?, aparentemente nao dividida com outras
matilhas. Usando uma estimativa de area de vida de 20 km?, calcula-se que pelo
menos oito matilhas ocupavam uma area de 106.000 ha no Pantanal de Barido de
Melgaco, no Mato Grosso (OLIVEIRA; DALPONTE, 2008).

Os grupos familiares sdo pequenos, de quatro a sete individuos, podendo
chegar a 12. O tamanho médio dos grupos observados na Amazoénia brasileira foi de
4,5 animais (variagdo de 2 a 8 individuos), enquanto na serra das Araras, Mato
Grosso, a média foi de 2,6 individuos (variagado de 1 a 3). No Pantanal de Barao de
Melgaco, no Mato Grosso, foi estimado um tamanho médio de grupo de 2,75
individuos (variagao de 1 a 5 individuos) (OLIVEIRA; DALPONTE, 2008). Também
s&o encontrados individuos solitarios (MACDONALD, 1996).

O cachorro-vinagre é extremamente sociavel e seu comportamento envolve

intimo contato fisico entre os membros da matilha. Quando estdo dormindo, por
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exemplo, ndo apenas deitam juntos, mas formam uma pilha com seus corpos.
Outros comportamentos sociais sao o deslocamento em fila indiana e a alimentagao
em conjunto com um minimo de agressédo (MACDONALD, 1996). Além disso, o
cachorro-vinagre possui um amplo repertério de vocalizagbes e de comportamentos
sociais que promovem a comunicagao entre os membros do grupo (KLEIMAN, 1972;
PORTON, 1983).

Em relagdo a dinamica social, o centro da matilha € o par alfa, composto por
um macho e uma fémea. Esse casal recebe e inicia menos comportamentos
agressivos e recebe mais demonstragcdes de submissdo dos outros integrantes do
grupo. Um exemplo de comportamento submisso da espécie € deitar de barriga para
cima, com as orelhas voltadas para tras, abanando a cauda e empurrando o
receptor da submissdo ou o chdo com a pata. O par alfa apresenta altas taxas de
interagcédo entre si e estdo frequentemente envolvidos em atividades de grupo. Em
cativeiro, o estabelecimento da matilha é determinado pelo manejo, e ndo pelos
animais, pois ndo existe a possibilidade de dispersdo de individuos, o que
normalmente ocorre em vida livre (MACDONALD, 1996).

De acordo com Porton et al. (1987) a reprodugao do cachorro-vinagre em
cativeiro nao é sazonal e ¢é influenciada por fatores sociais, ao contrario da maioria
dos canideos. Talvez isso ocorra devido a uniformidade artificial de pressdes
ecologicas, como temperatura ambiental e disponibilidade de alimento. Assim, a
auséncia de sazonalidade observada em animais mantidos em cativeiro indica
provavelmente uma flexibilidade do ciclo reprodutivo que permite a influéncia de
outros fatores. De fato, o ciclo reprodutivo do cachorro-vinagre sofre influéncias de
fatores sociais: fémeas criadas com um ou ambos os pais, sozinhas ou com irmas,
nao entram em estro, comegando a ciclar somente quando sdo separadas do grupo
e pareadas com um macho. Portanto, nesta situagdo somente a fémea alfa produz
descendentes. A gestagdo dura aproximadamente 67 dias, apds a qual nascem de
um a seis filhotes.

O cachorro-vinagre é ainda pouco estudado, principalmente devido a
dificuldade de localizar os animais para estudos de campo, existem poucos estudos
em cativeiro e alguns relatos de avistamentos no campo. Praticamente nada se sabe
sobre sua ecologia (BEISIEGEL, 1999).
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1.2 Espécies ameacadas: extin¢gdo versus conservacgao no Brasil

A biodiversidade brasileira estd entre uma das mais ricas do mundo.
Abrigando cinco importantes biomas e o maior sistema fluvial do mundo, o Brasil tem
a mais rica biota continental do planeta. Junto a Coldmbia e a Indonésia, € um dos
paises que fazem parte da lista das nagbes chamadas megadiversas, responsaveis
por 70% da biodiversidade do planeta. A consideracdo de que o Brasil, segundo as
estimativas mais conservadoras, abriga 13,2% da biota mundial, rendeu-lhe o titulo
de pais megadiverso (DRUMMOND, 2008).

Como medida da importancia desta biodiversidade, no que tange a fauna,
soma-se hoje, dentro do universo das espécies conhecidas no Brasil, cerca de 530
espécies de mamiferos, 1.800 de aves, 680 de répteis, 800 de anfibios e 3.000 de
peixes, além de uma riqueza ainda ndao mensurada de invertebrados, dado o
elevado numero de espécies estimado para o grupo. No Brasil, a concentracao de
mamiferos € a maior do globo; dos anfibios encontrados no pais mais da metade é
endémica. Além disso, € um dos quatro paises, ao lado de Congo, Indonésia e
Madagascar, que, juntos, possuem 75% de todas as espécies conhecidas de
primatas (PAGLIA, 2005; DRUMMOND, 2008).

Entretanto, os numeros relativos a perda do patriménio natural brasileiro
chamam a atencdo. Com um territério que se estende por 8,5 milhdes de km?, é o
quinto maior pais do mundo e ocupa quase a metade de toda a América Latina,
estando entre as nag¢des mais populosas do mundo, com 50 milhdes de familias ou
quase 184 milhdes de habitantes em 2007, de origem e culturas variadas
(DRUMMOND, 2008). Atender as necessidades desta populagdo, aliada ao
desenvolvimento econdmico, leva a uma constante agressdo ao meio ambiente.

A Mata Atlantica € o bioma mais alterado, do qual restam apenas 27% da sua
cobertura original; o Cerrado cede, progressivamente, espago para a soja e, mais
recentemente, para a cana-de-agucar, de modo que a historia parece repetir o ciclo
econdmico que determinou a devastagcao da floresta atlantica; a Amazonia, outrora
inacessivel, perde a cada ano uma area de floresta que pode ser comparada a um
estado de Sergipe. A Caatinga e o Pantanal, apesar de ter a sua ocupagéo
dificultada pela dindmica peculiar de seus ciclos hidrologicos, também d&o sinais de

profundas modificagbes em sua paisagem. A principal causa da perda de grandes
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areas e, por conseguinte, de espécies, muitas das quais exclusivas dos dominios
biogeograficos brasileiros, deriva-se do modelo econémico e de ocupacéo territorial
pela populagdo humana (DRUMMOND, 2008).

As estatisticas mundiais de extincdo de espécies estdo entre centenas ou
milhares de vezes acima do que é registrado na histéria dos processos naturais de
extingdo; e o Brasil contribui para esse ritmo (DRUMMOND, 2008). A exploracao
desordenada do territorio brasileiro, envolvendo desmatamento e degradagdo dos
habitats, € uma das principais causas de extincdo de espécies. O avanco da
fronteira agricola, a caga de subsisténcia e a caga predatéria, o trafico de animais
silvestres e a introducao de espécies exéticas sao fatores que geram riscos para a
fauna brasileira. Os efeitos dessas ameagas podem ser medidos pelo crescente
numero de animais em risco de extingdo incluidos na Lista Vermelha do IBAMA
(PAGLIA, 2005), instrumento usado para se avaliar o estado de conservagédo da
biodiversidade permitindo aos paises a definicdo e a adogao de politicas de protegao
legal a mesma (DRUMMOND, 2008).

A Constituicdo Brasileira, promulgada em 5 de outubro de 1988, remete a
preocupagao em assegurar a manutengao da biodiversidade. Em seu Capitulo VI,
referente as questdes ambientais, Art. 225, paragrafo 1°, inciso VII, determina como
responsabilidade do Poder Publico “proteger a fauna e a flora, vedadas, na forma da
lei, as praticas que coloquem em risco sua fungao ecoldgica, provoquem a extingao
das espécies ou submetam os animais a crueldade” (DRUMMOND, 2008).

Baseando-se no principio de que as espécies sao as detentoras da
diversidade genética e constituem a base dos ecossistemas, as informag¢des sobre
sua distribuicao e status de conservacao fornecem o fundamento para a tomada de
decisbes sobre a conservacdo da biodiversidade em niveis local e global
(DRUMMOND, 2008).

A Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN) vem, ao longo dos ultimos 30 anos, elaborando listas vermelhas a
partir da avaliagao do status de conservagao das espécies em escala global, com o
objetivo de chamar a atengdo para aquelas ameacadas de extingdo e,
consequentemente, promover a sua conservacao. No Brasil, a primeira lista oficial
de espécies ameacadas de extingdo é datada de 1968. De acordo com a ultima lista
publicada em 2005 um total de 627 espécies da fauna esta ameacgado de extingcéo

no Brasil, distribuidos entre os grupos de invertebrados e vertebrados. A lista
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vermelha vigente até entdo no Brasil, promulgada pelo IBAMA, segundo as Portarias
1522/89; 45-N/92 e 62/97, continha 218 espécies (DRUMMOND, 2008),
demonstrando o crescimento do numero de espécies ameacadas.

O conceito de extingdo pode ser aplicado de acordo com a situacdo da
espécie. Quando uma espécie nao possui mais individuos na natureza, é
considerada extinta, mesmo que ainda existam exemplares em cativeiro, até mesmo
com a possibilidade de um dia voltarem a vida livre. A extingao representa a perda
de uma unidade da biodiversidade que compunha um sistema que ira se adaptar a
essa nova condigdo. Contudo, o processo progressivo e rapido de perda de
biodiversidade provoca desajustes cada vez mais dificeis de serem reorganizados.
Tal fenébmeno muitas vezes nao é percebido diretamente (ANDRIOLO, 2006).

De acordo com os critérios da IUCN (2001) foram definidos os seguintes
niveis ou categorias de ameacga (Figura 3), considerando o uso dos critérios em
escala regional, ou seja, em uma area geografica tal como um continente, pais,

estado ou provincia:

¢ Extinta — Uma espécie é considerada extinta quando ndo ha duvidas de que o
ultimo individuo morreu.

e Extinta regionalmente - Uma espécie é considerada extinta regionalmente
quando a mesma estiver extinta no pais, mas existente em outras partes do
mundo.

e Extinta na natureza - Uma espécie é considerada extinta na natureza quando
€ conhecida por sobreviver apenas em cativeiro, criagdo ou como uma
populagcao naturalizada fora de sua area original de ocorréncia.

e Ameacada - Enquadrada em trés niveis de ameaca:

« Criticamente em perigo - Espécie que corre um risco extremamente alto de
extingdo na natureza.

« Em perigo - Espécie que corre um risco muito alto de extingdo na
natureza.

o Vulneravel - Espécie que corre um risco alto de extingdo na natureza.
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e Quase ameagada - Espécie que nado atinge, mas esta préxima de atingir os
critérios de ameaca, ou provavelmente estara ameacada em um futuro
proximo.

e Na&o ameacgada - Espécie que foi avaliada quanto ao seu risco de extingao,
mas n&o se enquadrou em nenhuma das categorias de ameacga da IUCN.

e Dados insuficientes - Sem dados suficientes para enquadramento em alguma

das categorias acima.

A4

EXTINTA

v

EXTINTA REGIONALMENTE

v

EXTINTA NA NATUREZA

v

CRITICAMENTE EM PERIGO

COM DADOS ADEQUADOS AMEAGCADAS

v

EM PERIGO

v

VULNERAVEL

v

{ AVALIADA ) QUASE AMEAGADA

A4

NAO AMEACADA

ESPECE—— COMDADOS INSUFICIENTES A poys INSUFICIENTES

e NAO AVALIADA

Fonte: IUCN, 2001 (modificada).
Figura 3 - Estrutura das categorias da IUCN

Os critérios para classificagdo segundo os niveis de ameacga de determinada
espécie adotados pela IUCN baseiam-se em tamanho da populagdo, distribuicao
geografica, estimativas do numero de individuos adultos e probabilidades de
extingdo e de declinio da populagdo nos proximos anos (IUCN, 2001). Além da
classificagdo da IUCN, que auxilia os paises detentores da fauna ameacada na
tomada de decisbes para a conservagao das espécies foi realizada em 1973 a
Convengao sobre o Comércio Internacional das Espécies da Flora e Fauna
Selvagens em Perigo de Extingdo (CITES), que estabelece protegdo para animais e
plantas, por meio da regulagdo e monitoramento do comeércio internacional dessas

espécies, particularmente aquelas ameagadas de extingdo, impedindo que atinjam
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niveis insustentaveis. Atualmente a Convencéo conta com 175 paises. As espécies

séo listadas em trés anexos (CITES, 2009):

e Anexo [: inclui espécies ameacadas de extincdo e que sao ou podem ser
afetadas pelo comércio. O comércio de individuos destas espécies é
permitido apenas em circunstancias excepcionais.

e Anexo ll: inclui espécies ndo necessariamente ameacadas de extingdo, mas
cuja comercializagao deve ser controlada para evitar exploragao incompativel
com sua sobrevivéncia.

e Anexo lll: inclui espécies protegidas em pelo menos um pais signatario da
Convencgao que tenha solicitado as outras partes ajuda no controle de sua

comercializagao.

No Brasil, 82 espécies de mamiferos estdo oficialmente ameacadas, o que
representa ao redor de 10% das espécies nativas de mamiferos que ocorrem no
pais, segundo a mais recente compilagao disponivel. A grande maioria das espécies
ameacadas (40 espécies) esta incluida na categoria vulneravel, quase um terco (18
espécies) esta na categoria criticamente em perigo e as 11 espécies restantes
situam-se na categoria em perigo, segundo critérios de avaliacdo adotados para a
elaboragcao da lista em 2002. Nenhuma espécie foi considerada extinta ou
regionalmente extinta. As espécies ameacadas estdo distribuidas em 10 das 12
ordens com representantes no Brasil. Apenas as ordens Perissodactyla, cujo unico
representante no pais € a anta (Tapirus terrestris) e Lagomorpha, representada pelo
tapiti (Sylvilagus brasiliensis), ndo possuem espécies ameagadas (CHIARELLO et
al., 2008).

Foram citados diversos tipos de ameaga como os principais causadores de
declinio das espécies constantes da lista nacional. A maioria absoluta das espécies
(88,4%) estd ameacgada pela destruicdo de habitat e pelo desmatamento (73,9%),
fatores que sdo mais intensos no Cerrado, na Mata Atlantica e na Caatinga. Cacga e
perseguicao afetam 53,6% e 23,2% das espécies, respectivamente. Ou seja, mais
da metade das espécies esta ameagada por uma atividade ilegal, ja que a caga é
proibida no pais, exceto no Rio Grande do Sul, onde é controlada pelo IBAMA. Outro

fator relacionado é a captura para comércio ilegal, representando ameacga para 7,2%
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das espécies e o turismo, citado também para 7,2% das espécies (CHIARELLO et
al., 2008).

As principais causas de ameaga para os carnivoros sdao o desmatamento,
levando a degradacéo ou perda do habitat, e a caga predatéria, seja para protegao
de supostos ataques a animais domésticos como para a industria de pele (SILLERO-
ZUBIRI; MACDONALD, 2004). No Brasil, trés canideos s&o classificados como
quase ameagados pela IUCN, o cachorro-vinagre (Speothos venaticus), o lobo-
guara (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro-do-mato-de-orelhas-curtas (Atelocynus
microtis) (IUCN, 2009).

As espécies que apresentam uma pequena populagdo requerem mais
atencdo, tanto por esse ser um sinal da possibilidade de extingdo, como pelas
dificuldades impostas ao manejo. Nesse sentido a falta de conhecimento torna-se
um entrave para, por exemplo, dimensionar o tamanho de uma populacao suficiente
para sua perpetuacdo. A populagdo viavel minima corresponde ao numero de
individuos necessario para assegurar a sobrevivéncia de uma espécie. Esse numero
€ bastante discutivel, sendo que alguns propdéem um valor entre 500 e 1000, o que
seria suficiente para preservar a variabilidade genética. A perda de variabilidade
genética decorrente da redugdo do numero de individuos pode levar a uma
dificuldade de adaptacdo da espécie ao ambiente. A migragdo de individuos entre
populagdes e a mutagdo regular de genes tendem a aumentar a variabilidade
(PRIMACK; RODRIGUES, 2001; ANDRIOLO, 2006).

