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Resumo

O presente estudo avaliou 4 fémeas de felideos selvagens residentes do
Jardim Zoolégico de Brasilia, sendo duas sussuaranas (Puma concolor), uma
gata do mato pequena (Leopardus tigrinus) e uma jaguarundi (Puma
yagouaroundi). Estas fémeas tiveram o comportamento observado diariamente
por um periodo de aproximadamente 4 meses, durante o qual foram também
coletadas amostras de fezes para dosagem de metabdlitos de hormbnios
esteroides (E2, P4 e cortisol). Os comportamentos foram compilados em
tabelas e contabilizados para evidenciar quais os mais frequentes. As fezes
foram processadas para a extracdo e avaliacdo quantitativa dos metabdlitos
dos esteroides sexuais e cortisol. Os dados obtidos descrevem eventos
relacionados a fisiologia reprodutiva destas fémeas, correlacionando o
comportamento com as dosagens hormonais, bem como aspectos
relacionados ao estresse. Os dados da analise das amostras de fezes dos 4
animais, que demonstraram picos de metabdlitos de E2, muitas vezes
coincidentes com comportamentos reprodutivos. Também foram observados
picos de metabdlitos de P4, inclusive coincidentes com os dos metabdlitos de
E2 em alguns momentos, mas nenhum que sugerisse a formacao de corpo(s)
Iteo(s). O intervalo entre picos de E2 variou entre 7 e 16 dias para
sussuarana,4 e 21 dias para gata do mato pequena, e 5 e 21 dias para
jaguarundi, dando indicios da variacdo de duracdo do ciclo estral desses
animais. J4 os metabolitos de cortisol ndo apresentaram picos concomitantes
aos comportamentos estereotipados observados, que foram poucos. Os dados
coletados sugerem especificidades entre as espécies, com diferencas entre
sussuaranas e 0s espécimes de pequenos felinos, apontando para a
necessidade de mais estudos sobre a reproducdo dessas espécies. Este
trabalho fornece informacBes a respeito destas trés espécies de felideos
nativas da fauna brasileira, contribuindo para o pouco conhecimento disponivel

a respeito de espécies de felideos selvagens mantidos sob cuidados humanos.

Palavras-chave: fémeas felinas, reproducéo, estresse, cativeiro



Abstract

The present study evaluated 4 female wild felids residing at the Jardim
Zoologico de Brasilia, two mountain lions (Puma concolor), a small wild cat
(Leopardus tigrinus) and a jaguarundi (Puma yagouaroundi). These females
had their behavior observed daily for a period of approximately 4 months, during
which feces samples were also collected for steroid hormone metabolites
dosage (E2, P4 and cortisol). The behaviors were compiled in tables and
counted to show which were the most frequent. Feces were processed for
extraction and quantitative assessment of sex steroid and cortisol metabolites.
The data obtained describe events related to the reproductive physiology of
these females, correlating behavior with hormone dosages, as well as aspects
related to stress. Data from the analysis of feces samples from the 4 animals
showed peaks in E2 metabolites, often coinciding with reproductive behavior.
Peaks of P4 metabolites were also observed, coinciding with those of E2
metabolites at some moments, but none that suggested the formation of corpus
luteum(s). The interval between E2 peaks varied from 7 to 16 days for mountain
lions, from 4 to 21 days for small wild cat, and from 5 to 21 days for jaguarundi,
indicating the variation in the duration of the estrous cycle of these animals.
Cortisol metabolites, on the other hand, did not show concomitant peaks with
the observed stereotyped behaviors, which were few. The data collected
suggest specificities between species, with differences between mountain lions
and small cat specimens, pointing to the need for further studies on the
reproduction of these species. This work provides information about these three
species of felids native to the Brazilian fauna, contributing to the little knowledge

available about species of wild felids kept under human care.

Keywords: feline females, reproduction, stress, captivity
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INTRODUCAO

A variabilidade genética das espécies tem decrescido em uma taxa
alarmante. Varios fatores podem contribuir para este quadro, como por
exemplo: o desenvolvimento agricola e pecuério, fragmentacdo de habitat,
expansdo urbana e construcdo de represas e hidroelétricas, além da caca e
abate desses animais, deixando vulneraveis as populacdes de animais
silvestres (CUBAS et al, 2014). Recentemente, 0s incéndios que acometem o
Pantanal também tem sido um desses fatores (LEMOS, 2020).

Além de medidas diretas para prevenir a destruicdo de habitats naturais,
invasdo de territorios e caca, técnicas de reproducdo assistida aplicadas a
espécies selvagens séo recursos valiosos para os esforcos de conservacao.
No entanto, para poder desenvolver e aplicar técnicas de reproducédo assistida,
€ preciso conhecer a fisiologia reprodutiva destes animais. Apesar disso,
existem muito poucos estudos descrevendo caracteristicas do ciclo reprodutivo
(duracao total e das diferentes fases do ciclo, niveis de horménio sexuais e
atividade ovariana, entre outras) de felideos selvagens, e menos ainda das

espécies felinas nativas da América do Sul.

O presente trabalho teve por objetivo estudar aspectos reprodutivos e de
estresse de 3 felinos selvagens da fauna brasileira (sussuarana, gato do mato

pequeno e jaguarundi) mantidos sob cuidados humanos.
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REVISAO DE LITERATURA

Felideos Brasileiros

A familia Felidae é uma das que vem sendo grandemente afetada. Em
todo o mundo, a familia Felidae possui 38 espécies em sua totalidade, sendo
gue 5 destas espécies estdo em ameaca de extincdo, 12 encontram-se
vulneraveis, 6 estdo quase ameacadas e apenas 15 apresentam estado pouco
preocupante, com 12 populacdes consideradas estaveis, de acordo com a Red
List of Threatened Species publicada em 2022-2 pela IUCN (Figura 1) (IUCN,
2023).

@
A
Extinta na Natureza (EW)
Categorias de ameaga
| _ '
| I
Dados | |Risco de
adequados : L Em Perigo (EN) : extingéo
| .
| Vulneravel (VU) :
O
Avaliadas | ——— Quase Ameacada (NT)
Menos Preocupante (LC) @
Todas as
espécies

Dados Insuficientes (DD)

Nao Avaliada (NE)

Figura 1 Estrutura das Categorias da Lista Vermelha da UICN (UICN, (2022).

Oito espécies de felideos selvagens ocorrem no Brasil,sendo seis
espécies de pequenos felideos: o gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus),
0 gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), o gato-palheiro (Leopardus
colocolo), a Jaguatirica (Leopardus pardalis), o gato-maracaja (Leopardus

wiedii), o gato-mourisco (Puma yagouaroundi), e duas espécies de grandes
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felideos: a onca-parda (Puma concolor) e a oncga-pintada (Panthera onca).
Todas elas com algum grau de vulnerabilidade, exceto o gato do mato grande
gue se encontra com sua populacdo estavel atualmente (ICMBio/MMA, 2018;
IUCN, 2023).

Neste trabalho serdo estudadas 3 espécies de felideos selvagens da
fauna brasileira, Puma concolor, Puma yagouaroundi e Leopardus tigrinus,
todas estdo vulneraveis segundo a lista vermelha da IUCN (IUCN, 2023), e

serdo apresentadas a seguir:

Puma concolor (nome comum: sussuarana, puma, onca parda, ledo da

montanha)

Segunda maior espécie de felideo do Brasil, sdo animais com pelagem

curta, em geral, de cor marrom acinzentado claro ao marrom avermelhado,
porém os filhotes nascem com pintas negras pelo corpo, que podem ser
visualizadas até os 4 meses de idade, e olhos azuis. Os machos adultos
podem pesar de 53 a 72 quilos e as fémeas adultas de 34 a 48 quilos,
apresentam corpo esguio, membros fortes e cauda longa. Sao animais
solitarios e terrestres com habito crepuscular. Percorrem grandes areas de 56 a
155 km, sdo ageis, capazes de subir em arvores com facilidade, e bem
adaptados a climas diversos. Escondem suas presas grandes debaixo de
folhas para se alimentar depois. Normalmente utilizam tocas apenas quando
estdo com filhotes, e costuma descansar em galhos altos de arvores. A
expectativa de vida em cativeiro € de 20 anos. No Brasil, ja foi registrada em
todos os ecossistemas, desde a floresta Amazoénica, cerrado, caatinga até os

pampas gauchos.

Devido a destruicdo do meio ambiente e consequente aproximacao das
areas urbanas, esse felideo esta ameacado, inclusive pela caca ilegal perto de
fazendas e até mesmo por atropelamentos em rodovias. Em 2005 existiam 175
individuos sob cuidados humanos e a populacéo era considerada muito critica,
e a taxa de crescimento nos ultimos 10 anos foi de 6% (CUBAS, 2014; IUCN,
2023).
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Leopardus tigrinus (nome comum: Gato do mato pequeno, maracajai, gato

macambira)

Menor espécie de felideo do Brasil. FEmeas sdo menores que oS

machos, pesam em média 2,2 a 2,4 kg. O corpo € esbelto com cauda medindo
de 19 a 22 cm. A pelagem pode ser desde amarelo claro, ocre e acinzentada,
com ventre mais claro com pintas pretas, possuem ocelos pretos pelo corpo em
formato de 8, e anéis negros na cauda, e atras da orelha uma macha redonda
de coloragéo mais clara.

Tem habitos solitarios e noturnos predominantemente, podem ocupar
uma area de 0,9 a 17 km. Cacam presas menores de 90g normalmente, mas
podem predar animais de até 500g.

E uma espécie que se encontra vulneravel segundo a Red List of
Threatened Species publicada em 2022-2 pela IUCN, pouco estudada, com
poucos animais vivendo em instituicdes. Dificil de ser visualizado na natureza e
suas pegadas sdo muito semelhantes a dos gatos domeésticos, pois tem o
mesmo tamanho. Pode ser encontrado em parte da América Central, alguns
paises do norte da América do Sul e Brasil. Tem preferéncia por ambientes
como florestas subtropicais, cerrado, pantanal, pampas gauchos caatinga e
areas adjacentes a areas agricolas (CUBAS, 2014; IUCN, 2023).

Puma vagouaroundi (nome comum: gato mourisco, jaguarundi, gato vermelho)

Espécie de porte médio, com peso médio de 5,2kg, podendo chegar a
7kg. possui a cabeca pequena, alongada e achatada, orelhas pequenas, e
arredondadas, parecido com um mustelideo (ex.: lontra). Patas curtas em
comparacdo com o corpo e cauda alongados. A coloracdo é uniforme e
apresenta 3 variacdes basicas: amarronzada negra, acinzentada e vermelho

amarelada.

O seu hébito € solitario e terrestre, com atividade diurna
predominantemente e forrageamento arboricola. Podem ser observados
andando em pares, com o pico de atividades entre as 4 e as 11 horas. Sao
bons nadadores, dormem em tocas arvores, em galhos altos ou no meio da
vegetacdo mais densa. S80 sociais, seu territorio pode ser dividido com outros

da mesma espécie e sdo muito vocais. Fémeas podem caminhar entre 88 e
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100 km2. Cagam normalmente ao entardecer ou ao amanhecer. Predam aves e

pequenos mamiferos.

