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RESUMO

BERBARE, P. E. B. Avaliacdo longitudinal das concentracdes de esterdides fecais em
féemeas de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi, Lacépéde, 1809). [Longitudinal
profiles of fecal steroids concentrations in jaguarundi’s females (Herpailurus yagouaroundi,
Lacépede, 1809)]. 2004. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo, 2004.

O trabalho teve por objetivo estudar o ciclo ovariano de fémeas de gato-mourisco
(Herpailurus yaguaroundi), mantidas em cativeiro, utilizando técnicas de extracdo e
quantificacdo de metabolitos fecais de hormoénios esterdides sexuais e corticosterona. A
mensuracdo dos metabdlitos fecais de estradiol, progesterona e cortisol foi efetuada por meio
da técnica de radioimunoensaio (RIE). Foram utilizadas oito exemplares fémeas, mantidas na
Fundagao Parque Zoologico de Sdo Paulo, Sao Paulo. As colheitas foram realizadas cinco
vezes por semana durante o periodo de nove meses. As amostras foram acondicionadas
individualmente em sacos plésticos e mantidas em freezer a - 20°C. A mediana da duragdo do
ciclo estral (n=33) de gato-mourisco, definido por dois picos consecutivos de metabolitos
fecais de estradiol, encontrada no presente estudo, foi de 24 dias; e a duragdo médiatEPM do
estro (n=41) foi de 8,65+0,38 dias. O valor da mediana dos valores basais para os metabolitos
de estradiol foi de 4,67ng/g de fezes, e dos valores de pico 87,32ng/g de fezes. Para as
progestinas os valores encontrados para mediana foram de 0,75ug/g de fezes e 7,49ug/g de
fezes para valores basais e de pico respectivamente. As variagdes no perfil de progestinas
sugeriram nao terem ocorrido ovulagdes espontaneas. Nao foi encontrada correlagdo entre

progestinas e corticosterona durante os periodos de gestagdo, lactagdo e apods a retirada dos

filhotes.

Palavras-chave: Metabolitos. Esterdides. Ciclo estral animal. Radioimunoensaio. Felidae.



ABSTRACT

BERBARE, P. E. B. Longitudinal profiles of fecal steroids concentrations in jaguarundi’s
females (Herpailurus yagouaroundi, Lacépéde, 1809). [Avaliacio longitudinal das
concentragdes de esteroides fecais em fémeas de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi,
Lacépede, 1809)]. 2004. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdao Paulo, Sdo Paulo, 2004.

The aim of this study was analyze the ovarian cycle of captive jaguarundi (Herpailurus
yvagouaroundi) trough fecal steroid. Radioimmunoassay (RIA) was used for the measurement
of estradiol, progesterone and cortisol metabolites in feces. Fecal samples were collected five
days per week from eight females kept at Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo during
nine months. These samples were placed into zip-lock bags and stored in freezer at - 20°C.
The median of estrous cycle length, defined by two consecutive peaks of fecal estradiol
metabolites, found in this study was 24 days (n=33 cycles) and the mean (tSEM) of estrous
duration was 8,65+0,38 days (n= 41 cycles). The median concentrations of fecal estradiol
metabolites were 4,67ng/g of feces and 87,32ng/g of feces for basal and peak values
respectively. Progestins median found was 0,75ug/g of feces for basal and 7,49ug/g of feces
for peak values. The fluctuations in progestins profiles suggested that spontaneous ovulation

did not occur. No correlations were found between progestins and fecal corticosterone during

pregnancy, lactation and kitten removal.

Key words: Metabolites. Steroids. Animal estrous cycle. Radioimmunoassay. Felidae.
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1 INTRODUCAO

Os carnivoros, por ocuparem o topo da cadeia alimentar exercem um controle
importante sobre a populacdo de suas presas, e conseqlientemente sobre o equilibrio dos
ecossistemas que habitam.

A destrui¢do do habitat natural, a caca e o comércio dos animais e seus subprodutos
vem causando um impacto grande nas populagdes de vida livre. Em cativeiro, o baixo sucesso
reprodutivo e a consangiiinidade dificultam a manutencdo de populagdes geneticamente
viaveis.

Existem 37 espécies que compdem a familia Felidae, sendo que o gato doméstico
(Felis catus), ¢ a UuUnica que ndo apresenta nenhum grau de ameaca de extingdo.
Compartilharam um ancestral comum ha 10-15 milhdes de anos atrdas (COLLIER; O’BRIEN,
1985) e estdao distribuidos por todos os continentes exceto na Australia, Antartica, algumas
ilhas da Oceania e a ilha de Madagascar (OLIVEIRA, 1994).

Dentre as oito espécies de pequenos felideos neotropicais, temos o gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi), cuja distribuicao abrange desde o sul do Texas até as provincias
de Buenos Aires e Rio Negro (aproximadamente 39° S) na Argentina, e todo o Brasil com
excecao do sul do Rio Grande do Sul (OLIVEIRA; CASSARO, 1997).

Segundo dados obtidos no censo da Sociedade de Zooldgicos do Brasil (SZB) a
populacdo em cativeiro no pais se manteve estavel nos ultimos anos. Esta estabilidade ¢é
proporcionada pelo equilibrio entre entradas (nascimentos e animais incorporados) e saidas
(6bitos). Considerando os dados do censo, a contribui¢do dos nascimentos e incorporados €
praticamente a mesma. Na Fundacdo Parque Zoologico de Sao Paulo, local onde foram
realizadas as colheitas deste trabalho, a situacdo de estabilidade nos ultimos apps ¢

;
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semelhante, mas em relacdo a entrada de animais a participagdo dos nascimentos ¢ mais
importante (figura 2). Nascimentos estes que acontecem ao longo de todo o ano e em numero

expressivo se comparado ao de outras instituigdes no pais.
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Figura 1 - Populagdo de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) em cativeiro no Brasil
Fonte: Censo da Sociedade de Zooldgicos do Brasil (SZB)
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Figura 2 - Populagdo de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) em cativeiro na Fundacao Parque
Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP)
Fonte: Censo da Sociedade de Zooldgicos do Brasil (SZB) e dados da fundagdo (anos de
2002 ¢ 2003)

Quanto a populaciao de vida livre, a real situagdo da espécie no Brasil ainda ndo ¢

totalmente definida, pois os estudos ainda sdo escassos e com a progressiva destrui¢do de seu
e
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habitat natural ¢ provavel que ja esteja ameagado de extingdo em algumas regidoes do pais.
Mas, até o presente momento ndo ¢ considerada ameagada de extingdo pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Pelo
Conservation International Trade in Endangered Species of Wild Flora and Fauna (CITES) o
gato-mourisco esta listado no apéndice I nas Américas do Norte e Central desde 1987 e no
apéndice Il na América do Sul. Nao esta listado pela International Union for the Conservation
of Nature and Natural Resources (IUCN), tendo sua classificagdo global como categoria 5c e
5 (a mais baixa prioridade) regionalmente.

Os estudos reprodutivos em espécies ameagadas sdo de grande valia, pois geram
conhecimentos que poderdo ser aplicados em programas de reproducdo natural e assistida,
com o intuito de maximizar a reprodugcdo ¢ manter a populagcdo estdvel e geneticamente
viavel. As técnicas ndo invasivas para estudos reprodutivos em espécies selvagens tém sido
preconizadas pelo fato de reduzir ou, até mesmo eliminar, as interferéncias com a rotina do
manejo de animais adaptados ao cativeiro, evitando-se dessa forma as alteragdes decorrentes
do estresse. Essas técnicas consistem basicamente na extragdo de hormonios ou de seus
metabolitos, de matrizes bioldgicas, principalmente fezes e urina, ¢ vem sendo amplamente
utilizadas em diversas espécies (BAMBERG et al., 1991; LASLEY; KIRKPATRICK, 1991;
SCHWARZENBERGER et al., 1996), inclusive em felideos, permitindo avaliacdo de fungdo
ovariana, diagnostico de gestagdo (BROWN et al., 2001; BROWN; WILDT, 1997), fun¢ao
testicular (MORATO, 2001) e monitoramento da resposta da glandula adrenal em situagdes
de estresse, dada a grande participagdo dos hormonios glicocorticoides neste fendmeno
(MOSTL; PALME, 2002; STILWELL; BROWN; GRAHAM,1996).

A utilizagdo do monitoramento hormonal permite analisar o ciclo ovariano e suas fases
de forma mais precisa. No entanto, o método tradicionalmente utilizado para esse tipo de

estudo envolve colheitas seriadas de amostras de sangue, o que representa uma dificuldade
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extrema nos estudos com espécies silvestres uma vez que se tornam necessarias contencoes
fisicas e quimicas freqiientes, ocasionando estresse severo ao animal. A condi¢ao de estresse
pode levar a alteragdes dos resultados obtidos pela acdo das concentracdes elevadas de
cortisol plasmatico sobre o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas (DOBSON; SMITH, 1995).
Esta condi¢ao também pode comprometer a saude do animal ao induzir uma imunodeficiéncia
e propiciar o surgimento de infecgdes por agentes oportunistas (BREAZILE, 1987; RILEY,
1981). Além disso, ja foi descrita a interferéncia que algumas drogas anestésicas podem
exercer, mesmo que temporariamente, na secre¢do hormonal (CLARK; DOUGHTON, 1983)
e na ovulacdo (HOWARD et al., 1992).

Os dados em literatura sobre o ciclo reprodutivo do gato-mourisco sdo escassos e
baseados apenas em observagdes comportamentais (HULLEY, 1976; MELLEN, 1993).
Assim, mesmo apresentando esta estabilidade na populacdo em cativeiro ¢ ndo sendo uma
espécie considerada ameagada, informagdes sobre a fisiologia reprodutiva desta espécie sao
de extrema importancia ndo apenas pelo conhecimento gerado, mas também pela utilizagao
futura destas informagdes em programas de reproducdo assistida. A validagdo desta técnica
também se faz importante para a sua utilizacdo no monitoramento de animais de vida livre.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo estudar o ciclo ovariano desta espécie,
utilizando a metodologia de extracdo e quantifica¢do de metabolitos de estradiol e progestinas
fecais, além de avaliar o perfil fecal do horménio corticosterona em fémeas em fase de
gestacdo, lactagdo e apos a retirada dos filhotes, momentos considerados potencialmente

estressantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir serdo abordados em separado cada aspecto da revisdo de literatura, visando

facilitar a leitura.

2.1 A familia Felidae

A familia Felidae pertence a sub ordem Feliformia, Ordem Carnivora, Classe
Mammalia, Filo Chordata, Reino Animalia.

Possui representantes em todo o mundo com excecao na Antartica, Australia, ilha de
Madagascar e algumas ilhas da Oceania. Originou-se da familia Miacidae que populou a
América do Norte e a Eurasia no periodo Eocénico, hd 65 milhdes de anos (BADINO, 1975;
WALKER; NOWAK, 1968).

Compreende 37 espécies, sendo 36 selvagens. Wozencraft (1993), considera que estas
estdo agrupadas em trés subfamilias: Acinonychinae com o género Acinonyx; Felinae com os
géneros Caracal, Catopuma, Felis, Herpailurus, Leopardus, Leptailurus, Lynx, Oncifelis,
Oreailurus, Otocolobus, Prionailurus, Profelis e Puma;, e Pantherinae com os géneros
Neofelis, Panthera, Pardofelis ¢ Uncia. No entanto, estudos de genética molecular,
envolvendo técnicas, como eletroforese bidimensional e tridimensional de proteinas, fixa¢ao
do microcomplemento, hibridizagdo de DNA-DNA e sequénciamento direto do DNA vém
mostrando novas relagdes filogenéticas importantes, evidenciando trés radia¢des primarias

dentro dos felideos: linhagem da jaguatirica, linhagem do gato-doméstico e linhagem
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pantherine (O’BRIEN et al., 1996). Baseado nestes estudos, os géneros Leopardus, Oncifelis e
Oreailurus pertecem a linhagem da jaguatirica (6 espécies); os géneros Felis e Otocolobus a
linhagem do gato-doméstico (7 espécies) e os gé€neros Acinonyx, Panthera, Neofelis,
Pardofelis, Lynx, Caracal, Leptailurus, Profelis (inclui o antigo Catopuma), Prionailurus,
Mayailurus, Ictailurus, Herpailurus ¢ Puma constituem a linhagem pantherine (21 espécies).
Estes e novos estudos vao permitir uma classificagdo taxondmica mais precisa das espécies,
deixando para tras diversos esquemas, que se baseavam em caracteristicas morfologicas e
fisiologicas e em dados de etologia

Sdo animais predominantemente solitarios ¢ noturnos (WALKER; NOWAK, 1968).
Sao carnivoros estritos, por isso essencialmente predadores e assim sua alimentagdo baseia-se
somente na ingestao de tecidos de origem animal (ALLEN et al., 1996).

Existem 10 espécies de felinos neotropicais: gato-do-mato-pequeno (Leopardus
tigrinus - Schreber, 1775), gato-maracaja (Leopardus wiedii - Schinz,1821), gato-do-mato-
grande (Oncifelis geoffroyi - D’orbigny e Gervais,1844), gato-palheiro (Oncifelis colocolo -
Molina, 1782), gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi -Lacépeéde, 1809), jaguatirica
(Leopardus pardalis - Linnaeus, 1758), puma (Puma concolor - Linnaeus, 1771), onga
(Panthera onca - Linnaeus, 1758), gato-andino (Oreailurus jacobitus - Cornalia, 1865) e
kodkod (Oncifelis guigna - Molina, 1782)(WOZENCRAFT, 1993). Destes, apenas os dois
ultimos nao sdo encontrados em territdrio brasileiro.

Os felinos neotropicais sdo em geral solitarios, ¢ interagem entre si apenas para se
reproduzir ou quando ainda sd3o muito jovens. Com exce¢do do gato mourisco, que tem
habitos diurnos, os felinos neotropicais sdo noturnos. Suas presas sdo mortas por asfixia ou

por mordedura na regido da nuca (OLIVEIRA, 1994).

N
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2.2 A espécie em estudo

O gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) é uma das oito espécies de pequenos
felideos neotropicais, cuja distribuicdo abrange desde o sul do Texas até¢ as provincias de
Buenos Aires e Rio Negro (aproximadamente 39° S) na Argentina, ¢ por todo o Brasil com
exce¢do do sul do Rio Grande do Sul (OLIVEIRA; CASSARO, 1997). Ocupa um habitat
extremamente variado, incluindo florestas tropicais e subtropicais, cerrados, caatinga,
pantanal e vegetacdes secundarias (BISBAL, 1989; GUGGISBERG, 1975; MONDOLFI,
1986).

