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RESUMO

VIAU, P. Estudo da funcio ovariana em fémeas de onca-pintada (Panthera onca
LINNAEUS, 1758) mantidas em cativeiro, por meio da extra¢io e quantificacio de
esterdides fecais [Ovarian function assessment in captive jaguars (Panthera onca, LINNAEUS,
1758) by fecal steroid extraction and quantification].2003. 84f Dissertagio (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo, 2003.

Foi estudada a atividade ovariana de fémeas de onga-pintada (Panthera onca; adultas n=2 e pré-
puberes n=3) mantidas em cativeiro, pela extra¢do e quantifica¢do de estrogenos e progestinas
fecais. Foram colhidas amostras fecais de 2-7 vezes por semana durante 16-18 meses. Foi
realizada a validagdo dos radioimunoensaios em fase solida, progesterona e 17B-estradiol, para
uso em extratos fecais em onga-pintada. A duragdo média (xEPM) do ciclo ovariano (n=7)
definido por dois picos consecutivos de estrogenos fecais foi de 38,28 +2,52dias (variando de 25
a 44 dias). A fase de estro teve duragio média de 10,42 +1,15dias (variando de 7 a 15dias) e a
fase de inter-estro durou em média 28,00 +1,43dias (variando de 28 a 31 dias). O nivel basal
médio de estrogenos fecais no periodo de inter-estro foram de 31,26 +1,34ng/g de fezes secas. No
periodo de estro, os valores médios encontrados foram de 115,91 £8,82ng/g de fezes secas, foi
observado um pico entre 0 D-5 e 0 D-2, com valores médios de 164,45 +3,49ng/g de fezes secas.
As progestinas fecais apresentaram valores médios de 0,44 +0,05ug/g de fezes secas, niio
apresentando variagdes significantes durante todo o ciclo. Os dados obtidos durante a avaliagido
do perfil longitudinal das concentra¢des de estrogenos fecais, no grupo dos animais pré-puberes,
permitem indicar um possivel inicio da atividade ovariana a partir do bimestre agosto-setembro,
onde os valores médios dos picos detectados para estrogenos fecais, foram de 135,31 +3,16ng/g
de fezes secas. Todos os animais entraram na fase peripuberal com idade aproximada de 20

meses.

Unitermos:  Animais silvestres. Esteroides. Puberdade. Radioimunoensaio



ABSTRACT

VIAU, P. Ovarian function assessment in captive jaguars (Panthera onca, LINNAEUS,
1758) by fecal steroid extraction and quantification [Estudo da fungio ovariana em fémeas de
onga-pintada (Panthera onca LINNAEUS, 1758) mantidas em cativeiro, por meio de extragio e
quantificagio de esrteroides fecais]. 2003.84f Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2003.

Ovarian function of captive jaguars (Panthera onca; adults n=2 and pre-pubertal n=3) was
assessed by extraction and quantification of fecal estrogens and progestins. Fecal samples were
obtained 2-7 times per week during 16-18 months. Validation of solid phase radioimmunoassay
for progesterone and 17-B-estradiol was performed for jaguar fecal extracts. Ovarian cycle mean
duration (+SEM), defined by two consecutive peaks of fecal estrogens, was 38.28 +2.52days
(range, 25 - 44days; n=7). Mean estrous phase duration was 10.42 +1.15days (range, 7 - 15days),
and inter-estrous phase mean duration was 28.00 +1.43days (range, 28 - 31days). Basal fecal
estrogen mean concentration in inter-estrous period was 31.26 + 1.34ng/g of dry feces. During
estrous period mean value was 115.91 +8.82ng/ g of dry feces, and was observed a mean peak
(164.45 £3.49 ng/g of dry feces) between D-5 and D-2. Fecal progestins had a mean
concentration of 0,44 + 0.05pug/g of dry feces, with no significant variations during the cycles.
Data obtained during the evaluation of fecal estrogen longitudinal profiles in the pre-pubertal
group, allow to indicate the beginning of ovarian activity in August-September bimester with
fecal estrogen mean peaks of 135.31 &+ 3.16ng/ g of dry feces. All animals started pre-pubertal

phase around 20 months of age.