Ocorre desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina e todo o
territorio brasileiro. Sdo animais com grande facilidade de adaptacéo, podendo
ser encontrados em florestas topicais, subtropicais, cerrado, caatinga, pantanal
e vegetacao secundaria.

A espécie tem o risco de estar extinta no Uruguai e no extremo sul do
Rio Grande do Sul. Sdo capturados para trafico comercial de pele além de
serem conhecidos por predarem aves domésticas e por esse motivo podem ser
cacados ilegalmente com o objetivo de abaté-los (CUBAS, 2014; IUCN, 2023).

Aspectos Reprodutivos de Felideos

De acordo com a literatura geral, a grande maioria das fémeas felinas
sdo de ovulacéo induzida e na auséncia de copula o ciclo estral € normalmente
dividido em proé-estro, estro e interestro, com duracéo total média de 14 a 21
dias. O pro-estro € a fase imediatamente antes do estro e dura de 0,5 a 2 dias.
O comportamento tipico desta fase inclui maior vocalizacao, o rocar da cabeca
e corpo contra objetos, agachamento, sapateado, lordose e lateralizacdo da
cauda, porém a fémea ndo aceita as investidas do macho. Nesta fase ocorre
um pico de metabdlitos de estrégeno (E2) circulante, devido ao rapido
crescimento folicular. O estro, que dura de 5 a 7 dias, € a fase de mais facil
visualizacdo. Os comportamentos sdo os mesmos do pré-estro, com lordose,
lateralizacdo da cauda e apresentacao da vulva para a monta, e agora a fémea
aceita a monta. Nesse periodo ocorre 0 maior pico de secrecdo de metabdlitos
de E2. Caso ndo ocorra a cépula, a fémea entra em interestro, que dura de 8 a
10 dias, periodo no qual ndo apresenta nenhuma manifestacdo de
comportamento sexual. O nivel de metabdlitos de E2 cai a concentracdes
basais. Caso haja coOpula, ou eventualmente de forma espontanea, havera a
liberagdo do pico pré-ovulatério de LH e a fémea ira ovular. Com a ovulagéo

haverd a formacdo de corpos lateos que irdo secretar metabdlitos de
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progesterona (P4), e consequentemente, irdo aumentar dos niveis deste
hormoénio. Se houver fertilizacdo, a fémea evolui para uma gestagcao (que dura
em torno de 60 dias em gatas domésticas), e caso nao haja fertilizacdo a
fémea passard por uma “pseudogestacdo” (com duracao de aproximadamente
40 dias). Em ambos os casos este periodo é finalizado com a regressao do
corpo liteo e a queda da P4 a niveis basais. E importante ressaltar que a maior
parte destas informagcbes foi obtida a partir de observacbes de gatos
domésticos (Felis catus) e generalizadas para todos os felideos (MICHAEL,
1961; JOHNSTON et al, 2001; FELDMAN & NELSON, 2004; BROWN, 2011).

Aspectos do comportamento sexual e dosagens hormonais foram
descritos para apenas uma parcela dos felideos (para uma revisdo veja
BROWN, 2006). De modo geral as dosagens de hormonios esteroides sexuais
em animais selvagens € feita por meio da extracdo de seus metabdlitos
liberados nas fezes, 0 que ja se mostrou ser efetivo e ndo invasivo. Fazendo
uma revisdo da literatura pertinente, estudos envolvendo dosagem de
hormbnios sexuais em felideos selvagens ja foram realizados em tigre
(Panthera tigris), ledo (Panthera leo), leopardo das neves (Panthera uncia),
caracals (Felis caracal), guepardo (Acinonyx jubatus) (GRAHAM et al, 1995;
BROWN et al, 1996), leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa) (BROWN et al,
1995), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno (Leopardus
tigrinus), gato maracaja (Leopardus wiedi) (MOREIRA et al, 2001), gato de
Pallas (Otocolobus manul) (BROWN et al, 2002) e gato pescador (Prionailurus
viverrinus) (MORELAND et al, 2002; SANTYMIRE et al, 2011). A dosagem de
esteroides fecais também tem sido realizada com diversas finalidades em gatas
domeésticas (GRAHAM et al, 2000; MALANDAIN et al, 2011; TOYDEMIR et al,
2012), inclusive por nosso grupo de pesquisa (LEONEL et al, 2018).

Brown et al (1995) realizaram um estudo com 14 animais da espécie
leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa), que estavam localizados em 3 locais
diferentes: 1) Centro de Conservacéo e Pesquisa (CRC), Front Royal, VA (n =
3); 2) Minnesota Zoological Garden (MZG), Apple Valley, MN (n = 3); e 3)
Nashville Zoo, Joelton, TN (n = 8). Esse trabalho avaliou o ciclo reprodutivo dos
leopardos nebulosos, mensurou esteroides fecais (E2 e P4) em fémeas em

estro natural e induzido por horménio gonadotréfico (eCG — gonadotrofina
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coridnica equina e hCG — gonadotrofina coridnica humana). Foi observado que
seis animais apresentaram ovulagdo na auséncia de acasalamento (nove
episodios), tanto de fémeas que coabitavam com outras fémeas como em
fémeas que viviam sozinhas. Os resultados mostraram ainda que n&o houve
diferencas significativas na producéo e excrecdo de E2 quando tratadas com
eCG ou no seu ciclo natural. Os animais que apresentaram ovulagao
espontanea antes do inicio do tratamento com gonadotrofinas demonstraram
atividade da P4 40% reduzida em comparacdo com as outras fémeas do
estudo (BROWN et al, 1995).

Brown et al (1996) também pesquisaram a atividade reprodutiva de 26
fémeas adultas de chitas (Acinonyx jubatus), durante 24 meses em cativeiro,
avaliando esteroides fecais. Foi observado o aumento dos esteroides fecais em
animais que estavam em acasalamento (estro) ou que foram submetidas a
administracdo de eCG para inseminagao artificial. Baseado nos niveis desses
horménios, foi identificado o ciclo estral de 13 dias de duracdo em meédia,
sendo 4 dias de estro em média. Os animais néo tratados com gonadotrofina
mostraram evidéncias de estro e ciclicidade, e todos os animais avaliados por
um ano ou mais tiverem periodos longos de anestro, ndo sendo relacionados
as estacbes do ano. Ovulacdes espontaneas puderam ser observadas apenas
uma vez em dois animais. O estudo mostrou que chitas sédo poliéstricas e com
ovulacdo induzida, além de 25% dos animais do estudo terem entrado em
anestro sem expressar atividade ovariana, porém sem correlacdo com
fotoperiodo (BROWN et al,1996).

Em um trabalho realizado no centro de conservacdo de vida silvestre
Itaipu Binacional e no zooldgico de Curitiba, por Moreira et al (2001), foram
caracterizados padrdes enddcrinos reprodutivos de 3 jaguatiricas (Leopardus
pardalis), 2 fémeas de gato do mato (Leopardus tigrinus) e 2 de gato maracaja
(Leopardus wiedii). Todos os animais foram mantidos em recintos individuais,
em flutuacdes naturais de fotoperiodo. Amostras fecais foram coletadas cinco
vezes por semana durante 14 a 18 meses. De acordo com as analises de pico
de metabdlitos de E2 encontradas, o ciclo estral foi em média de 18 dias para
as jaguatiricas, 16 dias paras as gatas do mato e 17 dias para as fémeas de

gato maracaja. As andlises da concentragdo de P4 encontrada, juntamente
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com observacdes laparoscopicas dos ovarios nas jaguatiricas e nas gatas do
mato, confirmaram que esses animais ndo ovulam espontaneamente.
Diferentemente, as duas fémeas de gato maracaja apresentaram corpos lliteos
ocasionais nédo induzidos por acasalamento, os quais tiveram duracdo média
de 40 dias (MOREIRA et al, 2001).

Em 2002, Brown et al estudaram a resposta endocrina reprodutiva para
fotoperiodo e hormdénio gonadotréfico exdbgeno em 3 machos e 6 fémeas de
gatos de Pallas (Otocolobus manul) no Centro de Conservacéo e Pesquisa do
Parque Zoolégico Nacional Front Royal, Virginia, Woodland Park Zoological
Gardens, Seattle, Washington e Zoolégico de Cincinnati, Ohio. Foi observado
no estudo que as fémeas apresentaram anestro, com concentragcdes baixas de
metabolitos de E2, de maio a dezembro, e durante o periodo reprodutivo, de
janeiro a abril, a producdo desses hormdnios praticamente dobrou, tendo
variagbes nos picos de concentracdo (BROWN et al, 2002). Em média a
duracéo do ciclo estral desses animais variou de 7 a 21 dias. Houve aumento
de metabdlitos de P4 em duas fémeas que ficaram prenhas através do
acasalamento natural, e essas apresentaram uma elevacédo de metabolitos de
E2 fecais com pico logo antes do parto. Durante o tratamento com hormoénio
eCG, os animais tiveram aumento de metabdlitos de E2 fecais referentes as
taxas encontradas no periodo reprodutivo, e um aumento de progestogénios
fecais pOs ovulatorios apos a utilizacdo de hCG. Apesar da boa resposta aos
hormbnios exdgenos desses animais, ndo houve sucesso na gestacdo em
nenhuma das fémeas tratadas. A Pesquisa constatou que o gato de Pallas é
um animal sazonal, que as fémeas tém a maior taxa de concentracdes de
estrogénio no inicio do periodo mais quente e com mais luz, e os machos
também apresentam maiores concentracdes de espermatozoides no mesmo
periodo (BROWN et al, 2002).

Em uma pesquisa de Graham et al (2000), foram feitos trés estudos com
12 gatas domésticas. No primeiro estudo, com os padrdes enddcrinos normais,
identificou-se o ciclo estral de 18 dias em média e 6 dias de estro. Oito dessas
fémeas apresentaram ovulagdo sem copula, baseada no aumento dos niveis
de P4 fecal. No segundo estudo as gatas acasalaram naturalmente ou foram

submetidas a inseminacdo artificial com estimulagbes de 100 IU de eCG
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seguido por 75 IU de hCG 80 h depois a aplicagdo da primeira dose.
Comparadas com as gatas que acasalaram naturalmente, as fémeas
estimuladas com o hormdnio exdgeno tiveram as concentracdes de P4 maiores
e elevadas por mais tempo. No terceiro estudo, as gatas foram estimuladas
com hGC e ovariohisterectomizadas 160 horas apés a administracdo do
hormdnio, corpos Iuteos foram observados em fémeas que ovularam, porém
apos 160 horas de estimulacdo com gonatrotofina, exdcrina apenas 55% dos
embrides esperados (com base no numero de ovulagdes/corpos luteos) foram
recuperados no Utero apds a ovariohisterectomia, isso porque o tratamento
com gonadotrofina exégena em gatas domésticas nédo interfere na qualidade
dos embrides, ou no seu estagio do desenvolvimento, mas prejudica o
transporte deles no oviduto, a constatacdo disso € que em fémeas de gatas
domeésticas com estro natural que acasalaram, 90% dos embrides foram

encontrados no utero 48 horas apos a primeira copula (GRAHAM et al, 2000).