A combinacdo de abordagens para a conservagao pode ser a unica forma
para evitar a extingdo e recuperar a populagdo de espécies ameacadas. Uma das
abordagens € a conservagao in situ, que se caracteriza pela manutengcdo dos
animais no seu ambiente original e tem como foco estratégias de manutencao de
areas protegidas, fiscalizagdo, possibilidade de ampliacdo e conexdao de areas
fragmentadas, estudos de ecologia, demografia, comportamento alimentar,
reprodutivo e de genética. Outra abordagem é a conservagdo ex situ, que
corresponde a manutencdo dos animais fora do seu ambiente natural, como
zoologicos e criadouros, priorizando estudos com comportamento alimentar,
reprodugdo orientada para manutencdo da variabilidade genética no cativeiro,
comportamento e treinamento para possiveis reintrodugdes (ANDRIOLO, 2006).

Mas, os individuos mantidos em cativeiro sofrem estimulos estressores

ocasionados por alteragcbes em seus habitos, tais como proximidade forcada em
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relacdo as suas presas e/ou predadores, superpopulacao, dietas inadequadas, falta
de privacidade, formacao de grupos sociais impostos e grande proximidade com
humanos (MORGAN; TROMBORG, 2007). Nesse contexto, estudos sobre aspectos
enddcrinos relacionados ao comportamento, reprodugcdo e bem-estar vém

complementar as informagdes sobre a espécie em questao.

1.3 Situacao atual da espécie

Atualmente a espécie é classificada como quase ameacgada pela IUCN e esta
no Anexo | do CITES (Convengéo sobre o Comeércio Internacional das Espécies da
Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo) (CITES, 2000; IUCN, 2009).
Speothos venaticus migrou da categoria de vulneravel (IUCN, 2006) para a de quase
ameacgado em 2009. Isso significa que a espécie n&do cumpriu critérios da categoria
de ameacado, mas esta proximo de cumprir ou € provavel que transite para essa
categoria em um futuro préximo. A justificativa para a recente alteragado é de que
embora a espécie ocorra em uma grande variedade de habitats e possua uma ampla
area de distribuicdo, em nenhuma dessas areas é abundante e ocorre em
densidades muito baixas. Atualmente, a populacéo € estimada em 15.000 individuos
adultos e esta populagcdo provavelmente vai sofrer um declinio em torno de 10%
durante a proxima década principalmente devido a perda e degradagdo de seu
habitat. A espécie quase se classificou como ameagada segundo o critério C1,
definido pela estimativa de declinio populacional de no minimo 10% em 10 anos ou
em trés geracgdes (IUCN, 2009).

Speothos venaticus € uma espécie naturalmente rara ao longo de toda a sua
area de distribuicdo. As principais ameacgas a espécie sdo o desmatamento, tanto
das areas florestadas quanto do Cerrado, e a fragmentacgéo e alteragdo de habitats.
Doencgas transmitidas por animais domésticos também representam uma ameaca
consideravel a algumas populagdes, pois a espécie aparenta ser bastante sensivel a
uma série de doencas. Como sua dieta € altamente carnivora e concentrada em
animais como pacas e cutias, que sdo espécies cagadas também pelos seres

humanos, a caga das mesmas pode representar uma reducdo ou perda da fonte



31

alimentar, impactando negativamente este canideo raro (OLIVEIRA; DALPONTE,
2008).

No Brasil, atualmente, existem apenas trinta e dois animais mantidos em
cativeiro e 120 no exterior (informacdo verbal)'. As instituicdes que desenvolvem
trabalhos de conservagdo com o cachorro-vinagre contam com o Protocolo de
Manejo do Cachorro-vinagre e com o seu Studbook, que concentra informagdes e
recomendagdes para a manutengao da espécie em cativeiro (CHIEREGATTO et al.,
2005).

O primeiro canideo brasileiro a ter um Plano de Manejo foi o lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus). O Plano de Manejo para o Lobo Guara foi implantado em
1989. Em 1995 criou-se o Grupo de Trabalho de Canideos (GTC), reconhecido
oficialmente pelo IBAMA por meio da portaria n°® 1883, de 25/09/1995. A partir desta
data, o GTC passou a gerenciar as demais espécies de caes selvagens brasileiros,
além do lobo-guara. O funcionamento de um plano de manejo se da por meio da
organizagdo de um comité que congrega sete especialistas (estando representados
no comité 6rgdos como zooldgicos, ONGs e IBAMA). Esse comité tem carater
consultivo, atuando junto as instituicbes mantenedoras, sugerindo a elas um manejo
reprodutivo adequado, sempre levando em conta a integridade genética de cada
espécie, dietas apropriadas, cuidados com filhotes, programas de imunizagao contra
doengas, programas de educagdo ambiental, integragdo com pesquisadores em
natureza, pesquisa, conservacao, livro de registro genealdgico, elaboracdo de
protocolos de manejo entre outras atividades. Desde que foi iniciado o programa, as
pesquisas, tanto em natureza quanto em cativeiro, tiveram um grande aumento, o
que resultou na melhoria da qualidade de vida desses animais, principalmente em
cativeiro (RAMOS JR. et al., 2003).

O studbook é o livro de registro da arvore genealégica de uma espécie e
compreende o registro de todos os animais, vivos e mortos que descendem de um
grupo de ancestrais selvagens (fundadores) nascidos na natureza. O primeiro livro
de registro genealdgico para uma espécie selvagem foi publicado nos anos 20 para
o bisdo europeu (Bison bonasus). Os studbooks sdo extensas bases de dados de
linhagens de animais e desempenham um papel muito importante nos planos de

manejo de espécies ameagadas de extingdo. Atualmente existem varios studbooks,

! Informacéo fornecida por Chieregatto, Protocolo de Manejo do Cachorro-vinagre, em 2009.
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tanto regionais (compilacdo de informagdes de um dado pais ou regiao), quanto
internacionais (possuem informagées em nivel mundial). Dentre os canideos
brasileiros, duas espécies possuem studbook regional e internacional: o lobo-guara
e o cachorro-vinagre (RAMOS JR. et al., 2003).

Em 1979 sob o gerenciamento do zooldgico de Kopenhagen foi publicado o
primeiro studbook internacional para o cachorro-vinagre e em 2002 o zoolégico de
Sé&o Bernardo do Campo organizou o primeiro regional. De acordo com o Studbook
Internacional Cachorro do Mato Vinagre 2001 existem 129 espécimes mantidos em
37 instituicdes no Brasil e no exterior (RAMOS JR. et al., 2003).

As medidas para a conservacdo da espécie implicam maior protecao aos
seus habitats naturais, ndo apenas dentro de Unidades de Conservagao. Dadas as
caracteristicas biolégicas da espécie, ela necessita de areas muito grandes (mega-
reservas) para manter populagdes geneticamente viaveis. Dessa forma, a
conectividade entre as areas protegidas, incluindo reservas indigenas, ¢é vital. Como
os dados biolégicos sobre S. venaticus s&o praticamente desconhecidos em vida
livre, pesquisas cientificas sobre a sua biologia e ecologia basica, assim como a sua
distribuicdo geografica, sdo também importantes. A fiscalizacdo das areas
protegidas representa mais uma medida estratégica a sua conservacao (OLIVEIRA,;
DALPONTE, 2008).

1.4 Glicocorticoides e estresse

Os glicocorticéides secretados pelas glandulas adrenais regulam uma série
de processos metabdlicos que permitem que os animais mantenham suas fungdes
em um ambiente em constante mudanca. Os principais efeitos dos corticosterdides
sdo na regulacao de processos metabdlicos para a manutengdo da nutricdo celular,
regulagcao dos niveis de sddio e potassio e controle do volume do fluido extracelular.
Os glicocorticoides estdo associados a adaptagdo as mudancgas, que, em geral,
ocorrem em minutos, dias, semanas ou até mesmo, em meses. Sao essenciais para
o bem-estar animal e manutengéo da vida (MARTIN; CRUMP, 2003).

O cortisol e a corticosterona sao os principais glicocorticéides produzidos e

secretados pelo coértex da adrenal. O cortisol predomina em humanos, cavalos,
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porcos, ovelhas, caes e gatos, enquanto a corticosterona predomina em coelhos,
ratos e camundongos (MARTIN; CRUMP, 2003).