O nome Herpailurus deriva do Latim “herpa”, que significa estranho e do Grego
“ilurus” que significa gato. J& yagouaroundi é derivado da palavra Guarani “yaguarundi”,
usada para identificar este gato (AZARA, 1802 apud OLIVEIRA, 1998, p. 4). A palavra
“yagua” se refere a todos os animais que se alimentam de carne e “rundi” ¢ provavelmente
derivado de “irundi” que significa o nimero 4 ou de”hung’i,” que significa o amarronzado
(TIBIRICA, 1989).

Baseado na distancia imunoldgica da albumina, ¢ colocado na linhagem Pantherinae,
que surgiu de 4 a 6 milhdes de anos atrds (COLLIER; O’BRIEN, 1985), e dentro desta
linhagem, no grupo Puma, juntamente com o guepardo (Acinonyx jubatus), com base em
estudos de DNA mitocondrial (JOHNSON; O’BRIEN, 1997). Apresenta 38 cromossomos,
como os demais felideos, enquanto que os pequenos felideos neotropicais possuem apenas 36
(OLIVEIRA, 1994).

Tem membros curtos, a cabega proporcionalmente pequena em relagdo ao corpo
alongado, orelhas pequenas e cauda longa. Sua pelagem ¢ uniforme, podendo ocorrer em trés
padrdes de coloragdo: preto-amarronzada, cinza e o vermelho-amarelado. Geralmente as

coloracdes mais escuras sdo encontradas em regides de florestas imidas, enquanto que as
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coloragdes mais claras ocorrem em ambientes mais secos (EMMONS, 1990). Estas
caracteristicas lhe conferem a aparéncia similar a de um mustelideo.

Seu comprimento total varia de 93 a 120cm e seu peso, quando adulto de 2 a 9 kg
(MONDOLFI, 1986). Tem habitos solitarios e terrestres, mas diferem das outras espécies de
felideos no que tange ao periodo do dia de maior atividade. Sao preferencialmente diurnos
apresentando picos de atividade entre as 14:00 e 16:00 horas, com queda consideravel apds as
18:00 horas (KONECNY, 1989).

Em vida livre sua alimentag@o constitui-se basicamente de pequenos roedores, aves ¢
répteis. No entanto ja foram encontrados peixes (MANZANI; MONTEIRO FILHO, 1989) e
um sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) (XIMENEZ, 1982) em conteido estomacal de
individuos desta espécie. Em cativeiro, diversos itens sdo oferecidos, dentre os mais comuns
temos o pescogo de frango, a carne bovina, pintainhos e camundongos. Quando comparado a
adultos de outras espécies de felideos, o gato-mourisco apresenta um variado repertorio de
vocalizagdes com 13 distintos ruidos (HULLEY, 1976).

O ciclo estral tem duragao de 53,63 dias (MELLEN, 1993), sendo 3,17 dias o periodo
do estro. A maturidade sexual ¢ alcancada entre 2 e 3 anos de idade (HULLEY, 1976), no
entanto Mellen (1993) verificou que em fémeas ocorre com 1,6 anos. Ha uma discordancia no
que diz respeito ao periodo reprodutivo. De acordo com Ewer (1973) e Grzimek (1975) nao
ha estacionalidade reprodutiva nos tropicos. Por outro lado, Guggisberg (1975) menciona
duas estagdes reprodutivas no México. A gestacdo dura de 70 a 75 dias (HULLEY, 1976),
apods os quais, nascem em média 1,83 filhotes (MELLEN, 1993). Entre 21 e 30 dias a fémea
da pequenas porgdes de alimento e com 42 dias os filhotes ja sdo aptos a se alimentarem
sozinhos (HULLEY,1976). Durante o periodo de receptividade a fémea rola sobre o proprio
dorso e deposita urina em varios pontos, enquanto emite sons semelhantes a um choro.

Durante a copula a fémea vocaliza e o macho a imobiliza, mordendo o seu pescogo
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(HULLEY, 1976). E uma espécie solitaria (GUGGISBERG, 1975), no entanto hé relato de
pares (CABRERA; YEPPES, 1960) e grupos (NOVAES', 2003, informagéo verbal).

Os dados sobre area de uso no Sudeste do Brasil, obtidos por radiotelemetria,
consideram 17,6 Km® para um macho observado ¢ 6,8 Km” para uma fémea observada
(CRAWSHAW, 1995).

Existem 8 sub-espécies reconhecidas (CABRERA, 1957; HALL, 1981): H. y.
armeghinoi, que ocorre no oeste da Argentina; H. y. cacomitli, que ocorre no sudeste do
Texas e México, H. y. eyra, Brasil, Paraguai e Argentina; H. y. fossata, México e Honduras;
H. y. melantho, Peru e Brasil; H. y.panamensis, Nicardgua at¢ o Equador ; H. y. tolteca,
Meéxico e H. y. yagouaroundi nas Guianas ¢ Amazonia (mapa em Anexo A).

A pele do gato-mourisco ndo tem valor comercial, logo este ndo ¢ um motivo para

caca, mas sim a atividade de predagdo realizada por esta espécie em propriedades rurais.

2.3 Estudos reprodutivos em felideos

Estudos sistematicos de fisiologia reprodutiva em felideos comegaram nos anos 70,
utilizando o gato doméstico mantido em condi¢des de laboratério (GOODROWE et al., 1989;
WILDT, 1991).

Nos anos 80 a utilizagdo de algumas espécies de felideos selvagens mantidos em
cativeiro possibilitou estudos de caracterizacdo seminal (WILDT et al., 1987), descrigdes da
atividade ovariana via laparoscopia, apos tratamento com gonadotrofinas exoégenas (WILDT
et al.,, 1979) e aplicagdo de técnicas de reproducgdo assistida, como inseminagdo artificial

(DRESSER et al., 1982) e transferéncia de embrides (POPE et al., 1989). A utilizacdo de eCG
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e hCG em conjunto, em doses e horarios de aplicagdo variados, tem se mostrado efetiva para
o desenvolvimento folicular em varias espécies de felideos selvagens: puma (Puma concolor)
(BONNEY, et al., 1981), tigre (Panthera tigris) (DONOGHUE et al., 1990) guepardo
(Acinonyx jubatus) (BROWN et al., 1995, 1996; HOWARD, et al., 1992), gato-leopardo
(Felis Bengalensis) (BROWN et al., 1994), leopardo das neves (Panthera uncia) (BROWN et
al., 1994), leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa) (BROWN et al., 1995), jaguatirica
(Leopardus pardalis) (SWANSON et al., 1996) e em gato-mourisco (Herpailurus
vagouaroundi) (POPE et al., 1998). Esta indugdo ¢ fundamental em trabalhos de reproducao
assistida, no entanto, deve-se atentar que existem relatos de que estas gonadotrofinas podem
comprometer o transporte na tuba uterina, a fertilizagdo e a implantagdo de embrides
(GRAHAM et al., 1996, 2000) e induzir reagdo imunologica, com diminui¢cdo da resposta
ovariana ao longo do tempo (SWANSON et al., 1995, 1996). Assim estudos recentes vém
testando a utilizagdo da associagdo de FSH e LH, que até o presente momento nao apresentou
os efeitos deletérios encontrados com o uso de eCG e hCG (CRICHTON et al., 2003). A
pesquisa em biotecnologia vem crescendo rapidamente nestas espécies dada a importancia

desta ferramenta na conservacao (SILVA; MORATO; SILVA, 2004).

2.4 Monitoramento nao invasivo

Utilizadas em diversas espécies, as técnicas ndo invasivas consistem na extragdo de
substancias de secre¢des naturais. Ha relatos da utilizacdo desta ferramenta para a
quantificagdo hormonal em saliva: cdes (KOBELT et al., 2003), primatas (LUTZ et al., 2000),

suinos (MENDEL; ZANELLA; BROOM, 1992), humanos (CELEC et al., 2003; HALLIGAN
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et al., 2004); leite: bovinos (VERKERK, et al., 1998); fezes: humanos (ADLERKREUTZ;
MARTIN, 1976 apud SCHWARZENBERGER et al, 1996, p. 516), primatas
(GUIMARAES, 1999; MATSUMORO et al., 1999; RIBEIRO, 1994; WASSER et al., 1988,
1991), canideos (GROSS; THARNISH; RODDEN, 1991; GUDERMUTH et al., 1998;
SANDS et al., 2004; VELOSO et al., 1998; WASSER et al., 1995), eqiliideos (PALME et al.,
1994; SAFAR-HERMANN et al., 1987, SCHWARZENBERGER et al., 1991), cervideos
(PEREIRA, 2001), elefante (WASSER et al., 1996), roedores (MEIRELLES, 1993) e aves
(GOYAMANN; MOSTL; GWINNER, 2002); suor: humanos e ovelhas (COOK, 2002); pélo:
procavideos (KOREN et al., 2002); e em urina: primatas (FRENCH; STRIBLEY,1985;
HEISTERMANN et al., 1987; ZIEGLER et al., 1989), elefante (FIEB et al., 1999) e
rinoceronte (KASMAN et al., 1986), em estudos de fungdo ovariana, testicular e adrenal;
ritmo de liberagdo hormonal; monitoramento de estresse e de hierarquia em espécies
gregarias.

Quanto aos felideos, estudos sobre o metabolismo do estradiol em gatos domésticos
demonstraram que mais de 95% deste é excretado nas fezes (SHILLE et al., 1984, 1990). Nos
felinos selvagens, os metabolitos de estradiol e progestinas estdo presentes nas fezes em
quantidades significativas (BROWN et al., 1993; CZEKALA et al., 1991). Desta maneira,
essa metodologia vem sendo amplamente utilizada para a monitorar a fungdo ovariana de
felideos selvagens em cativeiro (BROWN et al., 1994, 1996, 2001; GRAHAM et al., 1995;
MORALIS et al., 1996; MOREIRA et al., 2001; VIAU, 2003) e assim extrair informag¢des
sobre as fases do ciclo, existéncia de sazonalidade, tipo de ovulagdo, além de averiguar a

resposta a protocolos de inseminagao artificial e superovulagdo (BROWN; WILDT, 1997).
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2.5 Monitoramento de hormoénios glicocorticéides e estresse

As ferramentas ndo invasivas devem ser utilizadas na avaliagdo do estresse uma vez
que a contencgdo por si s6 pode ser um agente estressor ¢ confundir a interpretagdo dos
resultados (HOPSTER et al., 1999). Os hormonios glicocorticdides estdo envolvidos nesta
resposta e sua mensuracdo nas fezes pode ser utilizada para monitorar a atividade adrenal
(MOSTL; PALME, 2002). Em um estudo sobre o metabolismo do cortisol em gatos
domésticos demonstrou-se que 85,9% dos metabolitos sdo excretado nas fezes (GRAHAM;
BROWN,1996). Neste mesmo estudo verificou-se que estes metabdlitos podem ser
mensurados por radioimunoensaio, utilizando-se um conjunto diagndstico comercial para
corticosterona. Este mesmo conjunto foi validado posteriormente para felideos selvagens
(STILWELL; BROWN; GRAHAM,1996) e vem sendo utilizado por outros pesquisadores
(MORAIS et al.,, 1997; MOREIRA, 2001). Vale destacar que a utilizagdo de ensaios
hormonais para mensuragdo de cortisol fecal (JURKE, et al., 1997) e cortisol urinario
(CARLSTEAD; BROWN; SEIDENSTICKER, 1993), também se mostraram eficientes na
avaliagdo do estresse em felideos.

Encontram-se em literatura relatos de que situagdes estressantes levem a um aumento
rapido e expressivo de progesterona sérica. Asher et al. (1989) verificaram que apos
administracdo de ACTH em cervo dama (Dama dama) houve um aumento expressivo na
concentragdo sérica de progesterona tanto em fémeas inteiras, como em fémeas
ovariectomizadas. Bertschinger et al. (2002) observaram que em fémeas de ledo (Panthera
leo) com implante contraceptivo ocorria um aumento na progesterona sérica apos a contengao.
Anselmo-franci®, (2003, informagdo verbal) também constatou o aumento deste horménio

apos situagdo de estresse em ratas castradas. Ficou evidenciado nestes trabalhos a participagao
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da glandula adrenal na sintese de progesterona apos situagdes estressantes. Esse aumento
sérico provavelmente seria constatado posteriormente nas fezes. Isso ¢ importante pois o
monitoramento das progestinas fecais podem nos fornecer ndo apenas dados de ciclo

reprodutivo (origem ovariana), mas também de condi¢des de estresse (origem adrenal).

el
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo descritos os materiais ¢ a metodologia empregada neste trabalho.

3.1 Materiais

Foram utilizadas no estudo 8 fémeas de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi),
com idade variando de 11 meses a 10 anos, sendo consideradas 7 adultas e 1 jovem, que
encontravam-se alojadas na Fundagdo Parque Zooldgico de Siao Paulo (altitude de 800m,
latitude 23°39'S e longitude 46°37'W), no bairro da Agua Funda em S&o Paulo, fora do setor
de exposi¢do. Estavam submetidas a fotoperiodo natural, e havia contato visual e olfativo com
machos da espécie.

Como a proposta do projeto foi a utilizacdo de técnica ndo invasiva para o
monitoramento reprodutivo das fémeas em questdo, ficou estabelecido que durante o periodo
de colheita estas nao fossem contidas fisica e/ou quimicamente. Foram realizadas duas
contengoes pelo corpo técnico da instituicdo mantenedora, uma no inicio do experimento (06
e 07 de fevereiro de 2003) e outra no final (07 e 14 de outubro) para realizacdo de uma
avaliacdo clinica e reprodutiva. A fémea G6 23120 nao foi contida na primeira ocasido uma
vez que pariu no dia 14/01/2003, e uma contengdo poderia ser prejudicial aos filhotes. Para
tanto as fémeas foram contidas fisicamente com pucd, transferidas para caixas e contidas

quimicamente com a associa¢do cloridrato de cetamina (10mg/Kg, Vetaset, Fort Dodge do
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Brasil, Sao Paulo) e cloridrato de xilazina (1mg/Kg, Rompum, Bayer do Brasil, Sdo Paulo)
administrada por via intramuscular.

A avalia¢do clinica consistiu em exame fisico, exame de ultra-som abdominal e
colheita de sangue para avaliagdo das func¢des renal e hepatica, pesquisa de hemoparasitas e
hemograma. Os animais encontravam-se em estado de higidez nos dois momentos avaliados.