Um estudo realizado em sete zoolOgicos norte-americanos, por
Santymire et al (2011), analisou a atividade dos esteroides fecais, durante 12
meses, em 4 machos e 10 fémeas de gatos pescadores (Prionailurus
viverrinus). Segundo a pesquisa 0s hormdnios reprodutivos masculinos néo
variam de acordo com a mudanca de estacfes, e o ciclo estral nas fémeas tem
duracdo média de 20 dias, sendo a concentracdo de estrogénio em meédia
cinco vezes maior durante o cio. Cinco de sete fémeas que estavam em
recintos sozinhas ou com outras fémeas apresentaram ovulacao, apresentando
niveis de progestagenos poés-ovulacdo cinco vezes maior que a meédia basal.
Essa fase lutea ndo gravidica durou em média 33 dias. Uma fémea teve um
filhote, resultado do acasalamento natural. Duas fémeas adicionais foram
tratadas com gonadotrofinas exdgenas (150 Ul de eCG; 100 Ul de hCG), o que
resultou em concentracbes superelevadas de metabodlitos de E2 fecais e
ovulacdo. O trabalho apontou que os gatos pescadores dos zoologicos da
América do Norte apresentam ciclo reprodutivo durante todo o ano, e que mais
da metade das fémeas de gatos pescadores apresentam ovulacdo sem copula
(SANTYMIRE et al, 2011).

Como pode ser observado, poucos sdo os estudos relativos a fisiologia

reprodutiva de felideos selvagens, e quase ndo existem trabalhos descrevendo
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os niveis de hormonios esteroides em felideos silvestres nativos da América do
Sul.

Corticosteroides e relacdo com a reproducado em felideos

E importante ressaltar que ao se trabalhar com animais em cativeiro é
possivel que haja situacdes de estresse. O estresse (agudo ou crbnico)
promove uma liberagdo aumentada de cortisol e no estresse cronico esses
niveis elevados s&o prolongados (ORSINI & BORDAN, 2006). E sabido que o
estresse cronico (ou “distresse”) interfere diretamente no bem-estar animal e
afeta a sua saude de diversas maneiras, inclusive comprometendo as fungdes
reprodutivas (CUBAS et al, 2014). A resposta fisiologica ao estresse envolve a
ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), com liberacdo do
horménio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo, que estimula a
liberacdo do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) pela hipofise e
consequentemente de glicocorticoides pelo cortex da adrenal. Por sua vez, o
cortisol inibe a acdo do horménio liberador de gonadotropinas (GnRH), o que
faz com que ndo haja estimulo apropriado para a liberacdo dos horménios
foliculo estimulante (FSH) e |luteinizante (LH), alterando as funcdes
reprodutivas nas fémeas. Portanto, uma quantidade elevada e frequente de
cortisol na circulacdo ocasiona uma diminuicdo na taxa reprodutiva
(MICHELETTI et al, 2012).

Algumas manifestacbes podem ser identificadas como indicativo de
distresse. Dentre os sinais que podem ser observados estdo o aumento dos
batimentos cardiacos e da frequéncia respiratoria, dilatacdo das pupilas, bem
como alteragdo no tipo e frequéncia das vocalizacbes e até mesmo
comportamentos estereotipados ou repetitivos, como andar em circulos. Ja foi
comprovada correlacdo positiva entre comportamento estereotipado e altas
concentracfes de corticoides em leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa)
(WIELEBNOWSKI et al, 2002), gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e
gato-maracaja (L. wiedii) (MOREIRA et al, 2007). O mesmo trabalho também

mostrou a diminuicdo da atividade esteroidogénica em fémeas de gato-do-
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mato-pequeno e de gato-maracaja associada ao aumento da atividade
adrenocortical (MOREIRA et al, 2007). No entanto, € importante salientar que é
necessario mais de um indicador de estresse para se concluir que um
determinado animal esta sofrendo distresse. Portanto, quando utilizadas em
conjunto, a identificacdo de disturbios comportamentais e de alteracbes na
concentragcdo hormonal podem indicar exatamente 0 momento em que O

estresse passa a ser caracterizado como distresse.

Wielebnowski et al (2002), investigaram os problemas de reproducéo
relacionados ao estresse cronico em leopardo das neves da América do Norte
(Neofelis nebulosa), de acordo com taxas encontradas de glicocorticoides
relacionada ao manejo desses animais. Setenta e dois leopardos das neves
(36 fémeas e 36 machos), de uma populacdo do plano de conservagao das
Ilhas da América do Norte, foram monitorados durante um periodo de seis
semanas, relacionando o manejo e os dados do comportamento. Fémeas
apresentaram uma concentracdo de corticoide maior do que machos e as
analises mostraram correlacées negativas entre a altura do recinto, nUmero de
horas que os tratadores passavam com cada animal por semana e
concentragcfes de corticoides. Uma correlacdo positiva também foi observada
entre o numero de tratadores cuidando de um individuo e as concentracdes de
corticoides. Os niveis mais elevados foram visualizados em animais que eram
expostos a visitacdo publica e perto de potenciais predadores, individuos que
apresentaram um comportamento de automutilacdo também tinham niveis
aumentados de corticoides, e associacdes positivas foram vistas com alguns
comportamentos como dormir, se esconder e medo, por exemplo. Esses
resultados indicam que a avaliacéo de corticoides fecais é bastante efetiva para
investigar o0 manejo e problemas comportamentais relacionados ao bem-estar,
e podem auxiliar no controle da qualidade de vida e sucesso reprodutivo das
espécies (WIELEBNOWSKI et al, 2002).

Em um estudo realizado no Centro de Conservacéo da Vida Selvagem
Itaipu Binacional, em Foz do Iguacu, Parana, no sul do Brasil, Moreira et al
(2007) analisaram os efeitos do ambiente sobre a ciclicidade produtiva e
atividade enddcrina em duas gatas do mato pequenas (Leopadus tigrinus) e

trés gatas maracajas (Leopardus wiedii). Os animais foram alojados sozinhos
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em 3 condicdes diferentes: I. recinto grande, com enriquecimento ambiental por
um periodo de 3 meses; Il. Recinto pequeno, vazio, por um periodo de 5 meses
e meio; e lll. Recinto pequeno, com enriquecimento ambiental, como galhos e
caixas para ninhos e esconderijos, por um periodo de 6 meses e meio. As
amostras fecais foram coletadas 5 vezes por semana, durante o estudo. Todas
as fémeas apresentaram comportamento estereotipado antes da alimentacgéo,
de acordo com as observacoes. As duas espécies tiveram atividades bimodal
padrdo, com picos crepusculares, todas tiveram comportamento agitado, com
alta frequéncia e durabilidade de comportamentos estereotipados,
principalmente nos trés primeiros dias dentro do recinto pequeno e vazio. As
analises das amostras fecais mostraram diminuicdo de atividade ovariana e
aumento do cortisol quando os animais estavam dentro do recinto vazio. As
fémeas de gatos do mato pequeno tiveram diminui¢do do cortisol quando foram
alocadas nos recintos pequenos com enriguecimentos, enquanto as fémeas de
gatos maracajas tiveram o nivel de cortisol sempre alto enquanto estiveram nos
recintos pequenos, com ou sem enriquecimento. No entanto, foi possivel
observar que a presenca de enriquecimento ambiental é suficiente para
normalizar a atividade ovariana em ambas as espécies. E os dados sugerem
gue pode haver diferentes comportamentos entres espécies de felideos, e
enfatiza a importancia do planejamento do recinto e ambientes adequados para
gue 0S animais possam expressar 0S comportamentos naturais das espécies
(MOREIRA et al, 2007).

Narayan et al (2013) realizaram um estudo para avaliar o grau de
estresse de duas subespécies de tigre (Panthera tigris), o tigre de bengala
(Panthera tigris tigres) e o tigre de Sumatra (Panthera tigris sumatrae). Através
da coleta ndo invasiva de fezes, pouco testado anteriormente, através do
método de ensaio imunoenzimatico, testaram e validaram os metabolitos de
cortisol fecal desses animais. Foram ao todo 22 tigres, em dois grandes
zoolégicos em Queensland, Australia (Dreamworld Theme Park e Australia
Z00). As amostras foram coletadas frescas todas as manhas por um periodo de
21 dias, além disso foi feita a validacéo bilégica através de coleta sanguinea 5
dias antes e 5 dias apds o experimento de 5 fémeas e 5 machos de tigres do

estudo. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa dos
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metabdlitos fecais de cortisol entre as duas subespécies de tigres e o sexo. Os
niveis médios de metabdlitos fecais de cortisol apresentaram-se
significativamente maiores nas fémeas do que nos machos, nos animais que
tinha algum problema de saude também apresentaram niveis elevados. Os
animais que participavam de condicionamento animal mostraram uma possivel
habituagdo dos niveis. Esse estudo demonstrou mais uma vez que medir
metabdlitos fecais de cortisol € uma técnica excelente para se avaliar o nivel de

estresse de felideos de zoolbgicos, por ser menos invasiva.

Avaliacao de metabdlitos fecais de hormonios esteroides

A avaliacdo dos niveis de horménios que permitem investigar condi¢cdes
metabolicas dos animais. Os niveis séricos sempre sdo os mais fidedignos,
porém, quando se trata de animais selvagens a coleta de sangue apresenta
varias limitacdes, especialmente se a frequéncia desejada € alta. Os hormoénios
esteroides, a exemplo do estradiol, da progesterona e do cortisol, s&o
excretados quase que exclusivamente pelas fezes, na forma de metabdlitos
(BROWN et al, 2006). Assim, a dosagem de metabdlitos dos esteroides de
interesse nas fezes fornece uma alternativa viavel para a analise desses
hormbnios em animais selvagens. Esta estratégia facilita a coleta de amostras

por ndo precisar de contencdo ou anestesia dos animais.

A maioria dos trabalhos de andlises de horménios em felideos selvagens
utiliza a técnica de mensuracdo de metabdlitos de corticoides e esterdides
sexuais nas fezes. A dosagem de esteroides fecais ja foi validada para alguns
felideos selvagens como chita (Acinonyx jubatus), leopardo nebuloso (Neofelis
nebulosa), leopardo-das-neves (Panthera uncia), tigre (Panthera tigris), ledo
(Panthera leo), gato-bravo-de-patas-negras (Felis nigripes), gatas do deserto
(Felis Margarita), gato de Pallas (Otocolobus manul), gato pescador
(Prionailurus viverrinus), caracals (Felis caracal), jaguatirica (Leopardus
pardalis), gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), gato maracaja
(Leopardus wiedi) (CZEKALA et al, 1994; BROWN et al, 1995; GRAHAM et al,
1995; BROWN et al, 1996; MOREIRA et al, 2001; BROWN et al, 2002,
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MORELAND et al, 2002; WIELEBNOWSKI et al, 2002; MOREIRA et al, 2007;
HERRICK et al, 2010; SANTYMIRE et al, 2011; NARAYAN et al, 2013).