Uniterms: Nondomestic species. Steroids. Puberty. Radioimmunoassay.
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Introdugdo

1 INTRODUGAO

Os carnivoros tém sido parte do ambiente, cultura e da mitologia humana por
milhdes de anos. A onca-pintada é um simbolo que tem alto significado ritual para as
civilizacdes pré-colombianas no México, América Central e comunidades indigenas na
América do Sul (LEITE; OLIVEIRA, 2002). Entretanto, a maioria das espécies de felinos
silvestres sofre o risco de extincdo em virtude da acentuada destruicdo de seu habitat,
caca predat()ria e comércio ilegal. A utilizagao irracional dos recursos naturais, sem um
trabalho concreto para sua recomposicdo ou conservacgdo, esta causando uma
imeparavel perda da biodiversidade (WILDT et al., 1989; LASLEY et al, 1994,
BAINBRIDGE; JABBOUR, 1998).

Os camivoros que ocupam O topo da cadeia alimentar, sdo de grande
importancia ecoldgica, pois podem regular a populagdo de presas naturais e, desta
forma, influenciar toda a dindmica do ecossistema em que vivem. Na auséncia de
predadores, suas presas naturais tendem a se multiplicar exponencialmente, podendo
causar sérios prejuizos a agricultura. (LEITE; OLIVEIRA, 2002).

Recentemente, pesquisadores brasileiros e intemacionais se reuniram no |
Workshop para pesquisa e conservacdo dos camivoros neotropicais (2003), e diversos
temas foram abordados, entre eles: conservacgao in situ, banco genémico e manejo em
cativeiro. Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas nesse sentido para ampliar os
conhecimentos sobre diversos aspectos da biologia destas espécies.

A onga-pintada esta listada no Apéndice | do Red Book da Uniao Internacional

para Conservagio da Natureza (IUCN, 1994) como animal ameagado de extingao, e
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encontra-se na categoria dos animais vulneraveis da Lista das Espécies Ameacadas de
Extingdo da Fauna Brasileira (2003).

Morato e Gasparini (1994), constataram que a populag¢éo cativa desta espécie &
constituida por animais idosos e em sua grande maioria sem procedéncia conhecida, o
que dificulta o pareamento dos animais que, muitas vezes, s&o mantidos isolados ou
em grupos de mesmo sexo. Além das dificuldades quanto ao pareamento
geneticamente viavel para a espécie, varios fatores interferem na reproducao natural de
animais silvestres em cativeiro; dentre eles destacam-se: recintos inadequados,
deficiéncias nutricionais, estresse, doencgas e alteragcées de comportamento.

Técnicas de reproducdo assistida possivelmente poderiam representar uma
ferramenta promissora para a conservagao ex situ de espécies ameacadas de extinggo.
Porém, seu emprego provavelmente, alcancara plena eficiéncia, se baseado no
conhecimento da biologia reprodutiva.

Desde a década de 70, estudos sistematicos de endocrinologia reprodutiva de
felinos, vém sendo realizados. Inicialmente, em gatos domésticos, depois
gradativamente também em espécies selvagens, especialmente grandes felinos,
evidenciando que os mecanismos enddcrinos envolvidos na regulagéo da reprodugéo
sdo bem diversos dentro da familia Felidae (BROWN; WILTD, 1997). Deste modo,
estudos comparativos fazem-se necessarios para que similaridades e diferengas entre
as espécies possam ser detectadas (SWANSON; WILDT, 1997).

Estudos realizados com infusdo de horménios radio-marcados permitiram
constatar que mais de 90% dos metabolitos esterbides em gatos domésticos sdo
eliminados pelas fezes (BROWN et al., 1994). A partir dai, radioimunoensaios foram

validados para a quantificacdo dos niveis de estrogenos e progestagenos (BROWN et
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al., 1994), andrégenos (BROWN et al, 1996) e corticdides (GRAHAW; BROWN, 1996)
nas fezes de vérias espécies de felinos nio domésticos.