Existe pouco consenso na definicdo do estresse. Uma definicdo comumente
usada é a ruptura ou o risco de ruptura da homeostase, causados por influéncias do
ambiente externo através dos estimulos que promovem a resposta do estresse,
denominados como agentes estressores. Este processo desencadeia uma série de
respostas do organismo na tentativa de recuperar o equilibrio interno, a fim de
superar as condigdes adversas (CLARKE et al., 1988; WASSER et al., 1993;
MOSTL; PALME, 2002).

O estresse nao é necessariamente negativo e, inclusive pode possuir um
efeito positivo na condigédo corporal tornando a energia disponivel para o animal em
situagdes criticas (MOBERG, 2000; BLAS et al.,, 2007). Quando mamiferos s&o
submetidos a um nivel baixo de estresse ou de curta duragao, somente as reservas
biolégicas serao necessarias para lidar com o estresse, e essas reservas podem ser
rapidamente recuperadas com o restabelecimento da homeostase sem que seja
preciso um periodo de recuperagao significante (MOBERG, 2000). J& um estresse
severo pode resultar em doencas, e altos niveis de estresse crénico causam efeitos
deletérios no bem-estar e na saude do animal (SAPOLSKY, 1987; JOHNSON et al.,
1991). Sob efeito dos agentes estressores, o organismo reage ativando um
complexo repertorio de respostas adaptativas fisiologicas e comportamentais que,
guando inadequadas, excessivas e/ou prolongadas, podem afetar o comportamento
e ter conseqléncias adversas nas fungdes fisiologicas, tais como crescimento,
metabolismo, circulagdo, resposta imunolégica e resposta inflamatdria,
consequentemente diminuindo a aptidao do individuo para a reproducao (YOUNG et
al., 2001; MILLSPAUGH; WASHBURN, 2004).

1.5 Estresse e reproducéo

A atividade aumentada da adrenal, mensurada pela elevada concentragao de
glicocorticoides € comum em animais selvagens submetidos a estresse e pode

influenciar negativamente as capacidades reprodutivas dos animais. Ja se



demonstrou que o estresse causa efeitos deletérios na fungdo gonadal em humanos
e em uma grande variedade de animais domésticos (WILDT, 1996).

O estresse pode alterar a fungdo gonadal, pois a secregdao aumentada de
glicocorticéides afeta a sintese e secre¢cdo de gonadotrofinas, podendo, além de
causar alteragdes no ciclo reprodutivo normal, causar disturbios de implantagao e
desenvolvimento fetal, diminuindo assim o sucesso reprodutivo (RIVIER; RIVEST,
1991). Em mamiferos expostos a altos niveis de estresse também ocorre a alteragcédo
do comportamento reprodutivo, uma das causas de infertilidade. Geralmente, o
quadro é reversivel com a eliminagdo do agente estressor e com a adequacao de

condigdes de alojamento e manejo a espécie (WILDT, 1996).

1.6 Dosagem de metabdlitos de glicocorticbides fecais

A avaliagao de metabdlitos de glicocorticoides na urina ou nas fezes permite a
realizacdo de estudos de padrdes enddcrinos em individuos, populacbes ou
espeécies sem causar perturbagdes ao animal. Em meados da década de 80,
técnicas nao-invasivas de monitoramento endocrino foram adotadas para o estudo
da reprodugdo em diversas espécies de primatas, ungulados e aves mantidos em
cativeiro (MONFORT, 2003). Em 1979, Hodges e colaboradores foram pioneiros
avaliando metabdlitos de estrogeno e hormdnio luteinizante a partir da urina de
diversas espécies de primatas.

O monitoramento de metabdlitos de esterdides em fezes foi primeiramente
descrito em humanos por Adlercreutz e Martin (1976). Depois o método foi aplicado
em éguas (BAMBERG et al., 1984) e vacas (MOSTL et al., 1984), antes de ter sido
utilizado em uma espécie de primata (RISLER et al., 1987). O primeiro estudo com
monitoramento n&o-invasivo de horménios da adrenal em uma espécie selvagem foi
publicado em 1991 (MILLER et al., 1991).

A concentragdo de corticosteroides, ou de seus metabdlitos, pode ser
mensurada em fluidos corporais ou excre¢gdes, como sangue, urina, fezes e saliva. A
analise hormonal em fluidos corporais ou produtos de excre¢cao fornecem vasta
informacédo sobre o estado enddcrino do animal. A avaliagdo através do sangue

geralmente é utilizada no momento de uma avaliagao fisica geral (WILDT, 1996). A
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dosagem de glicocorticoides no sangue apresenta resultados de dificil interpretacao
bioldgica, pois além das variagdes ao longo do dia, devido ao ciclo circadiano de
liberagdo de ACTH, a coleta de sangue, em si, requer a manipulagdo do animal,
evento potencialmente estressante (MOSTL; PALME, 2002). A secregdo de
esterdides € um processo dinamico, as concentragdes de hormdnios circulantes e
excretadas variam marcadamente em dias, horas ou até minutos (WILDT, 1996),
portanto uma Uunica amostra sanguinea representa a concentracdo de
glicocorticéides naquele momento (MONFORT et al., 1993,1998), enquanto os niveis
fecais representam metabdlitos acumulados ao longo de um determinado periodo
(MOSTL; PALME, 2002). Deste modo, o monitoramento de metabdlitos hormonais
na urina ou nas fezes garante que a informagdo endocrinolégica nédo seja
comprometida pelo estresse momentaneo da contencgao fisica ou anestesia (WILDT,
1996).

Essa abordagem, que tem sido amplamente utilizada em diversas espécies
selvagens, como cachorros selvagens africanos (Lycaon pictus), lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus), urso (Helarctos malayanus), hienas (Crocuta crocuta),
orangotango (Pongo pygmaeus), chimpanzé (Pan troglodytes) e diversas espécies
de felideos (MONFORT et al., 1993; BROWN et al., 1994, 1995, 1996; VELLOSO et
al., 1998; BERBARE, 2004; MORATO et al., 2004; SCHWARZENBERGER et al.,
2004; YOUNG et al., 2004; PI1ZZUTTO et al., 2008a,b; VAN METER et al., 2009;
VASCONCELLOS et al., 2009), possui grande potencial para o estudo,
principalmente por ser nao invasiva, sendo a dosagem de metabdlitos hormonais
nas fezes o método de escolha para acessar a fungdo enddcrina em animais cativos
e de vida livre (SCHWARZENBERGER et al., 1996; WILDT, 1996).

A dosagem de metabdlitos de glicocorticéides fecais tem sido utilizada para
avaliar o estresse associado a dominancia, agressao ou ao impacto da interferéncia
humana no bem-estar animal, integrando também aspectos comportamentais e
genéticos, fornecendo dados importantes para a conservagdo e manejo de espécies
selvagens (MONFORT, 2003) sendo utilizada em estudos de ecologia, biologia da
conservagao e bem-estar animal (GOYMANN et al., 1999).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho s&o descritos a seguir.

3.1 Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo avaliar os perfis de metabdlitos de
glicocorticoides fecais através da técnica de radioimunoensaio em cachorros-vinagre
(Speothos venaticus) mantidos em cativeiro e suas possiveis implicagées na fungao
reprodutiva.

Desta maneira, visou também contribuir para o manejo da espécie em
cativeiro e oferecer bases para a realizagdo de pesquisas complementares com a

espécie.

3.2 Objetivos especificos

1) Realizar a validagéo fisiologica através do desafio com ACTH,;

2) Analisar o perfil de metabdlitos de glicocorticéides fecais em cachorro-
vinagre (Speothos venaticus) mantidos em cativeiro;

3) Verificar possiveis diferengas no perfil de metabdlitos de glicocorticoides
fecais de machos e fémeas;

4) Verificar possiveis diferengas no perfil de metabdlitos de glicocorticoides

fecais entre a fémea alfa e os outros individuos.
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3 Material e Métodos

Os materiais e métodos utilizados neste trabalho s&o descritos a seguir.