Para a quantificagdo dos horménios duas técnicas sdo utilizadas, o
radioimunoensaio (RIA) e o ensaio imunoenzimatico (EIA ou ELISA). O RIA é
um teste radioativo que utiliza um reagente marcado, antigeno ou anticorpo.
Assim, o composto a ser quantificado € determinado pela quantidade de
radioatividade que ele emite, e o radiois6topo mais utilizado € o iodo-125. O
EIA permite testes qualitativos e quantitativos e detecta tanto antigenos quanto
anticorpos. Esse teste mede a coloracdo da interacdo da enzima com 0 seu
substrato, que € a medida da reacdo do antigeno com o anticorpo a ser
quantificado (BENDER e VON MUHLEN, 2008). Os méetodos de RIA exigem o
manuseio de material radioativo, treinamento técnico e licencas especiais para
ser realizado, além de que o uso do material é prejudicial a saude humana.
Pelo fato de ndo precisar de compostos radioativos, o EIA apresenta vantagens
em comparacéo ao RIA (JERICO et al, 2002).

Em um estudo com chitas (N=4), foram quantificados metabolitos fecais
de cortisol. Apés administracdo de ACTH houve aumento das concentracdes
séricas de cortisol dentro de 10 minutos, seguido de elevagcao correspondente
dos metabolitos fecais de cortisol 48 horas depois. Posteriormente, outros
animais (N=7) foram expostos a diferentes situacdes estressantes, como
imobilizacdo e transporte, e foi observado aumento das concentracfes de
metabolitos fecais de cortisol 24 a 72 horas apés o estimulo estressor. O
estudo demonstrou que a atividade adrenocortical pode ser monitorada de
forma ndo invasiva pela andlise dos metabdlitos fecais (TERIO et al, 1999).
Esta forma de avaliacdo também foi recentemente utilizada para avaliar as
condicbes de estresse em tigres comparando animais em cativeiro,

reintroduzidos na natureza e de vida livre (JESPEN et al, 2021).

24



JUSTIFICATIVA

Uma das ferramentas para a preservacao de espécies ameacadas de
extincdo é o uso de metodologias de reproducdo assistida. E de fato, a
criopreservacgdo de ceélulas germinativas e outras formas de material genético
de diversas espécies ja vem sendo feito, na forma de bancos de germoplasma,
com o intuito de salvaguarda-lo para utilizacado futura. Porém, para desenvolver
e aplicar tecnologias reprodutivas, € importante ter conhecimento da fisiologia
reprodutiva da(s) espécie(s) em questdo. Além disso, € sabido que o estresse
cronico é um fator que interfere diretamente no bem-estar animal e nos ciclos

reprodutivos.

Sabe-se que a maioria dos felideos silvestres estdo com algum grau de
vulnerabilidade, segundo o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de
Extingdo, e assim os conhecimentos sobre esses animais sdo fundamentais
para a sua conservacao e manutencdo no habitat (ICMBio/MMA, 2018). No
entanto, ha ainda poucos estudos na literatura em relacdo a fisiologia
reprodutiva e ao comportamento reprodutivo de felideos selvagens. Assim,
muito pouco é conhecido a respeito dos padrées de hormbnios sexuais em

felideos selvagens, especialmente das espécies que ocorrem no Brasil.

No presente trabalho foram estudadas fémeas de 3 espécies de felinos
selvagens da fauna brasileira (Puma concolor, Puma yagouaroundi e
Leopardus tigrinus) mantidas sob cuidados humanos. Foram avaliados o
comportamento reprodutivo e relacionado a estresse, bem como a dosagem de
metabdlitos fecais de esteroides sexuais e corticosteroides. E importante
ressaltar que as 3 espécies estudadas estdo vulneraveis segundo a lista
vermelha da IUCN (IUCN, 2023) e que quase nao existem trabalhos sobre elas

na literatura.
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OBJETIVOS

Este trabalho se propde a avaliar os niveis fecais de metabdlitos de
esteroides sexuais e cortisol, e correlaciond-los com manifestaces
comportamentais, em fémeas de diferentes espécies de felideos selvagens,
habitantes do Zooldgico de Brasilia, com os seguintes objetivos especificos:

- Mensurar os niveis de metabdlitos de esteroides sexuais em fezes de
fémeas de felideos selvagens habitantes do Zool6gicos de Brasilia e

correlacionar os dados obtidos com o comportamento sexual desses animais.

- Mensurar os niveis de metabdlitos de cortisol em fezes de fémeas de
felideos selvagens habitantes do Zooldgico de Brasilia e correlacionar os dados

obtidos com o comportamento e 0s niveis de estresse desses animais.

- Verificar se ha relacdo entre estresse e ciclos reprodutivos.
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METODOLOGIA

Animais

Esta pesquisa foi realizada no Zooldgico de Brasilia (-15° 50' 41" S -47°
56' 36" O) e no periodo de setembro de 2020 a fevereiro de 2021, primavera e
verdo, eépoca de calor intenso e chuvas na cidade do experimento. Foram
estudadas as fémeas de felideos selvagens, todas em idade reprodutiva das
seguintes espécies: duas sussuaranas (Puma concolor), uma gata do mato
pequena (Leopardus tigrinus) e uma jaguarundi (Puma yagouaroundi), cujos
histéricos serao apresentados a seguir.

A sussuarana Locki (Figura 2), nascida em meados de 2017, foi
encontrada sem a mae em uma fazenda nas proximidades de Brasilia e
diretamente encaminhada para a Fundacédo Jardim Zooldgio de Brasilia (FJZB).
A sussuarana Nala (Figura 3) nasceu em 2011 e chegou ao Zooldgico de
Brasilia com aproximadamente 2 anos de idade, oriunda do Centro de triagem

de Goiania.

Figura 2 Puma concolor — A: sussuarana Locki e B: seu recinto no Zoolégico de
Brasilia.
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Figura 3 Puma concolor — A: sussuarana Nala (sentada) e B: seu recinto no
Zoologico de Brasilia.

Tanto a gata do mato pequena (Potira, Figura 4) quanto a jaguarundi

(Fénix, Figura 5) nasceram no Zoolégico de Brasilia em 2018.

As fémeas desse estudo sdo todas nuliparas, e as que tem contato com
machos ndo castrados nao apresentaram gestacdo comprovada até o

momento dessa pesquisa.

Recintos e manejo

Sussuarana (Locki)

O recinto em que a Locki (Figura 2B) mede 318 m?, é restrito a visitacédo
e estd localizado proximo ao hospital veterinario. Contém muitas plantas
rasteiras para mimetizar o habitat da espécie, um tanque com agua, substrato
de terra e cimento préximo ao cambiamento. Frequentemente os tratadores
ofereciam objetos preparados como enriquecimento ambiental, como redes
fabricadas de mangueira de bombeiro ou alimentagdo escondida dentro do

recinto, por exemplo.
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Figura 4: Leopardus tigrinus — A: casal de gatos do mato pequeno, mais a
direita na foto esta a fémea Potira, mais a esquerda na foto, o macho Tupa, marcando

territério. B: Fémea de gato do mato pequeno Potira. C: Recinto dos gatos do mato
pequenos no Zoolégico de Brasilia.

Figura 5: Puma yagouaroundi — A: Fénix e B: seu recinto no Zoologico de
Brasilia.
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Sussuarana (Nala)

O animal em questdo vivia em um recinto tipo fosso com 555m? que é
aberto para a visitacdo publica pela parte de cima do recinto, juntamente com
mais uma fémea e um macho vasectomizado da mesma espécie (Figura 3). O
recinto possui um estaleiro de madeira com dois niveis de altura, algumas
palmeiras e um tanque em torno do recinto. O chdo é todo gramado, com
apenas a area proxima aos cambiamentos cimentada. O recinto possui quatro
entradas para cambiamentos, mas apenas um tem contencdo para

procedimentos.

A dieta das sussuaranas € composta de carne fresca ou frango fresco,
0Ss0s e suplementos quando necessario, preparada no setor de nutricdo do
Zoologico de Brasilia, cada animal recebe a quantidade ideal de acordo com o
seu tamanho e necessidade nutricional. A alimentacéo € fornecida diariamente,
exceto quintas e domingos, além disso elas tem acesso a agua fresca a
vontade. Como s&o animais condicionados, durante a alimentacdo, o0s
tratadores as cambiavam para ter acesso a area interna do recinto. No restante

do tempo os animais ficam soltos no recinto.
Gata do mato (Potira) e Jaguarundi (F€énix)

Os pequenos felideos estavam locados no setor gatario, que é dividido
em recintos menores, de 30 m? cada, separados do publico por vidros
temperados. A gata do mato divide o recinto com um macho nédo castrado da
mesma espécie. A jaguarundi dividia o recinto com sua irma, que veio a 0bito
em agosto de 2021, e desde entdo vive sozinha. Em cada recinto ha
ambientacdo para a espécie em questdo (Figuras 4C e 5B), com troncos de
arvores, vegetacdo mais proxima ao habitat dos animais, com piso de diversos
substratos, como terra, grama, areia, pedras, e que sao alterados
rotineiramente como forma de enriquecimento ambiental fisico. O cambiamento
tem uma entrada do lado de dentro do recinto, e uma porta para o lado de fora
para o corredor de seguranca do setor. Ndo h& contencdo, para qualquer
procedimento os animais precisam ser contidos fisicamente com pucas e

contenc¢do quimica quando necessario.
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Os pequenos felideos também s&o animais condicionados, porém muito
mais reativos a qualquer mudanca ou presenca de pessoas estranhas dentro
do setor, o que por vezes dificulta a alimentacéo e a coleta de fezes durante o
trabalho. A dieta desses animais € feita de pedacos de carne ou frango,
normalmente suplementada com calcio, preparada no setor de nutricdo do
Zoolégico de Brasilia. Estes animais s@o alimentados diariamente, duas vezes
ao dia, sendo a primeira refeicdo as 7h30 e a segunda as 14h30, e tém acesso

a agua fresca a vontade.

Coleta das amostras

Amostras de fezes foram coletadas de cada um dos animais, para
acompanhamento dos metabdlitos fecais dos hormonios esteroides (E2, P4 e
cortisol). Era feitas tentativas de coleta das fezes cinco vezes por semana (de
segunda a sexta), sempre pela manhd e com o auxilio dos tratadores. O
sucesso da coleta dependia da entrada dos animais no cambiamento, 0 que
nem sempre ocorria, de forma que o numero total de amostras de cada animal
foi variado. A duracdo do estudo também variou entre 0os animais, e as analise
finais forma feitas hum periodo de 4 meses e meio para a sussuarana Locki,
totalizando 61 amostras coletadas, 2 meses e um total de 17 amostras de fezes
coletadas para a sussuarana Nala, 4 meses e meio para a gata do mato
peqguena Potira com 82 amostras de fezes, e 4 meses para a jaguarundi Fénix

com um total de 79 amostras de fezes.

Todas as amostras de fezes foram acondicionadas em pequenos potes

plasticos e congeladas (- 20 °C) para posterior processamento.

Diferenciacdo das amostras

Como alguns animais dividiam o recinto com outros, fez-se necessario

diferenciar as fezes de cada animal, o que foi feito com a introducao de
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semente de alpiste e painco em sua alimentacdo (PAGANI et al., 2019),
conforme demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1: Sementes utilizadas para diferenciacdo das fezes, inseridas na
alimentac&o dos animais que se encontram no mesmo recinto.