A analise hormonal de esterdides fecais em animais silvestres é vantajosa, por
permitir o monitoramento a longo prazo da funcdo gonadal, refletida de maneira mais
fisioldgica, sem que haja necessidade de impor aos animais uma situacdo adicional de
estresse, que é a colheita de amostras de sangue (LASLEY; KIRKPATRICK, 1991;
BROWN; WILTD, 1997; BROWN: WILTD, 2001).

O uso destas técnicas, em diversas espécies de felinos, tem permitido estudos
comparativos da dindmica da funcdo ovariana (BROWN et al., 1994; CZEKALA et al,,
1994, BROWN et al, 1995 GRAHAM et al., 1995, MORAIS et al, 2001), testicular
(BROWN et al., 1996; MORATO, 2001; MORAIS et al., 1996; MORAIS et al., 2002) e
adrenocortical (GRAHAM:; BROWN, 1996; MORAIS et al,, 1997) entre espécies e
individuos

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi contribuir com a pesquisa sobre a
funcdo ovariana de onga-pintada e o acompanhamento da maturagdo sexual dos
individuos jovens, utilizando-se da técnica do monitoramento n&o-invasivo, por meio da

extragéo e quantificacdo de estrogenos e progestinas fecais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE FELINOS NEOTROPICAIS

A familia Felidae é composta atualmente por trinta e sete espécies, sendo trinta e
seis selvagens, distribuidas em todos os continentes, com excegdo da Australia e
antartica (JACKSON, 1997). Apesar de existir um certo consenso em relagao ao
reconhecimento e identificacdo das diferentes espécies, existe uma grande diversidade
de opiniGes a respeito da melhor classificagéo a ser adotada para os felinos. Segundo
Nowak (1991), alguns autores classificam todas as espécies em apenas dois géneros,
Felis e Acinonyx, outros dividem a familia em quatro géneros: Felis, Neofelis, Panthera
e Acinonyx ao passo que, em publicagdes mais recentes, é adotada a classificagdo em
até dezenove géneros diferentes. |

Entidades intemacionais que acompanham e definem a situacéo das espécies de
felinos, vem adotando em publicagdes oficiais a taxonomia de mamiferos sugerida por
Wilson e Reeder (1993).

Na Ameérica do Sul, sdo reconhecidas dez espécies de felinos (WILSON;
REEDER, 1993), as quais teriam ocupado este continente apds a formagéo do istmo do
Panam4, unindo as Américas, ha cerca de 2 a 3 milhdes de anos. Alguns autores, vém
revendo as relagdes filogenéticas dessa familia, e estudos da biologia molecular,
incluindo a estimativa da distancia imunoldgica da albumina (COLLIER; O’BRIEN,
1985), andlise do padrao de eletroforese de proteinas (SLATTERY et al., 1994), do
DNA mitocondrial (JOHNSON; O'BRIEN, 1997; ELZIRIK et al., 1998) e do complexo

principal de histocompatibilidade (O’'BRIEN; NAOYA, 1999) d&o suporte a divisdo dos
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felinos sul-americanos em trés linhagens distintas. O primeiro grupo ou linhagem da
jaguatirica, inclui as sete espécies: jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato (L.
trtigrinus), gato-maracaja (L. wiedii), gato do mato grande (Oncifelis geoffroyi), gato
chileno (0. guigna), gato palheiro (O. colocolo) e o gato dos Andes (Oreailurus
jacobita); o segundo grupo inclui a onga-parda (Puma concolor) e 0 gato-mourisco
(Herpailurus yagouaroundi) e o terceiro grupo o género Panthera, é composto por cinco
espécies tigre - P. trigris, ledo — P. leo, leopardo — P. pardus, leopardo das neves — P.
uncia, e como Unico representante sul-americano a onga-pintada — P. onca.