A avaliagdo reprodutiva consistiu em exame externo da genitalia, colheita de material
para citologia vaginal, exame de ultra-som (LOGIG a 100 GE, transdutor linear de 7,5
megahertz) do aparelho reprodutivo e quantificacdo hormonal sérica de estrogeno e
progesterona. As fémeas encontravam-se sem alteragdes patoldgicas no sistema reprodutivo
nas duas avaliagdes, sendo que na primeira contengdo pdde-se constatar que as fémeas G2
20762 e G5 25244 estavam prenhes com tempo de gestagdo estimado pelo exame
ultrassonografico entre 40 e 45 dias e fase final (60 dias), respectivamente. O animal G5
25244 pariu 2 filhotes no dia 25/02/03 e o animal G2 20762 pariu 1 filhote em 16/03/03.

Ao longo do trabalho também foram realizados exames coproparasitoldgicos e quando
o resultado foi positivo, os animais receberam o tratamento adequado e¢ a data da
administracdo do medicamento anotada, para que depois fossem verificadas as condigdes das
amostras de fezes subseqiientes ao tratamento.

No quadro 1 encontram-se os dados de cada animal.

Viveiro Cadastro Idade Procedéncia Histérico Reprodutivo

G1 26005 1,5 anos| llha Solteira-SP -

G2 20762 10 anos FPZSP-SP 7 gestacdes
G3 21566 8 anos Limeira-SP 7 gestacdes
G4 27156 11meses FPZSP-SP -

G5 25244 2 anos FPZSP-SP 2 gestacoes
G6 23120 6 anos FPZSP-SP 2 gestacoes
G7 24142 4 anos | Ribeirdo Preto-SP 4 gestagodes
G8 23851 4.5 anos FPZSP-SP 2 gestacoes

FPZSP= Fundagdo Parque Zoologico de Sdo Paulo

Quadro 1 - Identificacdo, idade, procedéncia e historico reprodutivo das fémeas de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) utilizadas no presente estudo.

»
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Os animais s3o mantidos pareados em casais na institui¢do. Para a realizagdo do
projeto foi necessario separa-los para que a colheita das fezes fosse individualizada. Para
tanto foram realizadas adequagdes nos viveiros com verba da reserva técnica do auxilio a
pesquisa FAPESP n° 02/00990-6, a fim de permitir essa separacdo. Os animais permaneceram
alojados em viveiros de ferro telado (2,0 x 3,0 x 2,0m), cujas medidas respeitam o tamanho
minimo sugerido pela Associacdo Americana de Zooldgicos e Aquarios (AZA), exceto o
animal G8 que ficou alojado em um viveiro menor.

Os animais receberam diariamente, no periodo da tarde, dieta elaborada pelo Setor de
Nutri¢do da Fundagdo Parque Zooldgico de Sao Paulo, constituida por pintainhos, coragdo e
musculo bovino, sendo que nas ter¢as e quintas-feiras recebiam apenas pintainhos. Os animais

nao foram submetidos a jejum semanal.

3.2 Metodologia

A colheita do material foi realizada cinco vezes por semana durante um periodo total
de 9 meses.(14/01/2003 a 03/10/2003). No periodo da manha, entre 7:00h e 8:00h, foram
colhidas amostras fecais recentes com o auxilio de espatula de madeira e acondicionadas
individualmente em sacos plasticos do tipo zip-lock que foram identificados quanto ao
cadastro do animal, nimero do viveiro e data. Foram transportadas para a Universidade de
Sdo Paulo em isopor com gelo biologico, onde ficaram armazenadas em freezer a -20°C até o

processamento.
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3.2.1 Extracdo Hormonal

As fezes armazenadas foram processadas de acordo com a técnica descrita por Brown
et al. (1994), exceto pela utilizagdo de fezes umidas ao invés de liofilizadas. Essa alteragao foi
definida apo6s a realizacdo de um piloto (Anexo B).

Foram adicionados 5ml de etanol (MERCK®) a 90% (90% etanol: 10% agua
destilada) & uma aliquota de 0,2g da amostra imida em tubo de ensaio de vidro com
capacidade para 15ml. Ap6s homogeneizagdo em aparelho vortex (PHOENIX, MOD AT 56)
por 1 minuto, as amostras foram fervidas em banho-maria (FANEM) por 20 minutos a 80°C.
Durante este tempo o etanol evaporado foi gradativamente reposto para que nenhuma amostra
ficasse seca, de forma que ao final desta etapa o volume inicial fosse mantido. Foram entao
centrifugadas (FANEM) por 15 minutos a 500g e o sobrenadante recuperado. O sedimento
foi ressuspendido em 5 ml de etanol 90%, homogeneizado em aparelho vortex por 1 minuto e
recentrifugado. Os dois sobrenadantes foram combinados e secos completamente em banho-
maria acoplado a um fluxo de ar comprimido (LACTEA). Os tubos secos, de cada ensaio de
extragcdo, foram entdo vedados com parafilme, mantidos em freezer a -20°C e seus contiidos
ressuspendidos em 1 ml de metanol (MERCK®) em um mesmo momento, com o intuito de se
evitar que o periodo de contato com o solvente fosse diferente entre as diversas amostras.
Segundo Khan et al.(2002) o contato da amostra extraida com o solvente orgénico poderia
promover ao longo do tempo quebra de conjugados e oxida¢do de metabolitos, promovendo
um aumento na concentragdo dos metabodlitos na amostra. Foi realizado um piloto para
averiguar tal constatacdo (Anexo C). Ap0s a ressuspensdo, os extratos foram homogeneizados
por 1 minuto em aparelho multi vortex (VWR SCINTIFIC PRODUCTS, VX-2500),

colocados em cuba limpadora ultrassonica (ULTRA SONIC CLEANER, USC-1450-

C,:
],C__j=




Materiais e Métodos 38

UNIQUE) por 15 minutos e encaminhados para dosagem por radioimunoensaio. Para tanto, as
amostras foram diluidas em solu¢do tampao de PBS + gelatina (NaPO, -13,8g, NaCl -9,0g,
azida sédica -1,0g e agua destilada -1000ml), em propor¢des que variaram de 1/20 a 1/200
para progestinas, de 1/20 a 1/40 para os metabolitos de estradiol e de 1/80 a 1/400 para
corticosterona. As extracdes ¢ mensuracdes dos metabodlitos hormonais foram realizadas no
Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, em Sao Paulo.

3.2.2 Percentual de recuperacao

Para avaliar a eficiéncia da metodologia de extragdo empregada e a sua repetibilidade,
uma vez que as extragdes foram realizadas em 28 ensaios diferentes, foi realizado o
procedimento de recuperagdo. Como so6 foi possivel empregar esta avaliacdo em 15 ensaios,
dada a indisponibilidade do hormdnio marcado, optou-se por ndo usar o percentual obtido
para corrigir os valores de concentracdo hormonal do radioimunoensaio.

Para realizacdo da recuperagdo, apds a pesagem, adicionou-se 100ul de hormonio
marcado por Tricio diluido em solu¢do tampao a seis amostras, trés para cada horménio, em
cada ensaio. Para as progestinas adicionou-se 10200DPM de *HP, (Amersham®) a 45
amostras e para os metabolitos de estradiol 4500DPM de *HE, (Laboratério Fleury) a 45
amostras, sendo que em seguida foi realizado o procedimento ja descrito para extracdo. Foram
entdo transferidas aliquotas de 100ul de cada hormonio marcado avaliado (total) e 100ul do
extrato de cada amostra, para tubos contendo 3ml de liquido de cintilagio (OPTIPHASE

“HISAFE” 3 —-WALLAC SCINTILLATION PRODUCTS) e estes levados ao Contador 3
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(TRI CARB LIQUID  SCINTILLATION ANALYZERS 2100TR-PACKARD
INSTRUMENT CO., USA) para leitura, que foi realizada no Laboratoério de Tecido Adiposo
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Para o calculo do percentual de recuperacdo utilizou-se a formula abaixo:

% Recuperagdo = DPM da amostra X 1000 onde DPM= desintegragdes por minuto.
DPM do total

Este monitoramento ndo foi empregado para a corticosterona, ja que a quantificacao
deste hormdnio ndo estava prevista no projeto original e assim, as amostras do periodo ja

haviam sido extraidas.

3.2.3 Quantificagdo hormonal

A quantificacdo das progestinas, metabdlitos de estradiol e corticosterona foi realizada
utilizando-se da técnica de radioimunoensaio (RIE). O principio desta técnica baseia-se na
reacdo antigeno-anticorpo, usando-se como competidor o hormdnio a ser dosado marcado

com I'?

(iodo radioativo). Apds as etapas do ensaio a radioatividade remanescente ¢ detectada
em um contador gama computadorizado (COBRA, MOD. AUTO-GAMMA®), provido de
software especifico para célculo automatico dos resultados. Estes foram apresentados em

nanogramas por mililitro para progestinas e corticosterona e em picogramas por mililitro para

o estradiol.
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Para a mensuragdo das progestinas ¢ metabolitos de estradiol utilizou-se o conjunto
diagnéstico de fase solida Coat-a-Count, DPC (DIAGNOSTIC PRODUCTS
CORPORATION, Los Angeles, CA, USA) desenvolvido para quantificar progesterona e
estradiol em soro humano. Foram realizados 14 ensaios para progestinas e 13 para
metabolitos de estradiol. Todas as amostras foram quantificadas em duplicata. Para a
verificagdo dos coeficientes de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio foram utilizados pontos
(um alto e um baixo) da curva padrdo do conjunto diagnostico. No calculo do coeficiente
inter-ensaio também utilizou-se um pool de extratos fecais.

Para a mensuragdo da corticosterona foi utilizado o conjunto comercial de duplo
anticorpo ImmuChem (ICN BIOMEDICALS, INC, Costa Mesa, CA-USA) elaborado para
soro de rato e camundongo. Foram realizados seis ensaios, todos em duplicata e os
coeficientes de variagdo calculados como descrito anteriormente.

Os porcentuais de reagdes cruzadas dos trés conjuntos encontram-se descritos na

tabelal.

Tabela 1 - Porcentual de reagdes cruzadas dos conjuntos comerciais para Radioimunoensaio para
Progesterona e Estradiol da marca DPC e para Corticosterona da marca ICN (continua)

Progesterona Coat a Count DPC

% de reagao cruzada Esterdide
100 Progesterona
9,0 5aPregnanediona
3,4 17a hidroxiprogesterona
3,2 5B Pregnanediona
2,2 11-Deoxicorticosterona
0,9 Corticosterona
0,1 Pregnenolona
0,05 5B-pregnane-3a-ol-20-one
0,05 5-pregnane-33-ol-20-one-sulfato
Estradiol Coat a Count DPC
% de reagao cruzada Esterdide
100 Estradiol 1703
10,0 Estrona
0,80 Equilina
0,58 Sulfato de estrona
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Tabela 1 - Porcentual de reacdes cruzadas dos conjuntos comerciais para Radioimunoensaio para
Progesterona e Estradiol da marca DPC e para corticosterona da marca ICN (conclusdo)

Corticosterona Duplo Ac ICN

% de reagao cruzada Esterdide
100 Corticosterona
0,34 Desoxicorticosterona
0,10 Testosterona
0,05 Cortisol
0,02 Progesterona

Os valores finais de metabdlitos hormonais foram corrigidos para peso e dilui¢ao e
expressos em microgramas por gramas de fezes (ug/g de fezes) para as progestinas e para a
corticosterona, € em nanogramas por gramas de fezes (ng/g de fezes) no caso dos metabolitos

de estradiol.

3.2.4 Validagao dos conjuntos diagnosticos-Paralelismo

Foi necessaria a validagdo dos conjuntos diagndsticos da DPC para uso em extrato
fecal de fémeas de gato-mourisco, uma vez que estes foram desenvolvidos para a utilizagao
em soro humano. Para tanto, uma curva foi obtida a partir de dilui¢cdes seriadas de um pool de
amostras (extratos fecais) e comparada com a curva padrdo do conjunto diagnostico (mesmas
dilui¢des) por meio de uma andlise de regressdo simples. Assim pode-se avaliar se a matriz
utilizada interfere na ligacao antigeno e anticorpo.

O conjunto diagnéstico da ICN para quantificagdo de corticosterona ja foi previamente
validado para o uso em felideos domésticos (GRAHAM; BROWN, 1996) e selvagens

(STILLWELL; BROWN; GRAHAM, 1993).
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3.2.5 Ciclos ovarianos

Para os metabolitos de estradiol, foram consideradas concentragdes altas os valores
que excederam a média acrescida de 1,5 desvios-padrdao (DP), sendo que o valor mais alto
dentro deste grupo foi considerado como pico (MOREIRA et al., 2001). A duragdo do ciclo
estral corresponde ao intervalo de dias entre dois picos de metabolitos de estradiol (que
ocorressem dentro do estro), sendo que quando este intervalo ultrapassou 106 dias, duas vezes
a duracdo do ciclo estral baseada em observagdes comportamentais (MELLEN , 1993), foi
considerado como periodo de anestro (BROWN et al., 1996; MOREIRA et al., 2001). A
duracdo do estro foi calculada como o nimero de dias em que os metabdlitos de estradiol se
mantiveram com concentracdes acima do basal (elevacdes) associadas a presenca de pico.
Para a determinacdo dos valores basais foi realizado um processo matematico para cada
fémea, onde os valores que excederam a média acrescida de 1,5 desvios-padrdo foram
excluidos. Com os valores restantes uma nova média foi calculada e o processo repetido
sucessivamente até o momento em que nenhum valor excedeu o critério adotado. Por tratar-se
de dados ndo paramétricos, a mediana dos valores que geraram a média acrescida de 1,5
desvios-padrao da primeira etapa foi comparada com a mediana dos valores das etapas
seguintes e quando foi verificada diferencga estatistica entre esses valores determinou-se o
limite entre basal e elevacao.

Para as progestinas foi utilizado o mesmo critério descrito acima, exceto pelo fato da
utilizagdo de 2,0 desvios-padrio. Para caracterizar uma ovulagdo, os valores altos de
progestinas deveriam permanecer elevados por no minimo uma semana apds um pico de

metabolitos de estradiol.
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Para as fémeas que tiveram filhotes no inicio ou durante o projeto, foi considerado
como periodo de lactagdo a data do parto até a retirada dos filhotes, mesmo que esta tenha
ocorrido num periodo superior a 42 dias, momento a partir do qual os filhotes ja se alimentam
sozinhos (HULLEY, 1976). Como retirada dos filhotes entenda-se a data a partir da qual a
fémea ficou isolada, uma vez que os filhotes foram separados em momentos diferentes. Essa
separacao foi de acordo com as necessidades e disponibilidade de viveiros para realojar os
filhotes, estabelecidas pela instituicdo mantenedora.