3.1 Animais

No criadouro onde foi realizada a pesquisa € mantida uma matilha composta
por doze animais, sendo um casal alfa, quatro machos da primeira ninhada do casal,
nascidos em 13 de dezembro de 2006 e trés fémeas e trés machos nascidos em 19
de dezembro de 2007. Todos os animais possuem identificagdo por microchip. Com
excecao da fémea alfa (F1), os outros individuos ndo possuem peculiaridades na
coloragdo da pelagem ou tamanho que permitam o reconhecimento individual.
Destes foram escolhidos quatro machos adultos e duas fémeas adultas,
identificados como M1, M2, M3, M4, F1 e F2 (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero do microchip, data de nascimento ou entrada no criadouro e sexo dos animais
Campina Grande do Sul - 2008

N° do microchip Data de nascimento Sexo
61959 Entrada em 13/09/2006 Fémea (F1)
79351 Entrada em 03/06/2005 Macho
302775 13/12/2006 Macho (M1)
245730 13/12/2006 Macho (M2)
280608 13/12/2006 Macho (M3)
296851 13/12/2006 Macho (M4)
389325 19/12/2007 Fémea (F2)
399629 19/12/2007 Fémea
3959099 19/12/2007 Fémea
402750 19/12/2007 Macho
404543 19/12/2007 Macho
411090 19/12/2007 Macho




4.1.1 Alojamento dos animais

A pesquisa foi realizada no Criadouro Onga-pintada, localizado em Campina
Grande do Sul — Parana/Brasil, no periodo entre 8 de setembro e 1 de novembro de
2008.

Os animais sdo mantidos em um recinto de 1.300 m?, composto de uma area
cimentada com quatro cambiamentos, onde é realizada a alimentagéo diaria, e uma
area de vegetacao natural. O recinto possui vegetagao abundante, um riacho, duas

tocas e uma plataforma suspensa para observacéao (Figuras 4, 5,6 e 7).

Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008. Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008.
Figura 4 — Cambiamento Figura 5 — Plataforma suspensa

Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008. Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008.
Figura 6 — Toca Figura 7 — Animal préximo ao riacho
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4.1.2 Dieta

A alimentacao oferecida diariamente para a matilha consiste em trés quilos de
carne bovina, moela ou pescogo de frango, 12 bananas, cerca de meio quilo de
mamao e meio quilo de ragao para caes. Ocasionalmente, sdo oferecidos ovos
cozidos e frutas da estagdo, como manga. A dieta é suplementada com Aminomix®
(suplemento vitaminico mineral) e carbonato de calcio em dias alternados. E,
segundo relato dos tratadores, os animais eventualmente cagam aves, como o jacu
(Penelope obscura), que vem se alimentar dos restos de frutas dentro do recinto. O
horario de alimentacédo é entre 14h00 e 16h00 de segunda a sexta-feira. Aos
sabados e domingos a alimentacdo é fornecida entre 06h00 e 08h00. A agua é

oferecida ad libitum.

4.2 Condicionamento dos animais

A fim de possibilitar a administragdo direta do alimento com o marcador na
boca de cada animal foi realizado condicionamento dos animais através da técnica
de condicionamento operante. Segundo Skinner (2003) o condicionamento operante
€ um mecanismo que premia uma determinada resposta de um individuo até ele
ficar condicionado a associar o prémio a agdo. O condicionamento operante € um
mecanismo de aprendizagem de um novo comportamento, um processo que Skinner
(2003) chamou de modelagem. O instrumento fundamental de modelagem é o
reforco. Existem dois tipos de reforgo: positivo e negativo. O reforco positivo é algo
que, ocorrendo juntamente com uma agao, tende a aumentar a probabilidade de a
agao acontecer novamente. Para o reforgo positivo utiliza-se algo que o sujeito do
condicionamento quer receber, como alimento, carinho ou elogios. O reforgo
negativo é algo que o sujeito evita, como por exemplo, um som desagradavel.
Através do reforgo positivo comportamentos que ja ocorrem, independente da
frequéncia, podem ser intensificados (PRYOR, 1999).

Foi escolhida a carne bovina para o condicionamento dos animais por ser um

dos itens da dieta, deste modo evitando alteracbes que poderiam ser fatores
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estressantes. A administragdo da carne com marcador foi estabelecida em um
horario diferente do horario habitual da alimentagao ja que o alimento deixa de ser
um reforgo positivo se o animal ja se alimentou, conforme afirma Pryor (1999). Cabe
relatar que o horario que precede a alimentagao habitual € um momento em que se
nota agitacdo entre os animais, podendo dificultar a execugdo das técnicas de
condicionamento e a prépria administracdo da carne marcada.

Durante uma semana foi realizado um processo de aproximagao que consistia
em permanecer sentada, sem realizar movimentos bruscos e em siléncio em frente a
tela do cambiamento durante uma hora entre 08h00 e 10h00. Além disso, durante
esse processo € recomendado evitar perfumes e usar a mesma roupa todos os dias
(informagdo verbal)®. Inicialmente os animais ndo se aproximaram mais de dois
metros de distancia da tela, permaneceram olhando e farejando. No terceiro dia
foram arremessados pedacos de carne sem marcador de cima da plataforma. A
maioria dos animais se afastou com a movimentacdo da pesquisadora ou apés a
carne cair no chao. Apenas um animal n&o apresentou tal comportamento.

No quarto dia a carne foi oferecida através da tela do cambiamento, tendo
sido utilizado um apito ultra-sdnico antes de a carne ser oferecida. O apito ultra-
sénico é comumente utilizado no treinamento de cades domésticos para o chamado e
poderia ser uma ferramenta a mais no condicionamento dos animais (informagao
verbal)>. Tal processo foi repetido nos trés dias seguintes. Porém, os animais
entravam no cambiamento independentemente do uso do apito, portanto tal
instrumento deixou de ser utilizado durante a pesquisa.

No sexto dia a fémea F1 pegou a carne diretamente na tela e nos dias
seguintes um macho e uma fémea também se aproximaram da tela para receber a
carne na boca, portanto a aplicacdo do condicionamento gerou o resultado
esperado. Levando em consideracdo que os animais ndo estavam habituados a
visita de pessoas estranhas rotineiramente, em pouco tempo foi possivel administrar
o marcador através dos pedacos de carne. O unico animal que levou mais tempo
para se adaptar foi um dos machos (M4).

Para os seis animais, durante o periodo de colheita de amostras, foi oferecida
a carne com o marcador sempre através da tela do cambiamento com o auxilio de

uma pinga (Figura 8). Quando do preparo das carnes com os marcadores (corante e

2 Informagao fornecida por Bosso, Fundagao Parque Zooldgico de Sdo Paulo, em 2008.
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migangas) sempre havia pedagos de carne sem marcador algum. Estes pedacos
eram utilizados para afastar os outros animais envolvidos daquele que estava
recebendo o seu pedago no momento (Figura 9).

E fundamental que seja levada em consideracéo a seguranca do treinador e
do animal. O condicionamento foi conduzido pelo lado de fora do recinto, utilizando-
se 0 método chamado de contato protegido. O conceito de contato protegido foi
desenvolvido para o manejo de elefantes em cativeiro com os objetivos de aumentar
a seguranga do tratador ou treinador e o bem-estar dos animais, ja que o método
utilizado anteriormente, onde havia livre contato entre homem e animal, envolvia
punicao fisica. No contato protegido existe uma barreira entre o treinador e o animal.
Essa barreira impede que o treinador esteja dentro do territorio do animal assumindo
uma posicdo de dominancia social (DESMOND; LAULE, 1991), expondo-se a

possiveis ataques do animal envolvido ou até mesmo dos outros membros do grupo.
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Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008. Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008.

Figura 8 — Administragdo da carne com Figura 9 — Administragdo da carne com e
corante azul para F1 sem marcadores

4.3 ldentificacdo dos animais

Foi realizada contengéo fisica com o uso de puga para leitura do microchip e
identificagdo de cada animal com bastdes marcadores de longa duragéao,
designados para uso em bovinos e ovinos (Raidex®), nas cores verde, roxo e
laranja. Cada cor foi utilizada em uma ou duas regides do corpo, possibilitando
assim a utilizagdo de apenas trés cores para identificar os seis animais.