Recinto das Recinto dos Gatos
Semente Sussuaranas do mato
utilizada Cristal* | Nala | Fred * Potira Tupé *
Alpiste X - X -
Painco X - -

* A fémea Cristal e os machos Fred e Tupd ndo participam do estudo.

Considerando o tempo de passagem pelo trato gastrintestinal (de em
média 24 horas para felideos de grande porte e de 4-6 horas para pequenos
felideos (LITTLE, 2015) e de acordo com a orientagdo do diretor de nutricdo do
FJZB, as sementes foram misturadas em uma pequena porcédo do alimento de
cada animal (Figura 6) que foi oferecido individualmente. Esse alimento era
oferecido diariamente separado e antes da alimentacdo em si, para garantir

sua ingestao completa.

Figura 6 Sementes de alpiste na alimentacdo da Sussuarana Nala (inseridas
em um pedaco de frango) e B: sementes de pain¢o na alimentacdo da gata do mato
pequena Potira (misturadas em um bolinho de carne moida).
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Observacao do comportamento

A avaliagdo do comportamento dos animais foi feita por observagao
direta, diariamente, durante um periodo minimo de 30 minutos para cada um
deles, de acordo com a folha de anotagdo mostrada no Quadro 2. O etograma
dos animais foi iniciado primeiramente com a anotacdo de todos os
comportamentos que 0S animais apresentavam sem controle de tempo, nesse
momento o objetivo € identificar todos esses comportamentos e lista-los para
montar a ficha de observacdo com as siglas de cada comportamento
identificado. O principal foco do etograma eram comportamentos
caracteristicos de proestro (friccdo da cabeca e do pescoco contra superficies,
movimentacdo demasiada e rolamento) e estro (agachamento com
hiperextensdo do trem posterior, lordose, lateralizacdo da cauda) (MICHAEL,
1961), bem como de estresse cronico (vocalizacbes e comportamentos
estereotipados ou repetitivos, como andar em circulos) (ACCO et al, 1999;
RIVERA, 2002). Todos os registros dos etogramas foram compilados numa
planilha e agrupados em tabelas. A lista de todos os comportamentos

observados encontra-se no Quadro 3.
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Quadro 2: folha de anotacéo do etograma, na observacao direta.

NOME OBSERVADOR: HORARIO: DE AS
DATA: ANIMAL: SENSACAO TERMICA: QUENTE ( ) FRIO ( ) CHUVA ( ) SOL ( )

1 OBSERVACOES:

© @ N o a &

117
12
13
14
15
16
17
18
19
207
21
22
23
24
25
26’
27
28
29
30
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Quadro 3: Comportamentos observados e as siglas utilizadas.

PARADO ATIVO PA
PARADO INATIVO PI
VOCALIZANDO voC
FORRAGEANDO FOR
DEITADA DEI
ANDANDO AND
CORRENDO COR
URINANDO URI
DEFENCANDO DFE
URINANDO (MARCACAO DE TERRITORIO) MTU
UNHA (MARCACAO DE TERRITORIO) MTUnN
INTERACAO POSITIVA IT+
INTERACAO NEGATIVA IT-
INTERACAO COM ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL IEA
COMENDO COM
BEBENDO BEB
CACANDO CAC
NAO VISIVEL NV
DORMINDO DOR
AUTOLIMPEZA ATL
AUTOMUTILACAO AML
COPULA coP

FRICCAO DA CABECA E DO PESCOCO CONTRA SUPERFICIES

(PROESTRO) FCP
MOVIEMENTACAO DEMASIADA (PROESTRO) MD+
ROLAMENTO ROL

AGACHAMENTO COM HIPEREXTENSAO DO TREM POSTERIOR

(ESTRO) AHP
LORDOSE (ESTRO) LOR
LATERALIZACAO DA CAUDA (ESTRO) LCA
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Processamento das amostras

Para a extracdo dos metabdlitos de esteroides das amostras fecais foi
utilizado um método descrito por Graham et al (2001). Em resumo, apos serem
retiradas do congelador, as amostras foram homogeneizadas e pesadas,
separando 0,5 g e colocada em um tubo de vidro com 5 ml de metanol 80%,
misturadas no vortex por 5 segundos e colocadas na mesa agitadora por 16
horas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 500
rotacbes por minuto, em seguida 1 ml do sobrenadante de cada amostra foi
transferido para um eppendof e esses foram colocados abertos dentro da
capela de fluxo até a secagem total das amostras. Concluido esse processo, as
amostras foram acondicionadas novamente no freezer a -20 °C, para serem
enviadas ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas, Campus Manaus Zona Leste e IFAM/CMZL, Manaus, Amazonas,

Brasil.

Os niveis de metabdlitos de E2, P4 foram quantificados pelo método de
ELISA, utilizando anticorpos especificos para os horménios analisados. No
caso do E2, o método utilizado neste trabalho ja foi utilizado anteriormente para
felideos ndo domeésticos (BARNES et al 2016; REICHERT-STEWART et al
2014) e para gatos domeésticos (LEONEL et al, 2018).

Os extratos fecais foram analisados por ensaio imunoenzimatico
utilizando um protocolo descrito para varias outras espécies (BROWN, 1995;
GRAHAM et al, 1995, BROWN et al, 1996; BROWN et al, 2002, GRAHAM et al,
2002; SANTYMARI et al, 2011). Foram utilizados os anticorpos CL425
(1:5.000) para progesterona e R0008 (1:12.000) para estradiol, com os seus
respectivos horménios conjugados com peroxidase (1:160.000; 1:350.000),

todos fornecidos pela Universidade de Davis - UC Davis, EUA.

Microplacas de poliestireno de 96 pocos de alta adsorcdo (MaxiSorp,
Nunc, Rochester, EUA) foram marcadas (50ul/pogo) com o anticorpo diluido
em solugéo de marcagao (0,015 M Na2COs.H20, 0,035 M NaHCOs; pH 9,6),

seladas com adesivo de acetato e incubadas a 4 o C por 16hs. Apds a
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incubagéo, as microplacas foram submetidas a um ciclo de trés lavagens com
solucao de lavagem (0,15 M NaCl, 0,05% Tween-20). Foi adicionado 25uL de
solucdo tampdo em cada poco e, posteriormente, 50uL de cada amostra,
padrdo da curva, ou controle. Imediatamente apos, foi adicionado 50uL de
solugcdo de horménio conjugado com enzima diluida em solucao tampédo. As
microplacas foram seladas e incubadas por 2hs em temperatura ambiente
(MUNRO et al, 1991; BROWN, 1995; GRAHAM et al, 1995, BROWN et al,
1996; BROWN et al, 2002 GRAHAM et al, 2001; LEONEL et al, 2018).

ApoOs a incubagédo, as microplacas foram lavadas sendo posteriormente
adicionado 100uL/pogo de solugdo de substrato (250uL de 0,016 M
Tetrametilbenzidina em dimetilsufoxido; 50ul de 0,1752 M H202; 11mL de
tampdo substrato [0,01 M CzHsNa; pH 5,0]). A reacdo cromogena foi
interrompida com 50uL de solugéo acida (4,0 M H2SO4). A densidade Optica de
cada poco foi medida em uma leitora de microplacas utilizando um filtro de
450nm (MUNRO et al, 1991; BROWN, 1995; GRAHAM et al, 1995, BROWN et
al, 1996; BROWN et al, 2002 GRAHAM et al, 2001; LEONEL et al, 2018).

Todas as amostras, controles e padrées foram analisados em duplicata.
As sensibilidades dos ensaios de progesterona e estrona foram de 0,07 ng/mL
e 0,08 ng/mL, respectivamente. Os coeficientes de variacao intra e interensaios
dos controles alto (70% de ligacdo) e baixo (30% de ligacdo) foram <10,25%
para ambos 0s ensaios, e todos 0s ensaios apresentaram paralelismo entre
diluicbes seriadas das amostras e a curva padrdao do ensaio hormonal. Os
niveis de metabdlitos fecais de progesterona e estrona foram corrigidos e
apresentados em ng/g de fezes (MUNRO et al, 1991; BROWN, 1995;
GRAHAM et al, 1995, BROWN et al, 1996; BROWN et al, 2002 GRAHAM et al,
2001; LEONEL et al, 2018).

As dosagens de metabolitos fecais de cortisol foram realizadas por
enzimaimunoensaio utilizando conjunto comercial (catdlogo ISWEQ0002; Arbor
Assays, Ann Arbor, MI, EUA) desenvolvido para dosagem de metabdlitos de
cortisol e seus metabdlitos em diferentes matrizes biologicas (MUNRO et al,
1991; BROWN, 1995; GRAHAM et al, 1995, BROWN et al, 1996; BROWN et
al, 2002; GRAHAM et al, 2001).
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Foi seguido o protocolo laboratorial do fabricante, incluindo a utilizagéo
de anticorpo anti-IlgG de coelho desenvolvido em cabra como anticorpo
secundério. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, os coeficientes
de variagao intra e interensaios foram < 5,3%, e a sensibilidade do ensaio foi
de 27,6 pg/mL. Os resultados foram expressos em ng/g de fezes (MUNRO et
al, 1991; BROWN, 1995; GRAHAM et al, 1995, BROWN et al, 1996; BROWN
et al, 2002 GRAHAM et al, 2001).

Os dados da dosagem hormonal foram avaliados separadamente para
cada animal. Os resultados passaram por um processo interativo de analise no
qgual sdo excluidos valores maiores que a média mais duas vezes o desvio
padrdo até que os valores basais possam ser determinados. Valores maiores

gue os valores basais sao considerados picos hormonais.

Foi feita a avaliacdo entre os dados obtidos das analises hormonais e as

observacdes de comportamento.
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RESULTADOS

Com a andlise dos etogramas foi possivel delimitar a frequéncia de cada
um dos comportamentos relacionados a reproducdo e ao estresse para cada
animal e assim destacar os de maior frequéncia. Os dados sé&o apresentados

individualmente para cada animal avaliado.

Sussuarana (Locki)

Comportamentos relacionados aos periodos de proestro e estro foram
observados na sussuarana Locki (Figura 7). No total foram 168 minutos de
vocalizagbes, 46 de agachamentos com hiperextensdo do trem posterior, 16 de
lordoses e 3 de estimulagbes na vulva (no qual se abaixava, em decubito
ventral, levantava a pelve e lateralizava a cauda, realizando movimentos com
0S membros pélvicos, com o intuito de rocar a regido da vulva em plantas e

arbustos), em 32 dias de comportamento caracteristico de proestro ou estro.

180
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140
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100
80
60
40
20

0 ] —

Vocalizagdo Agachamento com Lordose Estimulo na vulva
hiperextensdo do
trem posterior

Figura 7: Duracgdo total de comportamentos reprodutivos da sussuarana Locki.
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Durante o periodo do experimento, Locki apresentou comportamentos
de proestro, como vocalizagao excessiva nos dias 23 a 28 de setembro, 17 a
22 de outubro, 8, 14, 15 de novembro, e 18 de dezembro. Nos dias 14 de
novembro e 18 de dezembro, apresentou também agachamentos com
hiperextensédo do trem posterior, lordose e lateralizagcdo da cauda, incluindo
possivel estimulagcédo da vulva em um galho de um arbusto (Figura 8).