Os estros das fémeas G1, G3, G4, G7 E G8 foram analisados quanto a sua distribui¢ao
ao longo dos meses do experimento ¢ essa distribuicdo comparada com dados meteorologicos
(médias mensais de: umidade relativa do ar, radiacdo, insolagdo, precipitacdo, temperatura, e
temperaturas maximas minimas, registradas na Estagdo Meteorologica do Instituto
Astrondmico e Geofisico da Universidade de Sao Paulo, IAG-USP, localizada na regido da
Agua Funda) do referido periodo a fim se verificar a existéncia de correlagdo entre estes

dados e os obtidos no presente estudo.

3.2.6 Avaliagdo das concentragdes fecais de Corticosterona

As gatas G2, G5 que estavam gestantes no inicio do projeto e a G6 que deu cria no
inicio do trabalho tiveram as concentragdes de corticosterona mensuradas nas fezes nos
periodos de gestagdo, lactacdo e apos a retirada dos filhotes. Foi considerada como elevagao
na concentragdo deste hormdnio os valores que excederam a média acrescida de 2,0 desvios-

padraio (GRAHAM; BROWN, 1996). Os resultados obtidos foram comparados com os
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resultados de progestinas do referido periodo para verificacdo de correlagdo entre os dois

metabolitos.

3.2.7 Analise Estatistica

As variaveis foram primeiramente analisadas quanto a sua distribui¢ao pelo teste de
Kolmogorov—Smirnov (teste KS) para verificacdo de normalidade dos residuos, e pelo teste
de Bartlett para verificagdo de homogenidade de varidncias. Quando os valores ndo se
enquadraram nestas premissas tentou-se a conversdo para torna-los paramétricos. Como nao
foi possivel a conversao seguiu-se a analise de variancia nao-paramétrica utilizando-se o teste
de Kruskall-Wallis e o pds teste de Dunn para analise de comparagao multipla. Os resultados
ndo paramétricos foram expressos de acordo com suas medianas. Para a determinacdo do
limite entre basal e elevagdo foi utilizado o teste de comparacao multipla de Dunn. Quando os
dados obedeceram as premissas de normalidade utilizou-se o teste ANOVA one-way e o pos
teste de Tukey-Kramer para andlise de comparagdo multipla. Os resultados paramétricos
foram expressos de acordo com suas médias e erro padrdo das médias (EPM). Diferenga
estatistica foi considerada quando p<0,05.

Para a verificacdo do paralelismo entre a curva do conjunto diagnostico empregado ¢ a
curva obtida pelas diluicdes seriadas do pool de extratos foi realizada uma andlise de
regressdo simples.

Para avaliar a presenga de correlagdo entre as progestinas e a corticosterona nas
fémeas G2, G5 e G6 durante a gestagao, lactacdo e apds a retirada dos filhotes, foi utilizado o

teste de Spearman (p<0,05) uma vez que os dados ndo eram paramétricos.
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Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico GraphPad InStat versao
3.0 para Windows (GraphPad Softaware Inc., San Diego, Califérnia —USA). Os graficos de
distribuicdo dos estros ao longo dos meses e da duragdo dos ciclos foram gerados utilizando-

se o programa Minitab 13.0 para Windows (Minitab Inc.,State College, PA-USA).
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4 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho.

4.1 Recuperacao

O porcentual médio de recuperacao (XEPM) obtido em 15 ensaios de extragdo foi de
80,14£1,46 (n=45) para o estradiol marcado e de 77,18+1,60 (n=45) para a progesterona

marcada.

4.2 Validac¢ao dos conjuntos diagnodsticos

Foi encontrado paralelismo entre as curvas de dilui¢ao de metabolitos de estradiol e a
curva do conjunto comercial, com r=0,97 e p<0,05 (figura 3). Quanto a curva dos metabolitos
de progesterona também verificou-se paralelismo com r=1 e p<0,05 (figura 4). Sendo r= R

quadrado ajustado
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Figura 3 - Demonstracdo grafica da validagdo do conjunto diagndstico DPC para quantificagdo de
metabolitos de estradiol em extratos fecais de fémeas de gato- mourisco (Herpailurus
yagouaroundi). Sdo Paulo, 2004
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Figura 4 - Demonstracdo grafica da validag@o do conjunto diagnostico DPC para quantificagédo de
metabdlitos de progesterona em extratos fecais de fémeas gato- mourisco (Herpailurus
yagouaroundi). Sao Paulo, 2004
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4.3 Controle de qualidade do Radioimunoensaio

No caso dos ensaios de metabolitos de estradiol, a média dos coeficientes de varia¢do
intra-ensaio baixo foi de 17,53% e do intra-ensaio alto foi 4,18%. O coeficiente inter-ensaio
ficou abaixo de 6,0%. A sensibilidade média dos ensaios € a dose minima detectada foram de
92,7% e 1,61pg/ml respectivamente.

Para os ensaios de progestinas, a média dos coeficientes intra-ensaio baixo foi de
6,21% e do intra-ensaio alto foi de 3,92%. O coeficiente inter-ensaio foi menor do que 3,0%.
A sensibilidade média dos ensaios foi de 94,4% e a dose minima detectada 0,004ng/ml.

Tanto para progestinas, como para os metabodlitos de estradiol foi utilizado pool de
extratos fecais onde se verificou um coeficiente de variagdo de 10,83% e 20,97%
respectivamente.

Para os ensaios de corticosterona, a média dos coeficientes intra-ensaio baixo foi de
9,90% e do intra-ensaio alto foi de 10,17% O coeficiente de variagdo inter-ensaio foi menor
do que 9,0%. A sensibilidade média dos ensaios foi de 94,3% e a dose minima detectada de

2,5Ing/ml.

4.4 Perfis hormonais de progestinas e metabolitos de estradiol

Foram colhidas, extraidas e quantificadas um total de 1174 amostras oriundas de oito
fémeas de gato-mourisco. O detalhamento do numero de amostras por fémea encontra-se

descrito na tabela 2.
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Tabela 2 - Numero de amostras colhidas por fémea de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi)
durante os 9 meses de estudo longitudinal. Sdo Paulo, 2004

Viveiro Cadastro do animal Amostras
Gl 26005 144
G2 20762 150
G3 21566 159
G4 27156 157
G5 25244 131
G6 23120 147
G7 24142 142
G8 23851 144

As concentragdes e perfis de metabolitos de estradiol e de progestinas fecais de cada
individuo e médias gerais serdo apresentadas a seguir.

Na fémea G1-26005 foram observados 7 ciclos com duragdo média (£tEPM) de
15,71+£2,76 dias (variando de 6 a 25 dias). A duracao do estro foi de 7,11£0,45 dias (n=9)
com variagdo de 6 a 10 dias. Entre o primeiro e o segundo estro foi verificado um periodo de
anestro. Em relagdo as progestinas ocorreram picos, no entanto sem significado biologico. O

perfil dos metabolitos estudados encontra-se na figura 5.
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Figura 5 - Perfil dos metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G1 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante nove meses de colheita. Sao Paulo, 2004

A fémea G2-20762 encontrava-se prenhe no inicio do experimento, fato esse
constatado por exame ultrassonografico em 06/02/2003. Foram visualizadas duas vesiculas
sendo que em apenas uma foi detectado batimento cardiaco. Houve o nascimento de um
filhote em 16/03/2003. Avaliando a gestacdo, foi encontrada diferenga estatistica entre a
media dos metabdlitos de estradiol da primeira e terceira fase e entre segunda e terceira fase,
constatando-se um aumento significante deste metabdlito no terco final da gestagdo. Nao
houve diferenca significante de concentra¢dao de progestinas entre as fases da gestagdo (tabela
4). Comparando a gestacdo e a lactacdo, os metabdlitos de estradiol encontravam-se mais

altos na gestacdo e as progestinas ndo apresentaram diferenca nos dois eventos (tabela 3).
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Tabela 3 - Medianas das concentragdes de metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G2
de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante a gestacdo ¢ a lactacdo. Sdo Paulo,

2004
Metabolitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)
Gestagdo 17,66 1,57%
(n=43)
Lactagdo 6,00° 1,79*
(n=107)

*®Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

Tabela 4 - Concentra¢des médiastEPM de metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G2
de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante as fases da gestacdo. Sao Paulo,

2004
Metabdlitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

1°Tergo Gestagido 15,65+4,63° 2,03+0,46°
(n=8)
2°Terco Gestagdo 17,01+2,94° 2,13+0,33°
(n=18)
3°Tergo Gestagdo 38,56+6,62° 1,00+0,19°
(n=18)

*®Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

Foi verificada a ocorréncia de atividade ovariana com concentra¢des de metabolitos de
estradiol atingindo valor de pico 65 dias apds do parto (20/05/2003). A média £tEPM da
duragdo do ciclo estral foi de 11,33%1,85 dias (n=3 ciclos, variando de 9 a 15 dias), e do estro
de 8,00+0,57 dias (n=3, variacdo de 7 a 9 dias). Nao houve retirada do filhote. O perfil desta

fémea ao longo do estudo longitudinal encontra-se na figura 6.
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Figura 6 - Perfil dos metabdlitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G2 de gato-mourisco,
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. Parto indicado pela seta preta.
Sdo Paulo, 2004

Na fémea G3-21566 foram observados 4 ciclos com duragdo médiatEPM de
51,75£13,51 dias (variagdo de 23 a 82 dias). Quanto a duragdo do estro, a médiatEPM foi de
9,60+0,81 dias (n=5, variando de 7 a 12 dias). As progestinas apresentaram concentragdes de

pico, mas que nao se sustentaram ao longo dos dias. O perfil destes metabolitos esta exibido

na figura 7.
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Figura 7 - Perfil dos metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G3 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. Sdo Paulo, 2004
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Na fémea G4-27156 a duracdo médiatEPM do ciclo estral foi de 37,80+12,65 dias
(n=5, variagdo de 10 a 78 dias), ¢ do estro foi de 9,17+0,83 dias (n=6, varia¢do de 7 a 13
dias). Podé-se observar concentragdes de pico nas progestinas, mas no entanto sem correlagao

com evento biologico. O perfil dos metabdlitos estudados encontra-se na figura 8.
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Figura 8 - Perfil dos metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G4 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. Sao Paulo, 2004

A fémea G5-25244 também se encontrava gestante no inicio do projeto, fato
constatado por exame ultrassonografico em 07/02/2003, que permitiu identificacdo de dois
filhotes. O nascimento dos dois ocorreu em 25/03/2003. Houve aumento significativo na
concentracdo dos metabdlitos de estradiol no ter¢o final da gestagdo (tabela 6), que caiu
durante a lactagdo (tabela 5), ¢ um aumento na concentragdo de progesterona no periodo de
lactagao em relacdo ao periodo de gestagdao. Entre as fases da gestacdo nao houve diferenca

nas concentragdes das progestinas.
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Tabela 5 -Mediana das concentragdes de metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G5
de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante a gestagdo, lactacdo e apos
a retirada dos filhotes. Sdo Paulo, 2004

Metabolitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)
Gestagdo 47 .45° 0,77%
(n=30)
Lactacgao 7,1 3° 2,1 0°
(n=55)
Pés-retirada dos filhotes 13,01% 1,39
(n=46)

*®Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

Tabela 6 - Concentra¢des médiastEPM de metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea
G5 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante as fases da gestagdo. Sdo

Paulo, 2004
Metabdlitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

1°Terco Gestacao NC NC
2°Ter¢o Gestagdo 30,45+10,41° 0,68+0,09*
(n=15)
3°Terco Gestacdo 171,54428,85° 0,85+0,12°
(n=15)

“Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)
NC-néo coletado, periodo anterior ao inicio do projeto.

Na data de 20/05/2003, 84 dias apo6s o parto, foi observada atividade ovariana com
concentragdes de metabolitos de estradiol com valores de pico. A duragdo deste primeiro estro
pos-parto aconteceu com a presenca de um filhote, mas sua duracdo ndo pdde ser calculada
uma vez que ndo dispomos de alguns valores que precedem o pico. De 06/05/2003 a
13/05/2003 nao houve colheita, pois um filhote adoeceu (diarréia e hiporexia) e a fémea e o
outro filhote foram transferidos com ele para o setor de Veterinaria da institui¢dao

mantenedora, fato que impossibilitou a colheita. Este filhote doente foi a 6bito e a fémea
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retornou com o outro filhote para o viveiro onde era mantida. Outras 2 lacunas nas colheitas
ocorreram nos periodos de 30/05/2003 a 12/06/2003 e de 09/07/2003 a 16/07/2003. No
primeiro, a fémea e o filhote foram para a Divisdo de Veterinaria por motivo de doenca do
filhote, sendo que no segundo a fémea também apresentou diarréia. O filhote foi a 6bito na
data de 10/07/2003, e a fémea ficou em tratamento até 16/07/2003, quando retornou ao seu
viveiro e as colheitas foram restabelecidas.

A duragdo média do ciclo estral desta fémea ndo foi calculada uma vez que esta
apresentou um periodo de longo (118 dias) entre o primeiro e segundo pico e apenas 1 ciclo
subseqiiente, que teve duragdo de 6 dias. A duragdo médiatEPM do estro foi de 11,50+0,50
dias, calculada com base em 2 estros. Verificou-se que nos dias que sucediam o retorno do
setor de Veterinaria as progestinas apresentaram valores elevados, considerados picos, mas
que ndo se mantiveram altos, como outros picos que ocorreram ao longo do estudo. O perfil
do acompanhamento longitudinal dos metabolitos de estradiol e progestinas sdo apresentados

na figura 9.
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Figura 9 - Perfil dos metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G5 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. A seta preta indica o parto.
NC indica que nio houve colheita no referido periodo.Cada seta vermelha indica a retirada
de um filhote. Sdo Paulo, 2004
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A fémea G6-23120 pariu 3 filhotes dois dias apds o inicio do experimento. A
concentragdo de estradiol nos dias que antecederam o parto foi alta e caiu no periodo de
lactacdo. Como sé dispunhamos de dois valores de gestagdo ndo foram aplicados testes
estatisticos para comparar este periodo com os demais. Comparando a lactacdo e o periodo
apos a retirada dos filhotes, ndo houve diferenga entre as medianas das concentracdes de
metabolitos de estradiol A concentracdo média de progestinas se mostrou significativamente
elevada durante o periodo de lactagdo, quando comparada com o periodo apos a retirada dos

filhotes (tabela 7).