A marcagao realizada na pelagem dos animais foi progressivamente

desaparecendo. Antes que ndo houvesse mais nenhum sinal da marcacao foi



realizada nova contengao fisica e os animais foram identificados através de areas
tricotomizadas (Figura 10), nas regides cervical dorsal, caudal dorsal e lateral dos
membros anteriores e posteriores. O Unico animal que nao recebeu a marcagao foi a
fémea F1, por possuir uma marcagao natural (pelagem mais clara na regiao cervical

dorsal), facilmente identificavel (Figura 11).
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Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008. Fonte: Suzana Bezzegh Hirata, 2008.
Figura 10 — Macho M3 Figura 11 — Fémea F1 (a frente)

4.4 Colheita das amostras

As colheitas das amostras fecais foram realizadas diariamente durante 45
dias consecutivos (periodo de estudo) pela manha, entre 08h00 e 10h00. Nesse
horario, muitas vezes os animais encontravam-se ainda dentro das tocas, portanto a
probabilidade de contato entre a pesquisadora e a matilha dentro de seu territério
era diminuida.

O volume total de fezes colhidas de cada animal diariamente era
homogeneizado manualmente e uma amostra acondicionada em um saco plastico
vedado identificado e datado. As amostras foram mantidas a - 20°C até o momento
da andlise.

Apdés a colheita e armazenamento das amostras fecais eram fornecidos
pedacos de carne bovina com os marcadores (corante e migangas). Inicialmente os
animais receberam corante alimenticio, disponivel no mercado para alimentagao
humana (Arcolor®) nas cores azul, verde, vermelho, roxo, prateado e dourado,
misturado ao alimento habitual (carne) no dia anterior ao da colheita a fim de

possibilitar a identificacdo das fezes. Nao foi possivel localizar as fezes coradas em
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vermelho, roxo, prateado e dourado. As quantidades desses corantes foram
aumentadas de meia colher de café para uma colher de sobremesa cheia, mas
mesmo assim nao foi possivel identificar estes corantes nas fezes. Por este motivo,
iniciou-se a administragdo de migangas plasticas nas cores branca, vermelha,
amarela, verde e rosa. As migcangas, esferas plasticas de aproximadamente 1,5mm
de didmetro, sao facilmente encontradas em lojas de armarinho ou de materiais para
artesanato. As migangas mostraram-se eficazes para a identificagdo das amostras.
Foi mantida a administragcdo do corante alimenticio azul para a fémea F1, pois esta
cor era possivel de ser identificada nas fezes.

Diferentes métodos de identificacdo de amostras ja foram utilizados em
estudos com glicocorticdides fecais, como os corantes, em lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus) (VELLOSO et al., 1998) e primatas (STAVISKY et al., 2001) e graos de
centeio, em hienas (Crocuta crocuta) (GOYMANN et al.,, 1999). DeMatteo (2004)
utilizou migangas plasticas coloridas em cachorro-vinagre. A identificacao individual
das amostras € necessaria para monitorar as mudangcas nos niveis de
glicocorticéides durante o periodo de colheita em cada animal devido as variagdes
entre individuos de diferentes idades ou posi¢ao social (LYNCH et al., 2002).

O transporte das amostras até Sao Paulo foi realizado em uma caixa térmica
com capacidade para 40 litros com seis quilos de gelo seco, conservando as

amostras em temperatura adequada, conforme recomenda Keay et al. (2006).

4.5 Teste de desafio ao ACTH: validacao fisiolégica

O teste foi realizado em uma fémea adulta (F2), com a colheita de amostras
fecais desde um dia antes até trés dias apos aplicagdo unica de ACTH (hormdnio
adrenocorticotropico).

O produto utilizado foi o Synacthen Depot™ (1mg/ml, Novartis Pharma), cujo
principio ativo € o tetracosactidio, um polipeptideo sintético que contém os primeiros
24 acidos aminados do ACTH natural. O produto possui atividade prolongada devido
a adsorgéao do tetracosactidio em um complexo inorganico de zinco, possibilitando a
sua liberagao gradual. O farmaco possui 100 Ul de ACTH/mg. A dose utilizada foi

de 0,2 ml/kg (2 Ul de ACTH/kg de peso vivo). Essa dose foi estimada com base em
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protocolos de estimulacdo da adrenal para outras espécies (GOYMANN, 1999;
WASSER et al., 2000), uma vez que nao se encontra tal protocolo para Speothos
venaticus.

A fim de padronizar os estudos realizados na area e permitir que sejam
comparados, Keay et al. (2006) recomenda que seja realizado o teste de desafio ao
ACTH para a validacéo fisioldgica do ensaio. O desafio simula uma real situagao de
estresse agudo no animal, o ACTH age na glandula adrenal ocasionando a liberag&o
de glicocorticéides, elevando seus niveis plasmaticos, com posterior retorno aos
niveis basais. O aumento seguido de queda é refletido nas fezes apds a
metabolizacdo e excrecao destes hormonios (WASSER et al., 2000), sendo um dos
métodos mais utilizados para validagao fisiolégica da dosagem de corticosterdides
fecais (MONFORT et al., 1998; GOYMANN et al., 1999; TERIO et al., 1999;
MORROW et al., 2002).

Estudos em diferentes espécies de carnivoros apontaram que a excregao dos
metabolitos de glicocorticoides nas fezes ocorre entre 24 e 72 horas apds a
administracdo do ACTH independente da forma de apresentacdo do farmaco,
normal, concentrado ou de deposicdo (MONFORT et al., 1998; GOYMANN et al.,
1999; DIAS, 2006).

O animal teve o peso estimado em 4 kg, portanto foi aplicado 0,8 ml do
farmaco por via intramuscular no membro posterior. O animal foi submetido a
contencgao fisica com o uso de puca para a realizagao do procedimento. A aplicagao

foi realizada por volta das 09h30.

4.6 Dosagens hormonais

As analises foram realizadas no Laboratorio de Dosagens Hormonais (LDH)
do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. As concentracbes de metabdlitos de
glicocorticoides foram mensuradas por radioimunoensaio utilizando-se conjunto
diagndstico comercial para dosagem de corticosterona em ratos com duplo anticorpo
(MP Biomedicals Inc., Costa Mesa, CA, USA).
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4.6.1 Processamento das amostras para extragao hormonal

Encontram-se na literatura diversos protocolos de extracdo hormonal em
fezes, sendo que os principais pontos testados nesses protocolos sao: a utilizagao
de amostras fecais Umidas ou liofilizadas, o tipo de solvente organico empregado e
suas concentragbes, numero de agitagdes e centrifugagbes realizadas para
separacgao dos hormoénios presentes no material fecal. No Laboratério de Dosagens
Hormonais (LDH), tém-se estudado diferentes protocolos de extragao de hormdnios
fecais em diversas espécies animais.

A metodologia empregada na extracdo dos metabdlitos foi de acordo com a
técnica descrita por Graham et al. (2001). A escolha dessa metodologia de extragéo
hormonal esta baseada nos resultados obtidos por Chelini (2006) que testou os trés
protocolos mais utilizados, sendo que a taxa de recuperagdo hormonal obtida para
progesterona foi de 80,5%, indicando a eficiéncia desse protocolo, o que é também
esperado para o cortisol.

No presente estudo, as amostras foram transferidas dos sacos plasticos para
tubos de polipropileno devidamente identificados para o processo de liofilizacdo e
posterior pesagem. Apos a liofilizagdo, fragmentos de ossos nao digeridos e
materiais vegetais foram removidos. Entdo, conforme sugerido por Graham et al.
(2001), aliquotas de 0,2g de fezes liofilizadas foram colocadas em tubos de 15ml e
adicionados 5ml de metanol (Metanol, P.A. - Merck®) a 80% (80% metanol: 20%
agua destilada). Os tubos foram, em seguida, fechados e agitados suavemente em
um homogeneizador de sangue (AP22, Phoenix, Araraquara, Brasil) por 15 horas.
Em passo subsequente, as amostras foram centrifugadas a 3500rpm por 15 minutos
e o0 sobrenadante resultante transferido para tubos de polipropileno e conservado a -
20°C até a realizacdo dos ensaios hormonais. Para esta etapa, as amostras foram
diluidas em tampao gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl (9,0g), azida sddica (1,0g) e
agua destilada (1000ml), pH 7,0], na proporgao de 1/10.
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4.6.2 Validagao laboratorial

A validagao laboratorial foi realizada utilizando-se o método de paralelismo. O
paralelismo utilizando matriz integra indica se o material utilizado esta interferindo na
ligacao antigeno-anticorpo. Foi utilizado um pool de amostras de baixa concentragao
hormonal (valores proximos aos limites inferiores da curva-padréo). Nesta amostra
foram adicionados valores conhecidos dos horménios estudados a fim de aproxima-
los dos pontos da curva-padrao, visando posterior analise comparativa pelo método

de regressao linear.