De acordo com a forma genérica de dividir os felinos em relagdo ao peso
corporal, sdc encontradas apenas duas espécies de grandes felinos sul-americanos (P.
concolor e P. onca), sendo as demais espécies classificadas como pequenos felinos, ou

seja, espécies que tém peso corpérec médio abaixo de 20Kg (OLIVEIRA; CASSARO,
1997).

2.2 ASPECTOS GERAIS DA ONCA-PINTADA

A onca-pintada possui uma conformacéo corpérea robusta com cranio grande e
largo, pelagem com coloracdo amarela com manchas pretas arredondadas. Alguns
animais podem apresentar uma variagdo melanica, sendo sua pelagem inteiramente
negra. Eizirk et al. (2003), sugere uma evolutiva adaptacado do fendtipo visivel nos
animais de vida livre.

A distribuicdo da onga-pintada se estendia pelo Arizona, novo México e
Califérnia, nos Estados Unidos, até o Rio Negro na Argentina. Atualmente, ela pode ser

considerada quase extinta nos Estados Unidos, El Salvador, Uruguai, terras baixas do
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México e regibes desenvolvidas do Brasil (SEYMOUR, 1989), sendo encontrada na
parte setentrional do México até o extremo noroeste da América do Sui (Equador e
Coldmbia), Peru e Bolivia oriental (a leste dos Andes), Paraguai, Brasil Meridional e
Argentina. Essa espécie ocupa uma vasta variedade de Biomas (Amazénia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal) e de habitats (Florestas ombréfilas, descicuais,
tropicais e subtropicais, areas pré-montanha entre outros) (Fundagdo Biodiversitas,
2003).

Foram relatados, algumas variagbes regionais consideraveis no peso médio
entre os locais de ocorréncia desses anim;ais, mas em geral, as fémeas sao de 10 a
20% menores que os machos (SEYMOUR, 1989). Almeida (1976) relata que no
Pantanal Brasileiro 0 peso médio encontrado para os machos foi de 103Kg e para as
fémeas foi de 74Kg.

Sao animais de habito solitario e temitorial, podendo formar casais durante o
periodo reprodutivo (OLIVEIRA, 1994). Suas atividades, de deslocamento e caga, sao
predominantemente notumno, sendo que nas demais horas ha atividade local
(RABINOWITZ; NOTTIGHAM, 1986). Sua alimentacdo consiste basicamente de
pequenos roedores, antas, cervos do pantanal, catetos, queixadas e capivaras
(EMMONS, 1990; LEITE, 1999). Areas limitrofes de parques e reservas, onde ha
intensa atividade agropecuaria foi observado que animais domésticos sio utilizados
como fonte de alimento, principalmente quando o acesso a esses animais é facilitado

pela auséncia de barreiras, como cercas (LEITE, 2001).

2.3 ASPECTOS DA FISIOLOGIA REPRODUTIVA DE FEMEAS DE ONGA-PINTADA
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De um modo geral, os felinos sdo animais poligamos, embora apresentem
habitos solitarios, tanto machos como fémeas copulam com um numero variavel de
individuos do sexo oposto, esse pode ser um padrdo adotado para aumentar o sucesso
reprodutivo (KITCHENER, 1991).

Com base em observagdes comportamentais, alguns autores sugerem que a
maturidade sexual ocorra entre 24 e 30 meses para fémeas, e entre 36 e 40 meses
para machos (WILTD, et al. 1979; MONDOLF!; HOOGESTEIJN, 1986; RABINOWITZ,
NOTTINGHAM, 1986) de onca-pintada. O estro de fémeas mantidas em cativeiro pode
ocorrer durante 6 a 17 dias e o inter-estro de 22 a 65 dias (TEWES; SCHMIDLY, 1987),
enquanto o ciclo estral pode variar de 22-65 dias (SADLEIR, 1966; WILTD, et al. 1979,
TEWES; SCHMIDLY, 1987).