Figura 8: Comportamento de estimulacdo da vulva da sussuarana Locki.

Ao todo tivemos 4 meses e meio de coletas de amostras de fezes da

sussuarana Locki, totalizando 61 amostras de fezes coletadas.

Os niveis de metabdlitos de E2 e P4 nas fezes da Locki durante o
periodo experimental sdo mostrados na Figura 6. Locki apresentou 2 grandes
picos de metabdlitos de E2, nos dias 27 de setembro (2476 ng/g de fezes), 22
de outubro (2424 ng/g de fezes), e outros picos menores, nos dias 29 de
setembro (394 ng/g de fezes), 6 de outubro (565 ng/g de fezes), 17 de
novembro (253 ng/g fezes), 2 de novembro (201 ng/g de fezes), 14 de
dezembro (225 ng/g fezes) e 28 de dezembro (244 ng/g fezes). Locki
apresentou intervalos entre picos de metabdlitos de E2 que variaram de 7 a 16
dias.
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Ja em relacdo a P4, Locki apresentou varios picos, por exemplo nos dias
27 e 29 de setembro (3372 e 1826 ng/g respectivamente), 22 de outubro (1910
ng/g de fezes), 2 de novembro, (1918 ng/g de fezes), 11 de novembro (1362
ng/g de fezes), 28 de dezembro (2380ng/g de fezes) e 5 a 7 de janeiro (2161
ng/g dado do dia 5/01).

Fazendo um paralelo entre o comportamento observado e os hormdnios
dosados nas fezes, é possivel ver uma coincidéncia entre 0s comportamentos
de estro e os picos de metabdlitos de E2 dos dias 27 de setembro e 22 de
outubro, 2 de novembro e 12 de novembro, como apontado na Figura 10.
Também € possivel observar que em varios momentos houve um pico de

metabolitos de P4 concomitante a um pico de metabdlitos de E2 (Figura 9).

Com relacdo a estresse, muitos estimulos externos interferiram no
comportamento da sussuarana Locki, especialmente de dezembro de 2021 a
fevereiro de 2022. Dentre estes, podemos citar: a presenca do tratador,
reforma perto do recinto, rocadeiras fazendo barulho, além de outros animais
gue foram alocados no recinto vizinho. Por exemplo, no dia 2 de dezembro,
uma ursa de oOculos permaneceu por alguns dias no recinto contiguo ao dela.
No dia 7 de janeiro, Locki foi transferida para o recinto de exposi¢cdo onde
estava anteriormente uma onca pintada, uma troca repentina, sem vazio
sanitario. Na mesma noite, Locki fugiu e foi capturada na tarde do dia seguinte
e permaneceu cambiada até o outro dia quando entdo foi encaminhada de
volta ao local restrito a visitacdo em que estava antes da troca. Porém, foi
alocada no recinto ao lado, pois no seu recinto ja estava uma onca pintada.
Apos todos esses eventos, Locki comecou a apresentar alguns
comportamentos diferentes, ficando mais escondida e quieta por mais tempo.
Além disso, a coleta de amostras de fezes e a observacdo de outros

comportamentos se tornaram mais dificeis.
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Figura 9: Niveis de metabolitos de E2 e P4 da sussuarana Locki, mostrando as varia¢des destes hormdnios, bem como suas linhas de base,
ao longo do periodo de observagéo dos animais. Retangulos rosa demonstram periodos de comportamento de estro.
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Para a sussuarana Locki comportamento de pacing foi observado no
total de 65 minutos que se concentraram em 5 dias (Figura 10). Também ficou

muito tempo dentro do cambiamento, ficando n&o visivel para o observador.

30
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12/01/2022 14/01/2022 15/01/2022 17/01/2022 06/02/2022

Figura 10: Datas que a sussuarana Locki apresentou mais comportamento de
pacing de acordo com a observac¢édo de comportamento.

Na Figura 11 sdo apresentados os niveis de metabdlitos de cortisol, e
podemos observar que a linha de base neste caso ficou elevada (1235 ng/g), o
gue fez com que picos ndo fossem muito evidenciados. Apenas 1 pico de
metabalitos de cortisol coincidiu com o comportamento de pacing observado na

sussuarana Locki (Figura 11).
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Sussuarana (Nala)

A sussuarana Nala apresentou comportamentos de proestro, como
vocalizagédo excessiva nos dias 21 de setembro, 6, 8, 9, 10, 15, 24, 29, 31 de
outubro, 10, 12, 14, 30 de novembro, 1, 2, 18 de dezembro e 2 e 5 de janeiro.
Desses dias, a fémea apresentou também agachamentos com hiperextensao
do trem posterior, lordose e lateralizagdo da cauda nos dias 10, 15, 24, 29 e 31
de outubro, 10 de novembro, 18 de dezembro e 5 de janeiro. A duracéo total
destes comportamentos esta ilustrada na Figura 12. E nos dias 10 de outubro e
2 de janeiro copulou com o macho (Figura 13), caracterizando comportamento
de estro, totalizando 16 dias de cio.
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Figura 12: Frequéncia de observacdo de comportamentos reprodutivos da
sussuarana Nala.
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Figura 13: Nala e Fred no momento da copula.

O periodo total de coleta de amostras de fezes da Nala foi de 2 meses, e
neste periodo houve apenas 17 amostras de fezes coletadas. Os niveis de
metabolitos de E2 e P4 da sussuarana Nala podem ser observados na Figura
14. Nala apresentou apenas 1 pico de metabdlitos de E2, no dia 18 de outubro
(940 ng/g) que ndo coincidiu com comportamento de estro observado. Nos
outros estros observados, ndo houve picos de nenhum dos dois hormonios.
Como as amostras de fezes da sussuarana Nala eram escassas, com
intervalos grandes entre as coletas, € possivel que tenha havido outros picos

de metabdlitos de E2 que, no entanto, ndo foram identificados.
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E importante chamar atengdo a quantidade de amostras obtidas desse
individuo. Como Nala coabitava com outros 2 animais, a coleta das fezes
dependia da sua entrada no cambiamento, assim como de todos 0s outros
animais no recinto, para que os tratadores pudessem entrar com seguranca
para recolhimento das amostras. Porém pela constante movimentacdo de
tratores e caminhfes perto do recinto, quando um ou mais animais se
recusavam a entrar no cambiamento a coleta de fezes nao era realizada. Com
iISSO os intervalos entre as coletas de amostras de fezes ficaram muito longos,

prejudicando a analise dos horménios no gréfico.

Apesar disso, Nala ndo apresentou comportamentos repetitivos ou
estereotipias caracterizando comportamento de estresse, 0 que ndo quer dizer
gue nao sofra do mesmo. Na Figura 15 podem ser observadas as variacoes
dos metabalitos do horménio cortisol da Nala. Novamente, a linha de base
neste caso ficou elevada (1821 ng/g fezes), o que fez com que picos de

metabdlitos de cortisol ndo fossem evidenciados.
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Figura 15: Niveis de metabdlitos de cortisol da sussuarana Nala.



Gata do mato pequena (Potira)

A fémea de gato do mato pequena, Potira, coabita o recinto com um
macho da mesma espécie ndo castrado. Houve alguns registros de interacao
entre os dois individuos caracterizando comportamentos reprodutivos, incluindo

copula (Figura 16), os mais visualizados podem ser conferidos na Figura 17.
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Figura 16: Interacao positiva e copula entre Potira e o macho Tupa
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Figura 17: Frequéncia de comportamento reprodutivo da gata do mato pequena
Potira em minutos observados.
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O periodo de coleta de amostras de fezes da gata do mato pequena
Potira durou 4 meses e meio, e totalizou 82 amostras coletadas. Durante esse
periodo houve vérios grandes picos coincidentes de metabdlitos de E2 e P4
(Figura 18). No mesmo periodo foram observados 3 comportamentos
caracteristicos de estro, inclusive com copula. Especificamente nos dias 4 a 10
de novembro e 10 a 17 de dezembro, foram observados picos de metabdlitos
de P4 e queda concomitante no nivel de E2. Os dois animais sempre
apresentaram bastante interacao positiva durante a pesquisa. O intervalo entre

0s picos de metabdlitos de E2 variou de 4 a 21 dias.
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Comportamentos estereotipados ou repetitivos ndo foram apontados nas
observacgfes. Outros comportamentos apresentados estdo expostos na Figura
19.
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Figura 19: Duracdo de comportamentos aleatorios observados durante a
pesquisa da gata do mato pequena Potira.

Alguns picos de metabdlitos de cortisol puderam ser identificados na
analise dos esteroides fecais da gata do mato pequena, demonstrados na
Figura 20. Um desses picos (29 de setembro) pode ser relacionado com o
deslocamento para realizacdo de exames no hospital veterinario do zooldgico.
Também pode ser observado um grande pico em 18 de outubro, mesmo dia
em que foi observado ansiedade perto do horario da alimentacado, na presenca
do tratador. Neste dia Potira ficou agitada e andando pelo mesmo percurso
dentro do recinto repetidas vezes. Este mesmo comportamento perante a
presenca do tratador também foi observado nos dias 13 de novembro e 8 de
fevereiro, e sendo apenas o comportamento do dia 13 de novembro
concomitante com um pico de metabdlitos de cortisol. Nos dias 6 e 15 de
dezembro Potira apresentou pacing, porém nao houve picos nos mesmos dias.
Os demais picos nao tiveram correlacdo com comportamentos especificos que

pudessem caracterizar ansiedade ou estresse.
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Figura 20: Niveis de metabdlitos de cortisol, mostrando os picos do horménio e a linha de nivel basal, da gata do mato pequena Potira.

54



Jaguarundi (Fénix)

A jaguarundi Fénix habitava um recinto sozinha, e durante as
observagcbes ndo apresentou nenhum comportamento que caracterizasse
proestro ou estro. Além disso, era um animal que ndo tinha comportamentos

intensos, nem estereotipias.

Na Figura 21 podemos visualizar os comportamentos predominantes da
Fénix. Pode ser observado que ndo sdo comportamentos atipicos, e salientar
que os comportamentos que ela mais apresentou foi o de “deitada” e “parada
ativo”, que pode ser explicado pelo animal ficar parado em algum local do

recinto apenas percebendo que esta acontecendo em sua volta.

700
600
500

400

300

200
m ]

0
P P P

minutos

o

() > >
- PR\ SV
N RO S o & © &
R & o & g &
S d & o > B
& @ > N x§
2 &3 N
Q 2 >
Q
comportamentos

Figura 21: Frequéncia de comportamentos aleatorios da jaguarundi Fénix.