4.7 Analise estatistica

Todas as variaveis foram primeiramente analisadas quanto a sua distribuicdo
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov (teste KS), para verificagcdo de normalidade e o
teste de Bartlett para verificagdo de homogeneidade de varidncias, tendo sido
consideradas compativeis com a normalidade.

Sendo assim, os dados encontram-se expressos em fungao de suas médias e
respectivos desvios-padrdes. As comparacdes estatisticas entre as médias foram
determinadas pela analise de variancia e o teste de Tukey com um nivel de
significancia de 5% (0=0,05) (BERTOLDO et al.,, 2008). Os procedimentos
estatisticos foram realizados com auxilio do programa Stat View™ (SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).

Os picos individuais de glicocorticéides fecais foram obtidos a partir da
exclusdo seriada dos valores que excedessem a média total + 2,0 desvios-padroes
conforme proposto por Brown, Terio e Graham (1996), tendo sido necessaria uma
unica etapa de exclusdo, ou seja, na segunda série ja ndo havia mais valores a

serem excluidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos séo apresentados e discutidos a seguir.

5.1 Controle de qualidade do ensaio hormonal

50

O controle de qualidade dos ensaios de RIE foi realizado através da analise

dos coeficientes de variagao intra-ensaio, que foi inferior a 5% e do inter-ensaio,

inferior a 10%. A sensibilidade minima detectada foi de 4,49 pg/ml (Tabela 2).

Tabela 2 - Controle de qualidade obtido nos ensaios de corticosterona fecais - Sao Paulo — 2009

Cap

Controle CPM | CPM Lig. LN.E LN.E Sensibilidade

ponto
Ensaio Cl1 (67 C3 C4 0 | total B/BO CPM (%)

1 112.25622.85 | 127.45 | 670.45 | 18437 30695| 60% 382.00| 1.24%

2 122.45|678.37 | 107.64 | 689.92 | 17899| 29864 60% 316.00  1.06%

CV Inter
ensaio |117.35|650.61 | 117.545 | 680.185

Legenda: COM - contagem por minuto
L.N.E - ligagdo nao especifica
CV - coeficiente de variagao

5.2 Validacéo laboratorial

% (dose)
91(4,49)

91(3,39)

CVv CcVv
Intra = Intra

Baixo Alto

8.97% 5.21%

9.10%| 1.19%

0.12% 3.14%

Os valores das curvas obtidas a partir das diluigdes do hormdnio marcado em

um pool de amostras fecais para os metabdlitos de glicocorticoides apresentaram

alta e significativa correlagdo com as curvas padrées dos conjuntos diagndsticos

(Grafico 1). O valor de r=R? foi 0,95 para os metabdlitos fecais de glicocorticéides.
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Grafico 1 - Representagao grafica da curva de paralelismo obtida

para glicocorticéides fecais

5.3 Desafio com ACTH

O desafio com ACTH, para a validagéo fisiolégica do estudo, foi realizado em
uma fémea adulta (F2). A média e o desvio-padrdo dos valores de metabdlitos de
glicocorticéides fecais para a fémea F2 durante o periodo de observagao foram
16,95+11,70 ug/g de fezes secas. Um dia apds a aplicagao do ACTH (D1) observou-
se um pico no valor de 147,14 ug/g de fezes secas, seguido de uma queda conforme
o esperado, validando assim o estudo do ponto de vista fisiologico.

A dose utilizada, 0,2 ml/kg (2 Ul de ACTH/kg de peso vivo), havia sido
estimada com base em protocolos de estimulagdo da adrenal para outras espécies.
Constatou-se entdo, com a aplicagao deste teste, a eficacia da dose utilizada para
Speothos venaticus.

O grafico 2 mostra as concentragées de metabdlitos de glicocorticoides (ug/g

de fezes secas) obtidas um dia antes e trés dias apos a aplicagédo do ACTH (DO).
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Grafico 2 - Representagéo grafica do perfil de metabodlitos de glicocorticoides fecais (ug/g de

fezes secas) para a fémea F2, submetida ao desafio com ACTH

5.4 Metabdlitos de glicocorticédides fecais

Foi obtido um total de 100 amostras, sendo 24 para F1, 17 para F2, 24 para
M1, 11 para M2, 17 para M3 e sete para M4 (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero de amostras, média das concentragdes de metabdlitos de glicocorticoides fecais,
desvio-padrdao e valores minimos e maximos das concentragbes de metabolitos de
glicocorticoides fecais (ug/g de fezes secas) para os animais F1, F2, M1, M2, M3 e M4
Campina Grande do Sul — 2008

Animal N° de amostras Média Desvio-padréao Min./max.
F1 24 23,19 12,33 7,55/65,09
F2 17 16,95 11,70 7,33/51,50
M1 24 14,69 8,37 2,54/29,39
M2 11 13,98 7,88 6,06/28,03
M3 17 21,58 13,30 5,49/49,38
M4 7 13,26 7,43 2,32/23,15
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Grafico 3 - Representacao grafica das médias e desvios-padrdes das concentragbes de
metabolitos de glicocorticoides fecais em pg/g de fezes secas dos animais F1, F2,
M1, M2, M3 e M4, durante o periodo de estudo (ndo houve diferenga significativa
entre os animais, a = 0,05)

O numero de amostras obtido foi condicionado por uma série de fatores,
como a ampla extensido do recinto, o pisoteio das fezes pelos proprios animais e a
diluicdo pela agua da chuva, o que, segundo Spercoski (2007) poderia levar a uma
‘lavagem” das amostras e desta forma reduzir as concentragdes de metabdlitos de
glicocorticoides. Devido a esses fatores houve um menor aproveitamento das
amostras e diminui¢cao da frequéncia de localizagao das mesmas.

A exposicdo da amostra fecal a fatores ambientais como chuva e calor
excessivo pode afetar as concentragbes de metabdlitos de glicocorticdides nas
amostras fecais. Em condicdes controladas, amostras fecais de cervos da cauda
branca (Odocoileus virginianus) expostas a simulacdo de chuva tiveram suas
concentragbes de metabdlitos de glicocorticoides aumentadas em relagdo as
amostras fecais ndo expostas. O aumento da umidade nas fezes favoreceria o
desenvolvimento de microorganismos que podem converter bioquimicamente
glicocorticéides fecais em metabdlitos com afinidade ao anticorpo utilizado na
técnica de dosagem (radioimunoensaio de duplo anticorpo, anti-corticosterona).
Outros processos bioquimicos, como a clivagem ndo microbiolégica de grupos

laterais conjugados na molécula de glicocorticéide ou a liberacdo de metabdlitos de



glicocorticoides fecais de micelas lipidicas poderiam contribuir para o aumento nas
concentragcbes de metabdlitos de glicocorticdides nas amostras fecais
(MILLSPAUGH; WASHBURN, 2003). A média de umidade do ar, mensurada através
de um termo-higrobmetro digital (Incoterm®), foi de 87,3% durante o periodo de
estudo, devido a alta frequiéncia de chuvas. Apesar de as amostras excessivamente
umidas nao terem sido colhidas, a obtencdo de amostras em uma estacdo seca
seria interessante para comparacao, a fim de verificar se os resultados obtidos por
Millspaugh e Washburn (2003) podem ser observados em estudos a campo.

Segundo Terio et al. (1999) o calor excessivo leva a degradacado das
moléculas de metabdlitos de glicocorticéides das amostras fecais expostas em
relagdo as amostras ndo expostas ao calor. Durante o periodo do estudo as
temperaturas minimas e maximas mensuradas através de um termo-higrémetro
digital (Incoterm®) permaneceram entre 10 e 21°C (média de 16°C), possivelmente
nao interferindo nas concentragcées de metabdlitos de glicocorticoides fecais.