Tabela 7 - Concentragdes médiastEPM de metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea
G6 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante a gestacao, lactagdo e apos
a retirada dos filhotes. Sdo Paulo, 2004

Metabolitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)
Gestagao - -
Lactagdo 15,23% 6,10°
(n=64)
Pos-retirada dos filhotes 11,88? 1,71°
(n=22)

**Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

I3

apenas dois valores disponiveis para o periodo.

Atividade ovariana, apresentando concentragdes de pico dos metabolitos de estradiol,
foi observada 130dias apos o parto. A duracdo médiatEPM do ciclo estral encontrada foi de
36,33£14,14 dias (n=3, variacdo de 12 a 61 dias) e do estro foi de 8,75+1,65 dias (n=4,
variagdo de 5 a 13 dias). Houve uma lacuna na colheita no periodo de 01/05/2003 a
08/05/2003, dada a internacao de um filhote ¢ da fémea no setor de Veterinaria da institui¢ao
mantenedora. Ambos apresentavam quadro de diarréia e vomito. O filhote foi a 6bito no dia

02/05/2003 e a fémea retornou ao seu viveiro em 14/05/2003, restabelecendo-se a colheita a
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partir do dia seguinte. Foi observado aumento nas concentracdes de progestinas (valores de
pico) do 09/05/2003 ao dia 14/05/2003, periodo em que a fémea ainda estava no setor de
veterindria, mas que foi possivel realizar a colheita. Os outros dois filhotes foram retirados em

23/05/2003. Na figura 10 encontra-se o perfil dos metabolitos hormonais estudados .
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Figura 10 - Perfil dos metabdlitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G6 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. A seta preta indica o parto.
NC indica que ndo houve colheita no referido periodo. Cada seta vermelha indica a
retirada de um filhote. Sdo Paulo, 2004

Na fémea G7-24142 a duracdo médiatEPM do ciclo estral encontrada foi de
36,50+10,19 dias (n=6, variagao de 13 a 81 dias) e do estro foi de 8,14+1,24 dias (n=7,
variagdo de 5 a 13 dias). Quanto as progestinas foram observados valores de pico, mas sem

significado bioldgico.O perfil de metabolitos de estradiol e progestinas desta fémea encontra-

se na figura 11.
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Figura 11 - Perfil dos metabolitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G7 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. Sdo Paulo, 2004

Na fémea (G8-23851 foram observados 4 ciclos, com duragdo médiatEPM de
40,00£12,62 dias (variacao de 14-74 dias). Apresentou um intervalo entre picos de estradiol
de 118 dias que foi considerado como anestro. A duracdo médiatEPM do estro foi de
9,80£1,35 dias (n=5, variagdo de 6 a 14 dias). As concentragdes de progestinas apresentaram

picos, no entanto que nio se sustentaram ao longo dos dias, e sem significado biologico. O

perfil encontrado para os metabolitos de estradiol e progestinas esta na figura 12.
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Figura 12 - Perfil dos metabdlitos de estradiol e progestinas fecais da fémea G8 de gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de colheita. Sao Paulo, 2004

Quando os dados das fémeas (n=8) foram analisados em conjunto, o valor da mediana
para o ciclo estral (n=33), definido pelo intervalo entre dois picos consecutivos de metabolitos
fecais de estradiol, encontrado no presente estudo foi de 24 dias, variando de 6 a 82 dias.
Setenta e cinco porcento destes ciclos tiveram duracdo entre 6 e 45 dias. A representacdo
grafica da distribui¢do da duragdo dos ciclos encontra-se na figura 13. Foram encontrados
intervalos entre picos de metabolitos de estradiol com duracdo de 6 a 128 dias, no entanto
os valores acima de 106dias foram considerados como anestro, € ndo foram considerados
para compor a duragdo do ciclo. A duracdo do estro (n=41) foi de 8,65+0,38 dias, variando de
5 a 14 dias. Na figura 14 esta representada graficamente a freqiiéncia de cada duracao de estro
encontrada. Nas tabelas 8 e 9 sdo apresentados os valores minimos, maximos, basais e de
pico, de metabolitos de estradiol e progestinas respectivamente, encontrados para cada fémea.
A tabela 10 mostra as concentragdes médias de valores basais e de pico para cada fémea. Na
tabela 11 estdo apresentadas as medianas, concentragdes maximas ¢ minimas dos valores

basais e de pico, encontradas para fémeas de gato-mourisco neste estudo.
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Figura 13 - Histograma da freqiiéncia de duragdo de ciclos com curva de normalidade de fémeas de

gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi). Sdo Paulo, 2004

Frequéncia

Figura 14 - Histograma da freqiiéncia de duracao de estros com curva de normalidade de fémeas de

gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi). Sdo Paulo, 2004
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Tabela 8 - Concentragdes minimas, maximas, basais e de pico para metabolitos de estradiol fecais,
encontradas para cada fémea de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante 9
meses de colheita. Sdo Paulo, 2004
Metabolitos de estradiol

(ng/g de fezes)

Animal minimo maximo basal pico

Gl 0,41 157,32 0,41-24,15 > 79,16
G2 0,32 114,91 0,32-7,14 >32,27
G3 0,27 161,92 0,27-11,29 >50,22
G4 0,38 60,76 0,38-9,71 > 35,06
G5 0,28 352,32 0,28-6,36 >99,92
G6 0,41 231,34 0,41-14,73 >62,95
G7 0,38 163,56 0,38-8,40 > 62,96
G8 0,51 279,23 0,51-17,95 > 98,38

Tabela 9 - Concentragdes minimas, maximas, basais e de pico para progestinas fecais, encontradas
para cada fémea de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) durante 9 meses de
colheita. Sdo Paulo, 2004

Progestinas
(ug/g de fezes)

Animal minimo maximo basal pico

Gl 0,15 10,96 0,15-3,41 > 6,82
G2 0,25 10,90 0,25-3,26 >5,44
G3 0,12 4,02 0,12-0,86 >1,96
G4 0,08 8,00 0,08-0,95 >3,14
G5 0,13 25,64 0,13-2,82 >10,67
G6 0,08 29,82 0,08-4,91 >14,53
G7 0,07 8,00 0,07-1,07 >3,39
G8 0,05 10,85 0,05-2,63 >6,34
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Tabela 10 - Concentragdes médiastEPM dos valores basais e de pico dos metabolitos de estradiol e
progestinas fecais de cada fémea de gato-mourisco(Herpailurus yagouaroundi) durante 9
meses de colheita. Sdo Paulo, 2004

Metabdlitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

Animal Basal Pico Basal Pico

Gl 11,58+0,89 111,17+6,87 1,57+0,08 8,06+0,39
G2 3,75+0,27 61,50+15.4 1,46+0,10 7,77+0,72
G3 5,26+0,39 83,82+12,18 0,55+0,02 3,04+0,18
G4 5,33+0,29 45,07+1,53 0,43+0,02 5,94+0,57
G5 3,08+0,31 185,32+35,55 1,28+0,09 16,88+2,56
G6 7,31+0,53 105,56+16,69 2,13+0,13 18,97+1,22
G7 3,65+0,35 108,13+11,18 0,51+0,02 4,74+0,45
G8 9,17+0,65 180,29+29,38 1,09+0,07 7,81+0,54

Tabela 11 - Mediana, concentra¢cdes maximas e minimas para valores basais ¢ de pico encontrados
para fémeas de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) no presente estudo. Sdo

Paulo, 2004
Metabdlitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo
Basal 4,67 0,27 25,97 0,75 0,05 5,51

(n=610) (n=736)
Pico 87,32 32,72 352,32 7,49 2,05 29,82

(N=76) (N=64)

Foram observados estros em todos os meses, com um discreto aumento nos meses de
junho e julho, mas sem significado estatistico. A distribui¢do dos estros ao longo do periodo

estudado encontra-se na figura 15. As fémeas que gestaram no inicio do experimento nao
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tiveram os seus dados considerados para a composi¢do do grafico desta figura, ja que

contribuiriam apenas com os meses posteriores ao desmame.

numero de estros

jan

fev mar

abr mai

jun

jul  ago

set

Figura 15 - Distribuicdo dos estros de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) ao longo dos

meses do ano, durante o presente estudo. Sdo Paulo, 2004

Essa distribui¢ao foi comparada com dados meteorologicos do referido periodo, que se

encontram na tabela 12 e figuras 16, 17 e 18. Foi observada apenas uma correlagdo fraca,

=0,59, entre a distribui¢do dos estros ao logo dos meses e temperatura maxima.

Tabela 12 - Dados meteorologicos do periodo de colheita do presente estudo.

Més Umid.Rel. Radiagdo Insolagdo Precipitagdo Temperatura Temp.Max. Temp.min.

(%) (MJ/m?)  (Horas) (mm) (Celsius) (Celsius)  (Celsius)
Jan 83,4 494.6 98,3 265,3 22,2 34,5 13,8
Fev 77,1 614,3 2179 160,7 242 34,3 17,1
Mar 81,6 523,3 150,8 110,8 21,8 34,6 15,2
Abr 80,8 447.8 169,3 87,6 20,3 31,2 9,8
Mai 76,9 4433 205,9 24,6 17,3 29,1 6,9
Jun 79,0 374,6 199,7 20,4 18,1 27,8 9,5
Jul 74,3 394,5 195,2 15,0 16,7 29,0 8,5
Ago 77,5 410,6 168,0 26,1 15,1 31,2 3,7
Set 78,2 4654 152,8 32,7 17,4 34,1 8,8

Fonte: Instituto Astrondmico e Geofisico da Universidade de Sdo Paulo, 2004.
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Figura 16 - Médias mensais de precipitagdo ¢ umidade relativa do ar no ano de 2003, durante o
periodo de colheita das amostras do presente estudo
Fonte: Instituto Astrondmico e Geofisico da Universidade de Sdo Paulo, 2004.
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Figura 17- Médias mensais de radia¢ao e insolagdo no ano de 2003, durante o periodo de
colheita das amostras do presente estudo
Fonte: Instituto Astrondmico ¢ Geofisico da Universidade de Sao Paulo, 2004.
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Figura 18 - Médias mensais de temperatura e temperaturas maximas ¢ minimas no ano de 2003,
durante o periodo de colheita das amostras do presente estudo
Fonte: Instituto Astrondmico e Geofisico da Universidade de Sdo Paulo, 2004.

Os eventos gestacdo (e suas fases), lactagdo e pos-retirada dos filhotes também foram
analisados utilizando—se os dados obtidos das fémeas em conjunto.

Verificou-se em relacdo as concentragdes médias de progestinas, que ndao houve
diferenca entre as fases da gestacdo (tabela 14). Comparando as medianas verificou-se que
também nao houve diferenca entre a gestacdo e o periodo apds a retirada dos filhotes. No
entanto, um aumento significativo foi encontrado durante a lactacao (tabela 13).

Quanto aos metabolitos de estradiol foi observado um aumento significativo no terco
final da gestagdo (tabela 14). Durante a gestacdo a média das concentracdes foram

significativamente maiores do que nos outros periodos (tabela 13).
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Tabela 13- Mediana das concentragdes de metabolitos de estradiol e progestinas fecais das fémeas
de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) em conjunto, durante a gestacdo,
lactag@o e ap0s a retirada dos filhotes. Sdo Paulo, 2004

Metabolitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

Gestacdo 24.11° 0,94%
(n=75)

Lactacgao 7,92b 2,59b
(n=226)

Pés-retirada dos filhotes 12,39° 1,55%
(n=127)

*®Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

Tabela 14 - Concentragdes médiastEPM de metabolitos de estradiol e progestinas fecais das
fémeas de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) em conjunto durante as fases
da gestacdo. Sdo Paulo, 2004

Metabolitos de estradiol Progestinas
(ng/g de fezes) (ug/g de fezes)

1°Ter¢o Gestacdo 15,64+4,63* 2,02+0,46°
(n=8)
2°Ter¢o Gestagdo 23,1145,04* 1,46+0,22°
(n=33)
3°Tergo Gestagao 111,92+18,79 b 1,27+0,27 %
(n=34)

*®Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

4.5 Corticosterona

Na fémea G2-20762 foram observados dois valores de pico, que ocorreram nos dias

24/01/2003 e 26/05/2003. Nao houve aumento nas proximidades do parto, que ocorreu em
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16/03/2003. Nao houve a retirada do filhote. O perfil de corticosterona encontrado esta na

figura 19.
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Figura 19 - Perfil de corticosterona fecal da fémea G2 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi)
durante a gestacao e lactagdo. Sao Paulo, 2004

Quando as medianas do periodo de gestacdo e lactacdo foram comparadas ndo
encontrou-se diferenga. As medianas e os valores minimos e méximos de cada periodo estdo

na tabela 15.

Tabela 15 - Mediana das concentragdes, valores minimos e valores maximos de corticosterona
fecal da fémea G2 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) na gestagio e
lactagdo. Sdo Paulo, 2004

Corticosterona
(ug/g fezes)

mediana minimo maximo
Gestacdo 22,03 1,74 178,54
(n=43)
Lactagdo 20,94%* 4,37 390,34
(n=47)
Pos-retirada do filhote NC NC NC

*p>0,05 referente aos periodos de gestagdo e lactacao.
NC-nao coletado, periodo posterior ao término do projeto.
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NC-nio coletado, periodo posterior ao término do projeto.

Nao foi encontrada correlacdo entre corticosterona e progestinas fecais durante o
periodo total observado, nem nos periodos isolados. Na figura 20 temos os perfis destes

metabolitos ao longo tempo.
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Figura 20 - Perfil de corticosterona e progestinas fecais da fémea G2 de gato-mourisco (Herpailurus
yagouaroundi) durante a gestacdo e lactagdo.A seta preta indica o parto.Sao Paulo, 2004

Na Fémea (G5-25244 observou-se 3 valores de pico de corticosterona fecal, que
aconteceram nos dias 15/01/2003, 04/02/2003 e 21/02/2003. Este ultimo proximo ao parto
que ocorreu em 25/02/2003. Esta fémea foi levada ao setor de veterinaria em 3 momentos ao
longo do projeto, promovendo 3 lacunas na colheita. Apds o retorno da primeira transferéncia,
na data de 13/05/2003 houve um aumento nas concentragdes fecais de corticosterona, mas que
nao constituiu pico. Os filhotes foram retirados (6bito) nas datas de 08/05/2003 e 10/07/2003.