Durante a fase de estro, a fémea atrai um ou mais machos por sinais olfatorios e
auditivos e em poucos dias ocorrem muitas cépulas que, segundo Eaton (1978), chega
a mais de 100 vezes por dia. O comportamento de copula para essa espécie ainda nao
foi descrito, porém muito provavelmente deva se assemelhar o que € descrito para
outras espécies de felinos selvagens (MELLEN, 1993) e domésticos (FELDMAN;
NELSON, 1996). O macho imobiliza a fémea receptiva por ftrés, mordendo
primeiramente a regido da nuca para em seguida realizar a monta, primeiro com 0O
auxilio das patas anteriores e depois com os posteriores. A féemea assume a posicao de
iordose e desvia a cauda lateralmente. O macho inicia movimentos copulatérios rapidos
que duram poucos segundos (EATON, 1978). Em seguida, a fémea se desprende do
macho e inicia um vigoroso rolamento em decubito dorsal que dura alguns segundos,
seguido, tanto no macho como na fémea, por lambedura da propria regi&o urogenital

(FELDMAN; NELSON, 1996).
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A gestacdo dura de 90 a 112 dias (EWER, 1973; RODRIGUES; AURICCHIO,
1994) e geraimente nascem dois filhotes (SEYMOUR, 1989). A amamentacéao finda
entre 5-6 meses, permanecendo com a mae ainda por mais ou menos dois anos. Uma
fémea pode produzir de 4 a 8 filhotes durante a vida, considerando uma longevidade
em vida livre de 11 anos, a idade da primeira cria de trés a trés anos e meio e a

producgao de 1 a 2 filhotes a cada ano (OLIVEIRA, 1994).

2.4 ESTABELECIMENTO DA PUBERDADE E CONTROLES ENDOCRINOS PRE-PUBERAIS

A reprodugdo nos mamiferos € um processo complexo, dependente da condigéo
organica do animal e de fatores ambientais associados, como a nutricdo, a temperatura
ambiente, a pluviosidade, o ciclo dia/noite e uma variedade de fatores sociais
(BRONSON, 1985).

O periodo em que se inicia a atividade reprodutiva nos animais € chamado de
puberdade, isto &, é a idade em que 0s 6rgaos reprodutores se tornam plenamente
ativos e o animal passa a ser efetivamente fértil. A eficiéncia reprodutiva aumenta a
medida que o animal atinge a maturidade plena. A idade em que a puberdade acontece
em fémeas de gato doméstico, é variavel, dependendo de fatores, tais como, nutri¢éo,
manejo reprodutivo e até algumas doengas sistémicas (JOHNSTON, et al,, 2001;
FELDMAN; NELSON, 1996).

Diversos autores sugerem que a puberdade para fémeas de felinos domeésticos
ocorra entre 6 a 9 meses (JOHNSTON, et al., 2001; FELDMAN; NELSON, 1996;
TSUTSUI; STABENFELDT, 1993; LITTLE, 2001). A eficiéncia reprodutiva diminui

conforme os animais se tornam mais velhos, isso € indicado pela diminuicdo da taxa de



26

Revisdo de Literatura

prenhez obtida, assim como por um aumento das taxas de perdas embrionarias, isso
provavelmente € devido a mudangas histolégicas e funcionais que ocorrem no Utero de
gatas velhas (JOHNSTON, et al., 1996).

Na maioria dos animais domeésticos, a maturacdo do eixo-hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HHA) do feto e sua adequacgio para o nascimento, s&o marcadas por um
aumento na producgéo do cortisol fetal e traduzem um mecanismo de cooperacao feto-
materno que enseja o parto. O alto nivel de cortisol circulante que antecede o parto
resulta em alteragdo na esteroidogénese, com a ativagdo do sistema de enzimas
placentarias que permite a conversdo de progesterona (Ps) em estradiol (E2). A
producdo aumentada de estrogenos maternos resulta em maior liberagdo de
prostaglandinas e na producao de receptores de ocitocina no uUtero. As prostaglandinas
causam lutedlise em algumas espécies e promovem a dilatag@o da cérvix; juntamente
com a ocitocina, promovem as contragdes uterinas durante o parto (SIMPSON;
HARVEY, 1998).