Enquanto era realizado o estudo, Fénix apresentou varios picos de
metabolitos de E2 (Figura 22), sendo dois concomitantes com metabdlitos de
P4 (nos dias 25 de outubro e 10 de dezembro), porém néo foi anotado nenhum

comportamento caracteristico relacionado a reproducao.
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Figura 22: Niveis de metabdlitos de E2 e P4 da jaguarundi Fénix, mostrando as varia¢des destes horménios, bem como suas linhas de
base, ao longo do periodo de observacdo dos animais.
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Na dosagem de metabdlitos de cortisol (Figura 23) foi observado um
periodo (6 a 18 de dezembro) de picos nas taxas apresentadas, porém nenhum
comportamento de estresse foi observado. No dia 25 de outubro, foi oferecida
dentro do recinto uma bola feita de papel com feno e pedacos de carne dentro,
como técnica de enriquecimento ambiental, mas nao foi detectada nenhuma

alteracdo importante no nivel de metabdlitos de cortisol no periodo.
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Figura 23: Grafico dos metabdlitos do hormdnio cortisol, mostrando os picos do horménio e a linha de nivel basal da jaguarundi Fénix.
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Os resultados resumidos de todos os animais do presente estudo, estdo
compilados no Quadro 4.
Quadro 4: Tempo de coleta, quantidade de amostras de fezes, niveis basais e

guantidade de picos dos metabdlitos de E2, P4 e cortisol, e duragdo dos ciclos estrais
das sussuaranas Locki e Nala, da gata do mato pequena Potira e da jaguarundi Fénix

Tempo E2 P4 CORTISOL
— N i i i i
Animais Coijeeias amogteras ’[;“\le: Nde lelo| L\Ilve: Nide [l)\“ve: Nide
asal . estral asal . asa .
(meses) (ng/g fezes) pICOS (dias) (ng/g fezes) pICcOS (ng/g fezes) pICcos
LOCKI 4,5 61 99 8 7al6 1267 8 1235 2
NALA 2 17 376 1 ? 2558 0 1821 0
POTIRA 45 82 70 13 4a2l 2499 13 219 14
FENIX 4 79 62 14 5az21 1393 8 756 7
DISCUSSAO

Estudos com felideos selvagens ex situ sdo desafiadores, e € comum
apresentarem um numero de animais relativamente pequeno, como aquele de
Brown et al (2002) que estudaram 6 fémeas de gatos de Pallas, Moreira et al
(2001) que avaliaram 3 jaguatiricas, 2 fémeas de gato do mato e 2 de gato
maracaja, e Viau et al (2005) que trabalharam com 5 oncas pintadas. Esse fato
acontece porque as instituicdbes que abrigam felideos selvagens normalmente
nao possuem um grande numero desses animais. Além disso, sempre ha a
dificuldade de obter amostras para estudos, que dependem de uma série de
fatores como ajuda dos cuidadores dos animais, capacidade do animal em
aceitar a manipulacao, local de acesso as amostras, mesmo que elas sejam

menos invasivas como por exemplo coletas de fezes.

No presente estudo, foram coletados dados do comportamento e
amostras de fezes de 4 fémeas felinas residentes do Zooldgico de Brasilia
durante um periodo que variou de 2 a 4,5 meses. Especificamente para uma
das sussuaranas (Nala) o numero de amostras de fezes foi bastante reduzido.
Isto ocorreu por esta fémea habitar o mesmo recinto que outros 2 animais, de
forma que os 3 tinham que entrar no cambiamento para permitir a entrada dos

tratadores com seguranca ao local. Se apenas um desses animais
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simplesmente ndo entrava na area de contencdo, a coleta das fezes ficava
impossibilitada. Animais selvagens frequentemente ndo sao condicionados ou
aceitam ser manipulados. O trabalho junto a esses animais exige expertise e
cuidado, pois acidentes podem acontecer por serem animais selvagens, como
mordidas e arranhdes. Esses acidentes podem acontecer por excesso de
confianga ou associacdo sentimental do tratador com o animal, descuido ou
cansaco. Além disso 0os animais podem ter seus comportamentos alterados por
inimeras razdes, como idade, ciclo reprodutivo, hierarquia, doenca ou defesa
territorial (LECAROS et al, 2010).

Foi registrado que mesmo estando em cativeiro, todas as fémeas desse
estudo apresentaram ciclos estrais com frequéncia e duracdo considerados
normais para felideos. A sussuarana Locki apresentou ciclos com duracéo de 7
a 16 dias, a gata do mato pequena Potira apresentou ciclos com duracao de 4
a 21 dias e a jaguarundi Fénix ciclos com intervalos de 5 a 21 dias. Estes
dados séo coerentes com os descritos por Brown et al (2006), que relatam que
os ciclos da maioria das espécies de felideos duram em média de 10 a 20 dias,
podendo variar dentro da mesma espécie. Em gatas domeésticas, a espécie
felina mais estudada, a duracdo do ciclo estral pode ser bastante variavel,
sendo tdo curto quanto 4 dias e tdo longo quanto 42 dias, de acordo com
Feldman e Nelson (2004). Herrick et al (2010) observaram ciclos estrais de 11
a 12 dias em média em gatas bravas de patas negras (Felis nigripes) e gatas
do deserto (Felis margarita). Sabe-se ainda que em situacao de cativeiro, sob
cuidados humanos, alguns animais podem alterar seu comportamento
reprodutivo natural, por exemplo suprimindo comportamentos de estro, como
foi descrito por Herrick et al (2010), num estudo realizado com pequenos
felideos selvagens. E possivel que este tenha sido o caso da jaguarundi Fénix,
gue apesar de ter apresentado varios picos de metabdlitos de E2 néo

demonstrou comportamentos carateristicos de cio.

Os niveis basais de metabdlitos de E2 encontrados nesse estudo foram
de 99 ng/g de fezes para a sussuarana Locki, 70ng/g de fezes para a gata do
mato pequena Potira, e 62 ng/g de fezes para a jaguarundi Fénix. Segundo
Santymire et al (2011), a linha de base de metabdlitos de E2 em gatas

pescadoras foi de 87,3 ng/g de fezes, o que se aproxima dos valores
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encontrados no presente estudo. Uma excecdo foi o observado para a
sussuarana Nala, que apresentou valor basal mais elevado (376 ng/g de
fezes), provavelmente por causa da quantidade menor de amostras de fezes
coletadas desse individuo. Com relacdo ao valor obtido pela dosagem de
metabdlitos de E2 em fémeas de leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa), outro
grande felino, Brown et al (1995) relataram pico pré-ovulatério de metabdlitos
de E2 de 231 ng/g fezes secas em estro natural (média de 8 animais), o que
diferiu tanto do observado para as sussuaranas quanto para as fémeas de
pequenos felideos do presente estudo. Ja4 o trabalho de Herrick et al (2010),
descreve nivel basal de metabdlitos de E2 de 1307 ng/g e pico de 2962 ng/g de
fezes secas para a gata brava de patas negras, e nivel basal de 493 ng/g e
pico de 1669 ng/g de fezes secas para as gatas do deserto. As divergéncias
encontradas entre os trabalhos anteriores e 0 nosso podem ser devidas tanto
as especies estudadas, quanto a diferenca no método de dosagem hormonal,
j& que em nosso estudo usamos enzimoimunoensaio (ELISA) e os demais
utilizaram radioimunoensaio (RIA). Fragoso (2013) estima que estes dois
meétodos sejam diferentes quantitativamente, apesar de semelhantes

gualitativamente.

Ja o comportamento dos picos de metabdlitos de E2 para as fémeas de
pequenos felideos do presente estudo apresentou semelhanca com o descrito
por Santymire et al (2011) e Herrick et al (2010). Santymire et al (2011)
relataram uma média de pico de estrogénio 5 vezes maior do que a linha de
base em gatas pescadoras, um pequeno felino. Da mesma forma, Herrick et al
(2010) descrevem aumento de 2,7 vezes o nivel basal em fémeas de gato
bravo de patas negras e gato do deserto durante o comportamento de estro.
No presente trabalho a gata do mato pequeno Potira apresentou pico 8 vezes
maior que a linha de base, e a jaguarundi Fénix 3 vezes maior que a linha de
base, 0 que se assemelha aos dois estudos citados. Por outro lado, para a
fémea de grande felino (sussuarana Locki) houve pico de metabdlitos de E2 25
vezes maior que a linha de base (2476 ng/g de fezes), bem diferente do
descrito para pequenos felideos por Herrick et al (2010) e Santymire et al
(2011). Comparar a relacao entre picos e o valor basal para estabelecer um

paralelo entre as fémeas de felideos do presente estudo e das fémeas dos
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estudos da literatura tem maior probabilidade de refletir semelhancas e/ou
diferencas entre as espécies do que comparar o valor numeérico obtido.

Os picos de metabdlitos de E2, em varios momentos, coincidiram com
as observacbes de comportamentos de estro, o que também foi observado por
outros autores (Herrick et al 2010). Porém, no presente estudo, quando os
picos existiam e ndo eram observados comportamentos caracteristicos de
estro, ndo se pode afirmar que ndo houve estro, pois devido ao tempo de
observacéao diaria de 30 minutos para cada animal, 0 comportamento pode ter
ocorrido em um momento fora do periodo de observacdo. Tempos de
observacédo de 30 minutos a 1 hora sdo comuns em estudos de avaliacado de
comportamento de animais (SILVA et al 2014; CALDEIRA e SANTOS, 2019;
SILVA e SANTOS, 2020). De modo geral, fémeas felinas apresentam periodo
de estro com duracdo de mais de um dia e com manifestacdes
comportamentais bastante intensas (MICHAEL, 1961; JOHNSTON et al, 2001,
FELDMAN & NELSON, 2004; BROWN, 2011), o que facilitaria a visualizacao
destes comportamentos. No entanto, € importante salientar também que o
comportamento de felideos sofre uma adaptacdo quando estdo mantidos em
cativeiro. Estes animais, apesar de serem de habitos crepusculares ou
noturnos na natureza, normalmente ficam agitados poucos minutos antes da
hora da alimentacédo, ja que sob cuidados humanos normalmente recebem a

refeicdo rotineiramente no mesmo horario (SHEPHERDSON et al, 1993).

O nivel basal observado de P4 da sussuarana Locki foi de 1267 ng/g de
fezes, da sussuarana Nala foi de 2558 ng/g de fezes, o da gata do mato
pequena Potira foi de 2499 ng/g de fezes e da jaguarundi Fénix foi de 1393
ng/g de fezes. Na pesquisa de Rodini (2008), em jaguarundis, os valores
encontrados para o nivel basal de P4 foi de 750 ng/g de fezes secas, que difere
do encontrado no presente estudo. A P4, apesar de ter oscilacdo ao longo do
ciclo estral, e € um horménio mais secretado quando da existéncia de corpo
IGteo no ovario, e a maioria dos trabalhos utilizam as dosagem desse horménio
para identificar ou corroborar a presenca desse corpo lateo, sendo ele
gravidico ou ndo (GRAHAM et al, 1994, BROWN, 1995; BROWN et al 1996;
GRAHAM et al, 2000; BROWN et al, 2000; SANTIMARY et al, 2011;
KINOSHITA et al, 2011). Porém no presente trabalho, apesar de picos de
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metabdlitos de P4 terem sido observados, a duracdo deles ndo sugere que
tenha havido a formagéo de corpo liteo em nenhum dos animais. Os valores
encontrados na maioria dos trabalhos apresentam diferencas com o do
presente estudo. Isso pode dever-se ao fato da técnica de RIA utilizada por
eles, como ja mencionado anteriormente, e, portanto, a avaliacdo do padrao
desses hormbénios nos animais tem maior chance de apresentar semelhancas
el/ou diferencas entre as espécies de felideos selvagens do que propriamente o
valor numeérico obtido. Em 1994, Graham et al conduziram um estudo com 18
fémeas de felideos (3 tigres, 3 leoas, e leopardos das neves, 2 guepardos, 2
linces e 5 gatas domésticas) e concluiram que apenas as fémeas de guepardos
excretam P4 como componente principal nas fezes, os demais felideos
excretam metabolitos de prostagenos nao identificados. Por esse motivo a
utilizacdo de um anticorpo com ampla reatividade cruzada deve ser escolhido

para a identificacdo desse metabolito em felideos.