O perfil esta exibido na figura 21.
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Comparando as medianas das concentracdes de corticosterona na gestacao, lactagdo e
apods a retirada do filhote verificou-se que a da gestagdo foi superior a dos outros periodos

(tabela 16).
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Figura 21 - Perfil de corticosterona fecal da fémea G5 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi)
durante a gestacao, lactacdo e apds a retirada dos filhotes. A seta preta indica o parto. NC
indica que ndo houve colheita no referido periodo. Cada seta larga (azul) indica a retirada
de um filhote. Sdo Paulo, 2004

Tabela 16 - Mediana das concentragdes, valores minimos ¢ maximos de corticosterona fecal da

féemea G5 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) na gestacao, lactagdo e apos
a retirada dos filhotes. Sdo Paulo, 2004

Corticosterona
(ug/g fezes)

mediana minimo maximo
Gestacdo 318,34% 85,86 1659,50
(n=30)
Lactagdo 65 ,24b 8,06 730,91
(n=53)
ApOs a retirada dos filhotes 66,96b 32,36 129,05
(n=11)

**Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)
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b . . . C .
“*Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)

Avaliando o periodo total, ndo houve correlagdo entre a corticosterona e as
progestinas. No entanto durante a gestacdo pode-se observar correlagdo, com r=0,68, p<0,05.
Nos dias que sucederam o retorno da primeira transferéncia para o setor de veterindria foi
constatada correlacdo entre estes metabolitos, com r=0,94, p<0,05. O perfil destes metabolitos

¢ mostrado na figura 22.
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Figura 22 - Perfil de corticosterona e progestinas fecais da fémea G5 de gato-mourisco (Herpailurus
yagouaroundi) durante a gestagcdo, lactagdo e apos a retirada dos filhotes. A seta preta
indica o parto. NC indica que nfo houve colheita no referido periodo.Cada seta larga
(azul) indica a retirada de um filhote. Sao Paulo, 2004

Na fémea G6-23120 foram observados picos nos dia 9,12,14,16 e 20 do més de maio
de 2003, sendo que o dia 9 sucede uma lacuna na colheita devido ao fato da fémea ter sido
transferida para o Setor de Veterindria, para acompanhar um filhote doente, que foi a 6bito em
03/05/2003, retornando ao seu viveiro no dia 14/05/2003. Os outros dois filhotes foram
separados no dia 23/05/2003. Na figura 23 temos o perfil de corticosterona durante a lactagao
e apos a retirada dos filhotes. As medianas e valores minimos e maximos de cada periodo

(lactagdo e apos retirada dos filhotes) encontra-se na tabela 17.
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Figura 23 - Perfil de corticosterona fecal da fémea G6 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi)
durante a lactagdo e ap0s a retirada dos filhotes. A seta preta indica o parto. NC indica que
ndo houve colheita no referido periodo. Cada seta azul indica a retirada de um filhote. Sdo
Paulo, 2004

Nao foi encontrada correlagdo entre as concentragcdes de corticosterona e progestinas
analisando o periodo total, e nem nos periodos individualizados. No entanto, enquanto estava
internada no setor de Veterinaria e nos dias subseqlientes ao seu retorno ao viveiro foi
encontrada correlagdo com r=0,77, p<0,05. O perfil destes metabolitos durante a lactagdo e

apos a retirada dos filhotes € apresentado na figura 24.
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Figura 24 - Perfil de corticosterona e progestinas fecais da fémea G6 de gato-mourisco (Herpailurus
yagouaroundi) durante a lactagdo e apds a retirada dos filhotes. A seta preta indica o
parto. NC indica que ndo houve colheita no referido periodo. Cada seta azul indica a
retirada de um filhote. Sdo Paulo, 2004

Tabela 17 - Mediana das concentracdes, valores minimos e maximos de corticosterona fecal da fémea
G6 de gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) na gestagao, lactagdo e apos a retirada dos
filhotes. Sdo Paulo, 2004

Corticosterona
(ug/g fezes)
mediana minimo maximo

Gestacao - - -
Lactacao 41,72 6,76 737,45
(n=64)

Apos retirada dos filhotes 42,05* 11,03 252,74
(n=22)

*p>0,05 referente aos periodos de gestagao e apds a retirada dos filhotes.
“-“apenas dois valores disponiveis para o periodo.

Quando os valores de cada fémea foram analisados em conjunto, ndo foi observada
diferenca significativa entre gestacdo, lactacdo e apds a retirada dos filhotes, e nem presenca
de correlagdo entre corticosterona e progestinas fecais no periodo total, nem nos eventos em

separado.
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5 DISCUSSAO

Os valores obtidos nos ensaios de recuperagdo foram considerados satisfatorios, pois
mostram que o método extrai com eficiéncia os hormonios adicionados e a variagdo entre os
ensaio foi pequena. Valores mais altos de recuperacdo sdo descritos em outros trabalhos que
utilizaram esta metodologia de extragdo, com valores acima de 90% para ambos os hormdnios
(BROWN, et al., 1994, 1996; MOREIRA et al., 2001), resultado que reflete a qualidade do
laboratorio onde foram desenvolvidos, laboratdrio esse que vém trabalhando com a técnica ha
uma década. Viau (2003) encontrou 80+4,5% e 8946,09% para estradiol e progesterona
respectivamente. No entanto vale ressaltar que neste trabalho o hormoénio marcado foi
adicionado apds a etapa de fervura, enquanto que no presente estudo foi adicionado
diretamente nas fezes. Procedemos de forma diferente, por considerarmos que este
monitoramento deve ser realizado desde a primeira etapa de extracao.

Alguns laboratérios realizam a recuperagao de cada amostra, outros a fazem apenas
quando ¢ empregada pela primeira vez em uma espécie ou fazem num unico ensaio um lote
de amostras aleatoérias. O critério que foi adotado neste trabalho, de avaliar trés amostras para
cada hormoénio em cada ensaio (FRENCH3 , 2003, informagao verbal), foi considerado o mais
adequado dentro das condigdes em que foi desenvolvido o presente trabalho.

Foram utilizados hormoénios marcados com diferentes DPM uma vez que vieram
previamente diluidos dos Laboratérios que gentilmente os cederam, no volume necessario
para a realizacdo da avaliagdo.

Foi verificado paralelismo entre a curva padrio do conjunto diagnostico e a curva
obtida a partir de dilui¢do seriada de pool de extratos fecais, para os metabolitos de estradiol e
para as progestinas. Assim, ficou demonstrado matematicamente que ndo houve interferéncia

¢
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*Informagio fornecida por French em Sio Paulo, 2003.
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da matriz (extrato fecal) na ligacdo do antigeno (hormoénio) com o seu anticorpo, validando o
uso dos conjuntos diagnosticos da DPC (DIAGNOSTIC PRODUCTS CORPORATION, Los
Angeles, CA, USA) para a quantificagdo de metabolitos de estradiol e progesterona em
extratos fecais do gato-mourisco.

No caso dos ensaios de metabolitos de estradiol, a média dos coeficientes intra-ensaio
baixo e o pool ficaram acima do considerado ideal para os parametros do laboratorio (< que
10%). Em relagdo ao coeficiente intra-ensaio baixo, alguns ensaios apresentaram variagao
alta, sendo que nestes mesmos ensaios o coeficiente intra-alto € o pool nao apresentaram
problemas. Assim estes ensaios ndo foram descartados e seus resultados considerados sem
ressalva. Dos 13 ensaios realizados, em 1 deles, o pool apresentou valor acima do usual, mas
quando este mesmo pool foi utilizado nos ensaios de progestinas ndo apresentou alteragdes.
Por isso acredita-se que pode ter havido algum problema no ensaio e ndo no pool. Como nao
havia verba para repeti-los, os resultados foram considerados com ressalvas. Neste ensaio
foram quantificadas as amostras da fémea G1 no periodo de 05/05/2003 a 29/07/03. Quando
colocados junto aos outros dados desta fémea ndo foi observada nenhuma alteragdo
discrepante, como um valor extremamente alto, além do fato da durac¢do do estro e do ciclo
estral se mostrar condizente com a das outras fémeas. Como trabalhamos com um ntimero de
animais e ciclos reduzidos, mesmo sem repetir as mensuragdes, ndo descartamos estes
resultados.

Para os ensaios de progestinas todos os coeficientes ficaram a baixo de 10%, exceto o
do pool que ficou ligeiramente acima com 10,73%, mas considerado bom.

Para os ensaios de corticosterona, todos os coeficientes foram considerados dentro do
padrdo de ensaios com duplo anticorpo, e inclusive se assemelharam ao encontrado por

Brown et al. (1996).

N




Discussdo 77

A mediana da duragado do ciclo estral de gato-mourisco encontrada no presente estudo
foi de 24 dias (n=33 ciclos, variando de 6 a 82 dias). Em literatura, os dados de duragdo de
ciclo para felideos sdo expressos como médiatEPM, no entanto, no nosso estudo este dado foi
apresentado como mediana, por ser ndo-paramétrico. A duragdo encontrada para o estro foi de
8,65+0,38 dias (n=41 estros, variando de 5 a 14 dias). Ambos os valores diferem do citado em
literatura por Mellen (1993) que verificou uma duracao de ciclo de 53,6+2,4 dias (n=8) e do
estro de 3,2+0,8 dias (n=6), utilizando-se apenas de observacdes comportamentais para
compor estes valores.

O monitoramento fecal em felideos da linhagem Pantherrinae constatou em leopardo
nebuloso (Neofelis nebulosa) ciclo estral com duracao de 2412 dias (n=35), variando de 14 a
43 dias, e estro de 6t1 dia (n=45), variando de 1 a 10 dias (BROWN et al., 1995); em tigre
(Panthera tigris) ciclo estral de 29,3+1,3 dias, em ledo (Panthera leo) de 20,4+1,7 dias, em
leopardo das neves (Panthera uncia) de 32,6£5,6 dias, em guepardos (Acinonyx
jubatus)23,843,7 dias e em caracal (Felis caracal) 23,813,7 dias (GRAHAM et al., 1995); em
guepardo ciclo estral de 13,6+1,2dias(n=184) variando de 5 a 30 dias e estro com duracgao de
4,1+0,8 dias (n=132), variando 1 a 14 dias (BROWN et al., 1996); e em onga pintada
(Panthera onca) ciclo estral de 38,2842,52 dias (n=7), variando de 25 a 44 dias e estro
10,42+1,15 dias, variando de 7 a 15 dias (VIAU, 2003).

Monitoramento sérico de ciclo estral em felideos selvagens mostrou em puma (Puma
concolor) duragao com variacao de 17 a 25 dias (BONNEY et al., 1981), em leopardo das
neves duracdo de 25,2 dias (SCHMIDT et al.,, 1993) e em leopardo (Panthera pardus)
duracdo de 21 dias (EATON, 1977) e 23,8 dias (SCHMIDT et al., 1988).

Em trabalho realizado com trés espécies de pequenos felideos neotropicais a duragao
média ZEPM do ciclo, considerando o intervalo entre dois picos de metabdlitos fecais de

estradiol, encontrada foi de: 18,4+1,6 dias (n=75, variagdo de 7-31 dias) para a jagua}irica
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(Leopardus pardalis), 16,7£1,3 dias (n=23, variacdo de 11-27 dias) para o gato-do-mato-
pequeno (Leopardus tigrinus) e 17,6£1,5 dias (n=23, variacdo de 11-25 dias) para o gato-
maracaja (Leopardus wiedii) (MOREIRA et al., 2001). Nenhuma da fémeas (n=7) do referido
trabalho apresentou regularmente sinais comportamentais de receptividade. Apenas as
jaguatiricas (n=2) apresentaram, ocasionalmente (30%), comportamento indicativo de estro,
como rolar, vocalizar e urinar em varios pontos, associado a aumento de metabolitos fecais de
estradiol.

Graham et al. (2000), observaram que a duracdo média=DP do ciclo estral em fémeas
de gato doméstico que ndo copularam, baseado nas concentragdes de estrogenos fecais, foi de
18,3+0,4 dias (n=114, variagao de 11 a 25 dias) e do estro 6,3+0,3 dias (variagdo de 3 a 10
dias). Esses dados corroboram com os obtidos em estudos onde se utilizaram as concentra¢des
plasmaticas de estradiol como parametro, que encontraram ciclo variando de 14 a 21 dias
(GOODDROWE, 1989) e estro de 7,4+2,3 dias (SHILLE et al.,1979). Comportamento de
estro foi observado em apenas 67% das elevacdes de metabdlitos fecais de estradiol.

Num outro trabalho com gato doméstico, de 14 fémeas estudadas, 2 delas (14,3%) ndo
exibiram comportamento de estro, sendo esta fase identificada apenas pela citologia vaginal
(ROOT et al., 1995). Shille et al. (1979) e Wildt et al. (1978) observaram a auséncia de estro
comportamental em gato doméstico, em trabalhos onde foram verificados elevacgdes ciclicas
plasmaticas do estradiol e desenvolvimento folicular, indicativos de atividade ovariana

Como no presente estudo o comportamento ndo foi avaliado, ndo pudemos
correlaciond-lo com os aumentos de metabolitos de estradiol nas fezes, e nem comparé-los
aos dados obtidos por Mellen (1993). No entanto os dados de Moreira et al. (2001), Graham et
al. (2000), Root et al. (1995), Shille et al. (1979) e Wildt et al. (1978) ja citados, nos permitem
supor que durante o estudo do gato-mourisco, realizado por Mellen (1993) pode ter ocorrido

atividade ovariana com conseqliente aumento nas concentragdes de metabolitos de estradiol
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nas fezes, sem que houvesse manifestagdo comportamental de estro. Isso justificaria o fato de
ter sido encontrado naquele trabalho duracdo do ciclo estral maior do que a verificada no
presente estudo.

Com base nestes valores, podemos observar que a duragdo do ciclo estral do gato-
mourisco verificada neste estudo encontra-se mais proxima dos valores encontrados para os
felideos da linhagem Pantherrinae do que dos outros pequenos felideos neotropicais.