As amostras foram colhidas diariamente pela manha, como ja explicitado
anteriormente, portanto o tempo de exposicdo das fezes ao ambiente foi sempre
inferior a 24 horas. Além disso, em muitas ocasides as fezes foram colhidas
imediatamente apds a defecagao, eliminando possiveis alteracbes causadas pela
exposicao a fatores ambientais.

Todas as amostras foram devidamente homogeneizadas no momento da
colheita, pois outro fator que pode interferir nas concentragdes de metabdlitos de
glicocorticéides de uma amostra fecal € a distribuicdo destas substancias na massa
fecal. Estudos da distribuigdo de metabdlitos de outros esterdides, como progestinas
e estrogenos, na massa fecal de guepardo (Acinonyx jubatus), leopardo nebuloso
(Neofelis nebulosa), leopardo das neves (Panthera uncia) (BROWN et al., 1994) e
elefante africano (Loxodonta africana) (WASSER et al., 1996) indicaram que estas
substancias nao estao distribuidas de forma uniforme no bolo fecal, sendo que a
porcao interna da massa fecal possui concentragdes menores que a porgcao externa.
Foi reportado, inclusive, que existem diferencas nas concentracdes de metabdlitos
de glicocorticoides entre subamostras da mesma massa fecal (MILLSPAUGH;
WASHBURN, 2003).

No presente estudo os animais encontravam-se expostos aos mesmos fatores
ambientais, sob iguais condicbes de manejo e apresentavam a mesma condigao

corporal, portanto as analises das concentragdes de metabdlitos de glicocorticdides
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fecais nao mostraram diferengas significativas nos perfis individuais. Houve picos em
F1, F2, M1 e M3, porém quando aplicado o teste de comparagao entre as médias
das concentragdes de metabdlitos de glicocorticoides fecais n&do se observaram
diferencas significativas entre os animais. Possiveis variacbes entre os individuos
poderiam estar associadas tanto a fatores bioldégicos como sexo, idade, condi¢gao
corporal, estado reprodutivo e dieta, como a fatores ambientais e mesmo a possiveis
artefatos da técnica de monitoramento (MILLSPAUGH; WASHBURN, 2004).

5.4.1 Perfis individuais dos animais F1, F2, M1, M2, M3 e M4 durante o periodo de

estudo

Os perfis individuais dos animais F1, F2, M1, M2, M3 e M4 sdo demonstrados

a seguir (Graficos 4 a 9).
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Grafico 4 - Representagéo grafica das concentragdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em ug/g de fezes secas do animal F1 durante o
periodo de estudo
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Grafico 5 - Representacao grafica das concentracdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em pug/g de fezes secas do animal F2 durante o

periodo de estudo
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Grafico 6 -

Representagéao grafica das concentragdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em pg/g de fezes secas do animal M1 durante o
periodo de estudo
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Grafico 7 - Representacao grafica das concentragcdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em pg/g de fezes secas do animal M2 durante o
periodo de estudo
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Grafico 8 - Representacgéo grafica das concentragdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em ug/g de fezes secas do animal M3 durante o
periodo de estudo
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Grafico 9 - Representagao grafica das concentragdes de metabdlitos de
glicocorticoides fecais em ug/g de fezes secas do animal M4 durante o
periodo de estudo

Embora o macho M4 tenha apenas sete amostras sua média de concentracéo
de metabdlitos de glicocorticéides fecais comportou-se de modo semelhante a dos
outros individuos.

Constatou-se a ocorréncia de picos em quatro dos seis animais: F1, F2, M1 e
M3. Esses picos poderiam estar relacionados a eventos estressantes para os
animais, como a contencao fisica ou outras alteragdes na rotina da matilha. Os dias
em que se notam os picos ndo refletem nenhum dos fatores possivelmente
estressantes registrados durante o periodo de estudo. A partir disso, sugere-se que
novos estudos baseados em protocolos de comportamento animal sejam
desenvolvidos no sentido de se investigar as possiveis relacdes de causa e efeito
entre eventuais fatores estressantes e seus respectivos reflexos na producdo de

glicocorticoides.

5.4.2 Comparagéao entre os perfis de machos e fémeas

Nao houve diferengas significativas entre machos e fémeas (Grafico 10). Em

algumas espécies ocorrem diferencas entre os géneros, como em ledes-marinhos

(Eumetopias jubatus), que apresentam diferengas ndo apenas entre os géneros,
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mas também conforme a faixa etaria (MASHBURN et al., 2004), e saguis-de-tufo-
branco (Callithrix jacchus) (RAMINELLI et al., 2001), mas nao ha relatos para a
espécie em questao.
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Grafico 10 - Representagao grafica das médias das concentragdes de metabdlitos de
glicocorticéides fecais (ug/g de fezes secas) dos machos e fémeas durante o
periodo de estudo

5.4.3 Comparacgao entre os perfis da fémea alfa e dos outros individuos

Nao houve diferengas significativas entre as concentragdes de metabdlitos de
glicocorticéides fecais entre a fémea alfa e as dos outros individuos. Estudos com
animais que vivem em grupo, organizados em uma sociedade hierarquica, mostram
que os individuos subordinados estdo submetidos a um maior ou igual nivel de
estresse do que os dominantes, em condicdes de cativeiro. Em lobos cativos
encontraram-se niveis de cortisol, dosados na urina, similares nos individuos
dominantes e nos subordinados, assim como os resultados obtidos no presente
estudo. Ja em pesquisas com populagdes selvagens de lobo cinzento e cachorro
selvagem africano, demonstrou-se o contrario, animais dominantes apresentam
niveis elevados de glicocorticoides em relagédo aos subordinados (CREEL et al.,
1997; CREEL, 2005). Segundo Creel (2001) a disparidade entre as pesquisas deve-
se ao fato de que em cativeiro os individuos subordinados nao tém escolha a nao
ser ficar perto dos dominantes, enquanto em vida livre, os animais subordinados tém

a possibilidade de se dispersarem. Portanto, estudos em cativeiro, comparando
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individuos dominantes com subordinados n&o permitem estabelecer uma relacao
entre a posi¢ao social e niveis de glicocorticoides que represente o que ocorre em

populacdes de vida livre.

Pode-se sugerir que todos os animais estao aparentemente sem estresse, ou
que todos estariam em igual condi¢cao de estresse, o que € pouco provavel, ja que
vem ocorrendo reproduc¢ao. Isso aliado ao fato de o criadouro oferecer condi¢gdes de
semi-cativeiro, ou seja, um recinto amplo, coberto por vegetagdo natural em sua
maior parte, com um curso de agua, permitindo aos animais desempenharem uma
ampla variedade de comportamentos naturais da espécie, concordando com Moreira
et al. (2007), que afirma que prover condicbes que alcancem as necessidades
comportamentais pode melhorar a saude e o bem-estar e inclusive otimizar o
potencial reprodutivo.

Levando em consideracédo as dimensdes e a qualidade do recinto do
Criadouro Onca-pintada, além do manejo adequado, pode-se caracteriza-lo como
um ambiente apropriado para a espécie.

Comprovar a condigdo de estresse do cachorro-vinagre, demonstrando se
aspectos de manejo e fatores ambientais em cativeiro ou em areas de vida livre
interferem de modo importante ou n&o no bem-estar animal e no potencial

reprodutivo, é de interesse para a manutencgao e conservagao da espécie.
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6 CONCLUSOES

1. O desafio com ACTH mostrou o perfil reativo esperado, validando assim,
do ponto de vista fisioldgico, a técnica utilizada;

2. As concentragdes de metabdlitos de glicocorticoides fecais nao mostraram
diferencas significativas nos perfis individuais. Os animais F1, F2, M1 e M3
apresentaram um pico cada um durante o periodo de estudo, porém sem relagao
com nenhum evento estressante em particular;

3. Nao se verificou diferengca significativa nos perfis de metabdlitos de
glicocorticoides fecais entre machos e fémeas;

4. Nao se verificou diferenga significativa nos perfis de metabdlitos de

glicocorticoides fecais entre a fémea dominante e os outros individuos.
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