A gata do mato pequena Potira apresentou alguns picos de metabdlitos
de P4 com duracéo de aproximadamente 5 dias, sendo que no mesmo periodo
0s niveis de metabdlitos de E2 estavam baixos, o que poderia sugerir a
formacdo de um corpo Iuteo, em consequéncia de uma ovulacao induzida por
coito (elevacdo observada de 13 a 20 de dezembro) ou espontanea (elevacao
observada de 04 a 10 de novembro). Varios autores (GRAHAM et al. 2000,
MOREIRA et al 2001, BROWN et al 2002, BROWN et al 2006) afirmam que a
fase lutea de fémeas felinas ndo gravidas dura em média de um terco a metade
da gestacado, sendo 2 a 4 vezes mais longa que um ciclo estral normal sem
ovulacdo. No presente estudo, Potira apresentou ciclos com duracéo variando
de 4 a 21 dias durante um periodo de 4,5 meses de observacao. Considerando
estes dados, ndo podemos afirmar que os periodos de metabdlitos de P4
elevada com metabdlitos de E2 baixo observados se devem a presenca de
corpo luteo. Para a confirmacdo da presenca de corpo luteo faz-se necesséria
a realizacdo de uma avaliacdo laparoscépica (HERRICK et al, 2010) ou

ultrassonografica, o que néo foi realizado no presente estudo.

A sussuarana Locki realizava um comportamento que foi caracterizado
como estimulo na vulva quando apresentava comportamento caracteristico de

estro. Ela se colocava em posi¢cédo de hiperextensdao dos membros e lordose
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exatamente onde havia um arbusto dentro do recinto, sugerindo um estimulo
na regido, o que pode estimular uma ovulacao induzida por um objeto. Rodini
(2008) observou ovulagdo em gatas domésticas que tiveram contato fisico com
machos ou por outro estimulo, sem necessidade de cépula. Brown et al (1995)
também descrevem que em varias espécies de felideos selvagens pode
ocorrer ovulacdo induzida independente de acasalamento, ocorrendo por
estimulos fisicos ou psicossociais, quando essas fémeas coabitam com outra
fémea da mesma espécie, por exemplo. No entanto, no caso da sussuarana
Locki, ndo houve elevacdo da P4 que sugerisse uma ovulacdo mesmo com

esta estimulagéo.

Os niveis basais dos metabdlitos de cortisol encontrados no presente
trabalho diferiram bastante entre as fémeas acompanhadas. Para a sussuarana
Locki o nivel basal dos metabdlitos de cortisol foi 1235ng/g de fezes com o
maior pico alcangcando 1457 ng/g. Para a sussuarana Nala o basal foi de
1821ng/g de fezes e o maior valor dosado foi de 1705 ng/g. Da gata do mato
pequena Potira o nivel basal foi de 219 ng/g de fezes com pico de 1353 ng/g. E
da jaguarundi Fénix nivel basal de 756 ng/g de fezes e o pico de 1815ng/g. Foi
observado ainda que os niveis de metabdlitos de cortisol da Sussuarana Nala
estavam sempre abaixo da linha basal, porém a prépria linha basal foi bastante
alta. Os niveis de metabdlitos de cortisol encontrados nessa pesquisa néo
foram muito elucidativos, pois 0s animais ndo apresentaram picos coincidentes
com o comportamento estereotipados e nem muito constantes, que possam
sugerir estresse crénico, que pode ser definido quando os picos de metabdlitos
de cortisol forem constantemente acima da linha de base junto com
comportamentos estereotipados caracteristicos, facilmente visualizados
(CALDEIRA e SANTOS, 2019), apesar de ter havido fatores estressores.
Nogueira e Silva (1997) relataram que os niveis de metabdlitos de cortisol
podem diferir entre as espécies de felideos e entre felideos de uma mesma
espécie, indicando que os niveis dos metabdlitos de cortisol vdo depender dos
agentes estressores préximos ao animal avaliado. Segundo WIELEBNOWSKI
et al (2002), uma boa analise dos metabdlitos de cortisol pode elucidar
problemas de manejo e comportamento indesejados ligados ao bem-estar do

animal, e permitir assim, a implantacéo de estratégias para melhoria do manejo
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e da qualidade de vida dos animais, especialmente os mantidos sob cuidados
humanos. E importante considerar que a dosagem nas fezes pode n&o refletir o
real estado de estresse dos animais (especialmente estresse agudo), ja que o
cortisol € um horménio com flutuacbes rapidas no sangue e as dosagens de
metabolitos de cortisol nas fezes avalia os niveis deste horménio apds ser
metabolizado pelo figado e a dosagem fecal ser referente a secrec¢do de varias
horas(WIELEBNOWSKI et al, 2002). No entanto, a utilizacdo da avaliagdo dos
esteroides fecais tem sido recomendada para espécies de felideos nao
domésticos, justamente por ser menos invasiva e permitir demonstrar

diferencas entre as espécies (GRAHAM et al, 1995).

Felideos em geral sdo muito suscetiveis ao estresse, sendo que
alteracdoes de ambiente e contencdes para procedimentos podem prejudicar o
sistema imunoldgico e a eficiéncia reprodutiva. Agentes estressores podem
induzir secrecdo de metabdlitos de cortisol e P4 pelo cortex da adrenal em
gatos domésticos, e alguns autores sugerem a dosagem desses dois
hormbnios para avaliar a resposta ao estresse (CHATDARONG et al, 2006;
CUBAS et al, 2014). Ja Stoebel et al (1982) e Cubas et al (2012) relatam que
em situacao de estresse cronico, os efeitos do cortisol induzem a diminuicdo na
secrecdo de horménio luteinizante (LH), E2 e P4, culminando na infertilidade do
animal. No presente estudo, apesar da analise de metabdlitos de cortisol nédo
ter permitido tirar conclusdes a respeito do nivel de estresse dos animais
avaliados, como todas as fémeas do estudo apresentaram ciclicidade
reprodutiva, podemos inferir que se estas fémeas estavam com algum nivel de

estresse, este ndo era tao significativo.

Estudos com felideos selvagens ex situ sdo poucos e limitados. Um
levantamento de dados de todos os estudos com felideos feitos no Brasil de
1945 a 2014 e encontrou apenas 107 pesquisas durante esse periodo com
felideos selvagens da América do Sul (MELO, 2016). O presente trabalho,
apesar de apresentar limitacGes, fornece informacbes a respeito de trés
espécies de felideos nativas da fauna brasileira — sussuarana, gato do mato
pequeno e jaguarundi — contribuindo para o pouco conhecimento disponivel a

respeito de espécies de felideos selvagens mantidos sob cuidados humanos.
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CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou niveis fecais de metabdlitos dos
hormonios estradiol, progesterona e cortisol em duas sussuaranas, uma gata
do mato pequena e uma jaguarundi, habitantes do Zooldgico de Brasilia,
fazendo um paralelo com a observacdo de comportamentos relacionados a

reproducao e ao estresse.

Y

Com relacdo a reproducdo, todas as fémeas apresentaram niveis
oscilantes de metabdlitos de estradiol e progesterona durante o periodo do
estudo. Foi possivel determinar o intervalo entre picos de estradiol (sugestivo
de duracéo do ciclo estral) como sendo de 7 a 16 dias para sussuarana, de 4 a
21 dias para gata do mato pequena e de 5 a 21 dias para jaguarundi. Com
excecdo da jaguarundi, todas as outras fémeas apresentaram comportamento
tipico de estro durante o estudo, muitas vezes concomitantes com 0s picos de
estradiol observados. Os niveis de progesterona observados ndo foram
sugestivos de formacao de corpo liteo em nenhuma das fémeas, indicando
gue nao ouve ovulacdo, apesar de terem sido observadas copulas das fémeas
gue coabitavam com machos (sussuarana Nala e gata do mato pequena
Potira).

Os niveis de metabdlitos de cortisol obtidos no presente estudo néo
foram muito elucidativos. Os niveis basais de metabdlitos fecais de cortisol no
geral apresentaram valores elevados, e poucos picos foram observados em
todos os animais. Nao foi possivel fazer correlacdo entre os niveis de cortisol e
comportamentos relacionados a estresse. As fémeas deste estudo, apesar de
terem vivenciado estimulos estressores, na maior parte do tempo néo
apresentaram comportamentos tipicos de animais estressados. Ademais, como
todas as fémeas apresentaram ciclicidade reprodutiva durante o periodo do
estudo, podemos inferir que se estas fémeas estavam com algum nivel de

estresse, este ndo era significativo a ponto de interferir na reproducéo.

O presente trabalho mostrou a viabilidade de se realizar
acompanhamento dos niveis de hormdnios esteroides por meio da analise de

amostras de fezes em felideos mantidos sob cuidados humanos. No presente
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estudo, tendo em vista que algumas vezes a coleta de amostras foi
impossibilitada, ficou claro também que ao se trabalhar com animais selvagens,
mesmo com metodologias mais praticas e ndo invasivas, 0 que realmente ir4

determinar a possibilidade de coleta de amostras € o proprio animal.

Os dados apresentados no presente trabalho vém contribuir para o
pouco conhecimento disponivel a respeito de espécies de felideos selvagens,
especialmente as nativas da fauna brasileira. Até onde vai nosso
conhecimento, este é o primeiro trabalho a descrever os niveis de esteroides
sexuais e comportamento reprodutivo durante a fase adulta em fémeas de
sussuarana e jaguarundi em ciclicidade natural, havendo apenas um outro

trabalho com gatas do mato pequenas.

Por fim, é certo que para que os dados sejam confiaveis e consistentes &
importante que o trabalho tenha um ndmero maior de individuos estudados.
Contudo, mesmo com limitacdes, estudos como esse sao necessarios para o
maior conhecimento de aspectos reprodutivos dos felideos selvagens. Estudos
como 0 presente sdo possiveis por meio de parcerias de pesquisadores com
instituicbes como zooldgicos, que mantem essas espécies sob cuidados
humanos, com objetivo de preserva-las e conserva-las. Estes estudos podem
fornecer dados para implementacdo de manejos melhores, aumentando a
possibilidade de reintroducdo de espécimes na natureza, ou até mesmo de

pareamento de casais com possivel sucesso reprodutivo.
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