Como nio foi realizado acompanhamento para verificagdo de estro comportamental,
nem obten¢do de dados por meio de citologia vaginal, ultrassonografia ou videolaparoscopia,
consideramos que os picos de metabolitos de estradiol precedidos por elevacdo sempre
estivessem associados a estro. No calculo da duragdo do ciclo estral foram descartados os
intervalos superiores a 106 dias, o dobro de dias da duracdo estimada do ciclo por Mellen
(1993), sendo considerados como periodos de anestro. Assim, adotando este critério, o
intervalo entre estros variou de 6 a 82 dias, ou seja, uma variacdo de 76 dias, bem maior do
que a observada por Hulley (1976) em apenas uma fémea de gato-mourisco, com intervalos
de 6 a 51 dias, variacdo de 45 dias. E também bem superior a encontrada para outros felideos
(acima citados), onde a menor variagao foi de 7 dias para o gato doméstico ¢ a maior de 29
dias para o leopardo nebuloso. Vale ressaltar que 75% dos ciclos do presente estudo tiveram
duracdo entre 6 ¢ 45,5 dias, ou seja apenas 8 ciclos apresentaram duracdo superior a 45,5 dias.
Como o observado no presente estudo, Booney, Moore e Jones (1981) encontraram em puma,
e Brown et al. (1996) em guepardos, uma grande variacdo individual e entre os animais. Neste
ultimo trabalho os autores discutem que por terem ovulagdo induzida pela copula, os felideos
possam apresentar uma sinalizacdo hormonal para desencadear e finalizar o estro nao tdo fina
quanto a das espécies de ovulacdo espontanea. Fato este, que permitiria uma maior variagao
na duragdo tanto do ciclo, como do estro dentro de um mesmo individuo e da espécie. Shille

et al. (1979) verificaram que o intervalo entre ondas foliculares num grupo de fémeas de gato
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doméstico foi de 8,1£3,1 dias, variando entre 3 e 15 dias. Ou seja, o desenvolvimento
folicular ocorre em intervalos irregulares e distintos entre os individuos.

Quanto a duragdo do estro, foi encontrada diferenca em relacdo ao observado por
Mellen (1993) para esta espécie, mas deve-se levar em consideragdo que naquele trabalho os
dados foram oriundos de trés fémeas, enquanto que no presente estudo de oito, além do fato
de que a manifestagdo comportamental do estro ¢ desencadeada por altas concentragdes de
estrogeno sérico, o que ndo ocorre ao longo de todo o desenvolvimento folicular. Assim o
monitoramento endocrino, seja invasivo ou ndo, ¢ capaz de detectar elevacdes nas
concentragdes de estrogenos, indicando o inicio do estro, antes destas atingirem o limiar
necessario para desencadear o comportamento de cio. Em gato doméstico, o inicio do cio
ocorre geralmente de 1 a 3 dias ap0s o inicio do crescimento folicular (SHILLE et al., 1979).

As medianas das concentragdes para os valores basais e de pico para os metabdlitos de
estradiol para o gato-mourisco encontradas neste estudo foram de 4,67ng/g de fezes e
87,32ng/g de fezes, respectivamente, sendo que o maior valor basal foi menor que 26ng/g de
fezes e o maior valor de pico menor que 360ng/g de fezes. As concentragdes encontradas para
grandes felideos (guepardo, leopardo nebuloso e diversas espécies do género Panthera) sdao
inferiores a 50ng/g de fezes secas para os valores basais e inferiores a 500ng/g de fezes secas
para os valores de pico (BROWN et al., 2001). J4 dentre os pequenos felideos (jaguatirica,
gato-do-mato-pequeno, gato-maracaja e gato-pescador) os valores encontrados sdo muito
mais altos, com basal acima de 80ng/g de fezes secas e pico acima de 800ng/g de fezes secas
(BROWN et al., 2001). Nossos resultados no que tange as concentracdes destes metabolitos
também se mostraram mais proximos ao dos grandes felideos (linhagem Pantherrinae),
lembrando que trabalhamos com fezes umidas, logo os valores absolutos sdo mais baixos.

Os célculos para determinagdo das concentracdes basais e de pico foram realizados

para cada fémea, uma vez que cada individuo pode apresentar um limiar diferente. Em

C,:
],C__j=




Discussdo 81

literatura encontramos que os valores basais sao determinados por um processo matematico,
onde os valores que excedem a média acrescida de 1,5DP sdo sucessivamente eliminados até
que nenhum exceda este critério (BROWN et al., 1996; MOREIRA et al., 2001). Graham et
al. (2000) baseou-se no mesmo processo, mas utilizando 2,0DP. Esses valores que restam sao
utilizados para compor a média dos valores basais ¢ 0 mais alto deles ¢ o limite entre basal e
elevagdo. Utilizando este critério os valores considerados basais, os que sobraram, foram de
numero e valor muito reduzidos, o que ndo permitia uma diferencia¢ao adequada entre o estro
e o inter-estro. Na maioria das fémeas a duracdo do estro era tdo longa, que se ligava a um
novo estro e assim os ciclos desapareciam, como se 0s animais estivessem constantemente no
estro. Por isso foi adotado um outro critério, onde os valores que geraram o primeiro valor de
pico foram comparados com os valores que geraram os picos subseqiientes ¢ quando foi
verificada diferenga estatistica entre estes valores (entre as suas medianas) determinou-se o
limite entre basal e elevacao.

A fémea G4, que tinha 11 meses quando do inicio do projeto, foi avaliada em conjunto
com as outras fémeas, mesmo apresentando idade de animal pré-pubere, se considerarmos as
citagdes em literatura (HULLEY,1976; MELLEN 1993), pois apresentou atividade ovariana
desde o inicio do trabalho. Além disso, ha relato de outra fémea também nascida na
instituicdo, que apresentou atividade ovariana, seguida de gesta¢ao, quando tinha 11,5 meses
de idade (CASSARO", 2003, informagcio verbal). Esse valor foi calculado retrospectivamente
a partir da data do parto, considerando como 75dias a duragdo da gestacdo (HULLEY, 1976).

Nas fémeas que gestaram foi observado um aumento significativo dos metabolitos de
estradiol no terg¢o final da gestagdo (tabelas 4, 6 e 14), com pico 12 dias antes do parto na
fémea G2 e picos 15 e 21 dias antes do parto na Fémea G5. Este aumento ¢ esperado uma vez
que o estradiol tem papel importante na mamogénese; na retencdo de proteinas, célcio e

fosforo pelo organismo, para posterior utilizagdo na lactacdo; na indugdo de formagdo e
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expressao dos receptores de ocitocina no utero para que ocorra o parto (LANGE et al., 2003)
e na dilatagdo da cérvix (RAJABI et al., 1991). Em gatos domésticos um aumento sérico do
estradiol também ¢ verificado neste periodo, realizando pico 8 dias antes do parto (SCHMIDT
et al., 1983). Em guepardo também se observa esta elevacio (BROWN et al., 1996). Ja em
gato-leopardo (BROWN et al., 1994) e em gato-do-mato-pequeno (MOREIRA, 2001) as
concentragdes fecais se mostraram basais ao longo de toda a gestagdo. Sabe-se que em
mulheres, primatas, vacas, éguas, cabras e ovelhas essa origem deste hormdnio ¢ placentaria o
que ndo ocorre em roedores e cadelas (RYAN, 1971). Em cadelas nao foi encontrada
aromatase na placenta, mas sua atividade foi verificada no corpo luteo, onde ocorre um
aumento no final da gestagdo do nimero de células que produzem essa enzima, revelando essa
estrutura como a fonte de estrogenos neste periodo (NISHIYAMA et al., 1999). No entanto a
origem dos andrégenos para a sintese do estradiol, ainda ndo foi estabelecida para os caes. Em
humanos o estradiol placentario ¢ sintetizado a partir do sulfato de dehidroepiandrosterona,
que ¢ oriundo em parte da circulagdo materna e em parte da circulagdo fetal (SIITERI;
MACDONALD, 1966). A fonte de estradiol sérico em felideos durante a gestagdo ainda ¢
desconhecida.

O inicio da atividade ovariana foi verificado 65, 84 e 130 dias apds o parto
respectivamente nas gatas G2 (1 filhote), G5 (2 filhotes) e G6 (3 filhotes). Em gato-doméstico
o numero de filhotes influencia no tempo de retorno ao estro apos o parto, devido a
intensidade de estimulos de sucgdo diferente (TSUTSUI; STABENFELDT, 1993).
Considerando o valor de 42dias como desmame (HULLEY, 1976), nenhuma atividade
ovariana foi observada anterior a este periodo. Assim, foi verificada nas trés fémeas aciclia
lactacional, como também ocorre no gato doméstico (SCHMIDT et al., 1983) ¢ como foi
verificado em leopardo nebuloso por Brown et al. (1995). A fémea G2 apresentou em 3 das

suas 7 gestagdes, intervalo médio de 5 meses entre copula e a primeira atividade ovariana pos
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parto, ou seja, retornou a ciclar aproximadamente 75 dias depois do parto. Estes dados
constam da ficha do animal na institui¢do e foram calculados retrospectivamente a partir das
datas de parto. Quanto as fémeas G5 e G6 a gestagdo verificada no presente estudo foi a
segunda para ambas. Em gato doméstico o retorno a ciclicidade ocorre em média 60dias apds
o parto (SCHMIDT et al., 1983).

Analisando a distribui¢ao dos ciclos estrais das gatas em conjunto durante o periodo
estudado, nao foi verificada diferenca estatistica entre os meses. O histérico da institui¢do
revela nascimentos ao longo de todo o ano. Com base no observado e no histérico dos
animais, mesmo sem dados dos meses de outubro, novembro e dezembro (as colheitas
terminaram no inicio de outubro), sugere-se que ndo ha sazonalidade na espécie. No entanto
seria necessario um estudo mais longo (de pelo menos 2 anos) para que esta consideragdo
fosse confirmada. Os dados meteorologicos do periodo de colheita foram comparados com a
distribuicdo dos estros ao longo dos meses. A unica correlagdo encontrada foi em relacdo a
temperatura maxima, mas foi uma correlagado fraca.

Nas fémeas ndo gestantes foi possivel a observacao de elevagdes das progestinas, mas
que ndo se sustentaram, apresentando caracteristica oscilatoria, ndo sendo possivel estabelecer
correlacio com eventos bioldgicos. Algumas fémeas, apresentaram elevagdes deste
metabolito apds pico de metabolitos de estradiol, mas estas elevagcdes obedecem a padrdes
irregulares e inconsistentes, o que ndo nos permitiu concluir que essas elevagdes refletiram
uma atividade luteinica, fato que caracterizaria uma ovulagao espontanea.

Outros trabalhos realizados com felideos selvagens (BROWN et al., 1994, 1995, 1996;
GRAHAM et al., 2000; MOREIRA et al., 2001) utilizaram para detec¢do das progestinas um
anticorpo monoclonal, anti 4-pregnanen-11-0l-3,20-diona hemissuccinato:BSA, que reage
100% com progesterona, 96% com Sa-pregnane-33-ol-20-ona, 36% com So-pregnane-3a-ol-

20-ona, 15% com 5B-pregnane-3p-ol-ona, 15% com 17B-hidroxiprogesterona, 13% com
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pregnanolona, 7%com 5B-pregnane-3a-o0l-20-ona, 5% com 5B-pregnane-3a,17a-diol,20a-one
e menos que 1% com androstenediona, testosterona, estradiol, estriol e cortisol. Os principais
metabolitos fecais de progesterona para este taxon foram determinados por HPLC
(Cromatografia Liquida de alta precisdo) por Brown et al. (1994). Sdo eles: 5B-pregnane-3[3-
ol-ona (61,8%), 5B-pregnane-3a-ol-20-ona (22,3%), Sa-pregnane-3a-ol-20-ona (13,9%) e Sa-
pregnane-3-ol-20-ona (3,2%). O anticorpo utilizado nos trabalhos citados acima faz reagdes
cruzadas importantes com todos eles. Ja neste estudo, utilizamos um conjunto diagnostico
comercial que apresenta um anticorpo muito especifico para a progesterona, que faz apenas
um total de 12,4% de reagdo cruzada com seus metabdlitos, sendo que ndo sdo significativas
em relacdo aos metabdlitos encontrados para felideos. O anticorpo utilizado nos trabalhos
acima citados nao ¢ disponivel comercialmente, entdo se optou pelo uso do conjunto
diagnostico comercial, encontrado com facilidade no pais.

Sendo assim, as progestinas detectadas no presente estudo podem ndo refletir os
eventos bioldgicos séricos, € assim ndo podemos afirmar que ovulagdes espontineas nao
tenham ocorrido.

Nas fémeas gestantes, ao contrario do que se esperava, a concentracdo fecal de
progestinas na gestacdo foi inferior a do periodo de lactagdo como pode ser observado na
tabela 13. Em gato doméstico as concentragdes de progesterona se elevam de dois a trés dias
apods a copula, atingido pico por volta de 25 a 30 dias de gestacdo, e entdo comeca a cair
gradativamente até o momento do parto (TSUITSUI; STABENFELDT, 1993). Em felideos
selvagens, as concentragdes fecais de progestinas também se mostram elevadas ao longo da
gestacdo, retornando ao basal apenas proximo ao parto. Em leopardo nebuloso e guepardo,
Brown et al. (1995, 1996) verificaram que ha um aumento de 25 e 100 vezes,
respectivamente, na concentragdo de progestinas durante a gestagdo. Outros trabalhos com

felideos também encontraram altas concentragdes destes metabdlitos fecais durante a gestacao
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(BROWN et al., 1994; MOREIRA, 2001), indicando uma conservagao deste mecanismo
dentro do taxon. No entanto ndo podemos descartar a possibilidade de particularidades dentro
de cada espécie no que tange a sintese ¢ metabolizacdo hormonal. Com relacdo as baixas
concentragdes verificadas na gestacdo no presente estudo, existe a possibilidade de haver a
conversao da progesterona em outros hormdnios ou metaboélitos hormonais. Vale lembrar que
na gestacdo temos a presenga da placenta e do feto, ambos com participagdo na sintese e
metabolizacdo de hormonios esterdides. Schutzer e Holtan (1996) propuseram em éguas uma
via alternativa onde a pregnenolona é convertida em metabolitos pela placenta, o que explica
a auséncia de progesterona e presenca de seus metabolitos no sangue destas fémeas na metade
e final de gestacdo. Foi demonstrado in vitro a presenga de enzimas que convertem
pregnenolona em progesterona na placenta de gatas (MALASSINE; FERRE, 1979), mas nio
se sabe quais outras transformacdes ocorrem. Em primatas, in vitro, foi observada a conversao
de androstenediona em estrona e 17B-estradiol; pregnenolona em progesterona; e
progesterona em seus metabolitos (AINSWORTH; RYAN, 1969). Quanto a atividade
esteroidogénica fetal, ha sintese de estradiol em equinos (LANGE et al., 2003) e suinos
(FISCHER et al., 1985) e de andrégenos em humanos (MEINHARDT; MULLIS, 2002;
SIHHTERI; MACDONALD, 1966). No entanto sabe-se que em humanos existe pouca ou
nenhuma atividade da 17a-hidroxilase na placenta e assim ndo had conversdo local de
progestagenos em androgenos (CASEY et al., 1992). Em relacdo aos felideos, ndo existem
estudos que comprovem quais conversdes ocorrem € quais ndo ocorrem. Assim a
possibilidade de que a progesterona sérica seja metabolizada na placenta ndo pode ser
descartada.

Para verificar se esta hipotese tem consisténcia seria necessario submeter as amostras
do periodo de gestagdo a um processo de separagdo como HPLC (Cromatografia liquida de

alta precisao) ou GC-MS (Cromatografia gasosa associada a espectrofotometria de massa)
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para que os esterdides fossem identificados. Vale salientar também, que das trés fémeas so
obtivemos valores de primeiro terco de gestagdo da fémea G2, e mesmo assim do final deste
periodo, entdo nao podemos afirmar que nao houve aumento das progestinas fecais no inicio
da gestacao.

Em gato-doméstico a fonte de progesterona sérica na gestagdo ¢ o corpo luteo ¢ a
participagdo da placenta nesta sintese se restringe a uma atividade paracrina (VERSTEGEN et
al., 1993). Sabe-se também que em gato doméstico a concentracdo de progesterona sérica
pode se manter elevada até 63 dias pos—parto, caso a fémea esteja lactando, devido a
persisténcia do corpo luteo (DAWSON, 1946 apud SCHMIDT et al., 1983). Isso poderia
explicar as altas concentracdes desses metabodlitos que foram detectadas neste periodo,
principalmente considerando-se o niumero de filhotes, uma vez que a fémea que apresentou os
maiores valores foi a G6, que gestou e amamentou 3 filhotes. Enquanto que a G5, gestou e
amamentou 2 e a G2, pariu e amamentou apenas 1, tiveram valores mais baixos e
semelhantes. Vale ressaltar que em exame ultrassonografico foram evidenciadas duas
vesiculas na fémea G2.

Uma outra possibilidade levantada para justificar altas concentragdes de progestinas
durante a lactag@o seria a conversdo de hormonios esterdides da adrenal em metabdlitos de
progesterona no figado e /ou no intestino. Segundo Winter e Bokkenheuser (1987), bactérias
presentes na microbiota intestinal do gato doméstico sdo capazes de converter Cortisol em
hydroxiandrostenediona-11f3 (Eubacterium desmolans) e Deoxicorticosterona em
progesterona (Eubacterium lentum). Seria possivel que as concentragdes séricas de cortisol
estivessem tdo elevadas fazendo com que esta conversdo refletisse num aumento de
progestinas fecais. No entanto, a quantificacdo de corticosterona ndo evidenciou altas
concentragdes na lactacdo em relagdo aos outros periodos (tabelas 15, 16 e 17), e ndo foi

encontrada correlagdo com as progestinas neste periodo.
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Uma terceira possibilidade para justificar este aumento de progestinas na lactacao seria
a producao de progesterona pela adrenal, que refletiria num aumento de progestinas nas fezes.
Apods estimulo estressante ou estimulagdo com ACTH, ja foi observado aumento de
progesterona sérica em leoas com implantes contraceptivos por Bertschinger et al. (2002), em
fémeas de cervo dama inteiras e ovariectomizadas por Asher at al. (1989) e em ratas castradas
(ANSELMO-FRANCTI, 2003, informagdo verbal). Sendo que o trabalho de Bertschinger et
al. (2002) também avaliaram as concentragdes séricas de cortisol, que aumentaram de 10 a
45% apods a aplicacdo de ACTH, enquanto que a progesterona aumentou de 4 a 10 vezes.
Assim, podemos supor que as altas concentracdes de progestinas, encontradas durante a
lactacdo sejam de origem adrenal, mesmo ndo tendo sido encontrada correlacdo entre
corticosterona e progestinas neste periodo, no presente estudo.

Como ja discutido em relagdo as fémeas que ndo gestaram, o anticorpo do conjunto
utilizado pode nao ter sido eficiente na evidenciag@o nas fezes, de eventos bioldgicos séricos
envolvendo a progesterona. Esta é na realidade a hipdtese que consideramos mais plausivel,
dada a alta especificidade do anticorpo do conjunto diagnéstico utilizado para progesterona. E
sabemos, como ja discutido anteriormente, que as reagdes cruzadas deste conjunto com os
metabolitos de interesse sdo baixas ou inexistentes.

Nao foi constatado aumento de corticosterona préximo ao momento do parto, nem
quando das separagdes dos filhotes, ao contrario do verificado por Moreira (2001) em gato-
do-mato-pequeno e gato-maracaja. Nenhuma das fémeas gestantes do presente estudo era
primipara e ficaram alojadas fora do setor de exposi¢do, em local de pouca circulagdo de
pessoas, fatos estes que podem ter contribuido para os resultados obtidos.

Em relagdo aos periodos de lactacdo, gestagdo e apos a retirada dos filhotes, foram
verificadas concentragdes significativamente elevadas de corticosterona na gestagdo quando

comparadas com a lactagdo na fémea G5. Ja na fémea G2 ndo verificamos tal diferenga. Vale
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ressaltar que se trata da segunda e sétima gestacdo respectivamente € que o componente
“experiéncia materna” pode estar envolvido neste caso. Comparando os periodos de lactacdo e
apos a retirada dos filhotes, tanto a G5, como a G6 apresentaram concentragcdes mais altas na
lactacdo do que apds a retirada dos filhotes, mas apenas na G5 foram consideradas
significativas (tabelas 16 e 17).

Infelizmente, durante as internagdes na Divisdo de Veterinaria, s6 foi possivel a
colheita das fezes da fémea GO, que evidenciaram aumento nas concentragdes de
cosrticosterona, que também pode ser observado imediatamente apos o seu retorno ao viveiro
e apds o primeiro retorno da fémea GS5. Isso nos mostra o quio estressante foi esta
transferéncia para um local onde ficavam expostas a outras espécies (predadores e presas
naturais), movimentacao de pessoal e manipulacao para limpeza e tratamento.

Como ja discutido no item anterior, ndo encontramos correlacdo entre as

concentragdes de  progestinas e  corticosterona na  gestacdo e  lactagdo.

N
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6 CONCLUSOES

e Foi possivel extrair e quantificar os metabolitos fecais de estradiol, progesterona e

cortisol em fémeas de gato-mourisco.

e Foi possivel monitorar a atividade ovariana do gato-mourisco em cativeiro por meio

da extracdo e quantificacdo de metabolitos fecais de estradiol, e a determinagdo da

duracao do ciclo estral e do estro.

e Os dados obtidos sugerem que ndo ocorreram ovulagdes espontaneas.

e Nao foi encontrada correlagdo entre os metabdlitos de progesterona e cortisol nas fases

de gestacdo, lactacao e ap0s a retirada dos filhotes.

el
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ANEXO A - Mapa da Distribuicdo

Figura 25 Distribui¢do geografica do gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi):
1- H. y. armeghinoi; 2- H. y. cacomitli; 3- H. y. eyra; 4- H. y. fossata;
5- H. y. melantho; 6- H. y. panamensis; 7- H. y. tolteca e 8- H. y.
yvagouaroundi (OLIVEIRA, 1998).
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ANEXO B - Piloto 1: Comparagao entre a utilizacdo de fezes liofilizadas e fezes umidas no
protocolo de extragdo descrito por Brown et al, 1993.

Introducdo: O método citado vem sendo utilizado com sucesso em varias espécies de
mamiferos (BROWN et al., 1995; MOREIRA et al., 2001, MORALIS et al., 2002; WASSER et
al., 1994; WASSER; VELLOSO; RODDEN, 1995).A liofilizacdio ¢ a etapa inicial do
protocolo, que por eliminar a 4gua da amostra combate a atividade microbiana, permitindo
armazenamento da amostra por mais tempo ¢ torna as amostras mais homogéneas quanto ao
teor de umidade. No entanto a utilizacdo de fezes secas poderia ser um fator limitante para a
realizacdo deste protocolo na auséncia de um liofilizador, aparelho de custo elevado e
manuten¢do cara. Além do fator monetéario, eliminando-se essa etapa o procedimento de
extragdo torna-se mais rapido, uma vez que para fezes de felideos o tempo estimado de
secagem ¢ de 12 horas. Moreira et al.(2001) e Morais et al., (2002) utilizaram este protocolo
com fezes umidas sem comprometimento dos resultados.

Objetivo: Verificar e comparar a capacidade de extracdo do método descrito por Brown et al.
em 1993 quando da utilizagdo de amostra fecal imida (in natura) e fezes liofilizadas, e avaliar
a variacao da porcentagem de umidade nas amostras.

Material e métodos: As 16 amostras foram extraidas e dosadas no Laboratério de Dosagens

Hormonais da FMVZ/USP-SP, segundo o protocolo abaixo descrito (protocolo A) e o
protocolo modificado (protocolo B). Protocolo A: a uma aliquota de 0,2g da amostra seca
(previamente liofilizada) foram adicionados 5 ml de etanol 90%. Apos homogeneizacdo em
aparelho vortex por 1 minuto, as amostras foram fervidas por 25 minutos a 80°C. Foram entao
centrifugadas por 15 minutos a 500G e o sobrenadante recuperado. O pellet foi ressuspendido
em 5 ml de etanol 90%, homogeneizado em aparelho vortex por 1 minuto e recentrifugado.
Os dois sobrenadantes foram combinados, secos completamente, e entdo ressuspendidos em 1

ml de metanol. Os extratos foram homogeneizados por 1 minuto, colocados em cuba

C,:
IC /s .
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limpadora ultrassonica por 15 minutos e encaminhados para dosagem por radioimunoensaio.
Para tanto foi adicionada a amostra uma solugao tampao de PBS + gelatina 0,1mol. Protocolo
B: a unica alteracdo consistiu na adigdo de 0,2g de fezes umidas ao etanol 90% ao invés de
fezes secas. Os perfis encontrados foram comparados pelo teste de correlagdo linear de
Pearson (para os dados paramétricos) e de Spearman (para os dados ndo paramétricos).

Resultados: A porcentagem média de umidade encontrada nas amostras foi igual a 27,5%,
variando de 20% a 36%. Os perfis obtidos para os metabdlitos de estradiol na figura 26 e os
perfis encontrados para os metabolitos de progesterona na figura 27. Considerando os
metabolitos de estradiol a correlagdo entre os perfis encontrados foi igual a 0,95(p< 0,0001).

J& para os de progesterona a correlacao encontrada foi de 0,45, ndo significante (p = 0,074).

Metabélitos de Estradiol (ng/g de
fezes)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

—=E2 Liofilizada —m E2 Umida

Figura 26 - Perfis de metabolitos de estradiol e de fémeas de gato-mourisco obtidos a partir da
utilizacdo de amostras liofilizadas e amostras tmidas.

el
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Figura 27 - Perfis de progestinas de fémeas de gato-mourisco obtidos a partir da utilizagdo de
amostras liofilizadas e amostras tmidas.

Discussao e Conclusdo: As concentracdes encontradas para as progestinas foram

consideradas basais quando comparadas as citadas em literatura para outras espécies de
pequenos felinos brasileiros (MOREIRA, 2001), enquanto que para os metabolitos de
estradiol verificou-se um pico que foi coincidente nas duas metodologias de extragdo. Foi
considerado pico o valor que excedeu a média dos valores basais acrescida de dois desvios-
padrdo. Tratando-se do estradiol as duas metodologias mostraram-se eficientes, com alta
correlacdo. Ja para a progesterona, a correlagdo encontrada foi baixa, sendo que no método
com utilizagdo de fezes liofilizadas os valores obtidos foram mais altos. O fato de nao ter
havido pico e de as concentragdes terem oscilado em valores basais justificam esse resultado.
Para ambos os metabolitos os valores de correlagdo entre amostras umidas ¢ secas vao de
encontro com o observado por Moreira (2001) em gato-do-mato-pequeno, jaguatirica ¢ gato-
maracaja (estrogenos: 0,78, 0,71 e 0,81 respectivamente e progestinas 0,43, 0,52, 0,68,
respectivamente. Sendo assim, a fim de simplificar a metodologia, reduzindo o tempo e os
custos, no entanto sem perder a confiabilidade dos resultados obtidos, optou-se pela utilizagao

de amostras umidas, como havia sido proposto inicialmente no projeto.

el
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ANEXO C - Possivel variagdo na concentragdo de metabodlitos fecais quando
armazenados em metanol ao longo do tempo.

Introducfo: Segundo Khan, et al., em 2002 o contato da amostra extraida com o solvente
organico poderia promover ao longo do tempo quebra de conjugados e oxidagdo de
metabolitos, promovendo um aumento na concentragcao dos metabolitos na amostra. Como as
quantificagdes por radioimunoensaio neste projeto ndo foram realizadas a cada extra¢do, mas
sim em apenas duas baterias de ensaios, no dia da dosagem teriamos amostras armazenadas
ressuspendidas em metanol por 1 dia e por 90dias. Por seguranga, optou-se por guardar as
amostras secas, so realizando a ressuspensao na data da dosagem.

Objetivos: Verificar se ocorre alteragdo na concentracdo dos metabolitos de estradiol e
progesterona, quantificados por radioimunoensaio, de uma mesma amostra ao longo do
tempo. E verificar se o armazenamento da amostra seca promove alguma alteracdo nos
valores de dosagem.

Materiais e métodos: A partir de um pool de amostras de fezes in natura, realizou-se o

procedimento de extragdo e esta amostra foi quantificada em diferentes datas (teste 1). Deste
mesmo pool, 7 fragdes de 0,2g foram encaminhadas para extragdo e ressuspendidas em
diferentes datas. Eram quantificadas no dia da ressuspensao (teste 2).

Resultados: O coeficientes de variacdo encontrados no teste 1 foram de 23% para progestinas
e 17% para os metabdlitos de estradiol. No teste 2 os coeficientes encontrados foram: 16%
para progestinas e 11% para os metabdlitos de estradiol.

Discussao e Conclusdo: Com base nos dados obtidos houve varia¢des s nas concentragdes

das progestinas ¢ dos de metabolitos de estradiol. Este piloto serve apenas como um indicio
desta variagao indicada por Khan et al.(2002), uma vez que foi realizado com um unico pool

de fezes num periodo curto de tempo, sem dados suficientes para uma avaliagao estatistica.

N
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