Apos o nascimento, € observado um decréscimo fisiolégico nos niveis de
esterdides circulantes, refletindo o processo dinamico da contengéo da puberdade. E; e
P4 plasmaticos caem de niveis elevados logo apds o nascimento para niveis basais na
primeira semana de vida (NOGUEIRA et al., 1997). A atividade ovariana, apds ©
nascimento, entra em um periodo de quiescéncia até préximo a puberdade, quando
responde a dindmica gonadotréfica da fase pré-puberal (SIMPSON; HARVEY, 1998).

Na maioria das espécies, inclusive em humanos, o fendmeno da puberdade
envolve um aumento gradual da atividade dos o6rgdos reprodutivos. Na fémea,
considera-se, que 0s eventos que levam a puberdade iniciam-se ainda durante a vida

fetal e incluem a morfogénese ovariana, a cogénese, a foliculogénese e a maturagao do
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heixo-hipotalamico-hipofisario (HAFEZ, 1995). Segundo Day et al. (1984), observaram
que flutuagdes enddcrinas prévias ao desencadeamento da puberdade ocorrem em
algumas espécies domésticas, nas quais os eventos hormonais relacionados com este
processo ocorrem de modo progressivo.

Alguns autores observam que a puberdade em fémeas de gato doméstico,
ocorre por volta dos 6 a 10 meses de idade, havendo variacdes em fungéo da nutricao,
caracteristicas hereditarias, de raca e do fotoperiodo (ROOTS et al., 1995; JOHNSTON
et al., 2001; TSUTSUI; STABENFELDT, 1993; FELDMAN; NELSON, 1996 e LITTLE,
2001).

Com base no fotoperiodo, os animais s&o classificados em dois tipos: animais de
dia longo, em que se incluem os felinos, cuja atividade sexual se manifesta apds o
solsticio de inverno (dias longos); e os animais de dia curto, cuja atividade sexual se
manifesta apds o solsticio de verao (dias curtos). Algumas racas de felinos domésticos,
as modificacbes impostas pela domesticagdo foram tdo intensas que 0s animais

passaram a conceber e a parir em qualquer época do ano (JOHNSTON et al., 2001).

2.5 SAZONALIDADE E CICLOS OVARIANOS

As fémeas felinas sdo classificadas como sendo poliéstricas estacionais,
dependendo do fotoperiodo, localizacéo geografica e condigbes nutricionais
(FELDMAN; NELSON, 1996).

A sazonalidade reprodutiva € um exemplo de fator muito variavel entre as
espécies de felinos. Habitantes de regides cuja latitude € alta, como os tigres siberianos

(Panthera tigris), apresentam uma estac&o bem definida para nascimento de seus
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filhotes, entre o verdo e outono (SEAL et al, 1985). Espécies tropicais podem
apresentar maiores concentragdes de nascimentos durante determinadas épocas do
ano, mas sao normalmente capazes de se reproduzir durante 0 ano todo (EWER,
1975).

Em gatos domésticos o fenémeno da estacionalidade esta intimamente ligado ao
fotoperiodo (SHILLE et al., 1979, TSUTSUI; STABENFELDT, 1993: JOHNSTON et al.,
1996) porém, em felinos selvagens, este fator pode também estar relacionado a maior
oferta de alimento durante as estagdes do ano (EWER, 1975; BRONSON; HEIDEMAN,
1994)

Alguns autores relatam que o principal fator utilizado para prever as modifica¢bes
do meio, é o fotoperiodo (BRONSON; HEIDEMAN, 1994: FELDMAN; NELSON, 1996).
A glandula pineal atua como um transdutor neuroenddcrino para converter o0 sinal
fuminoso num ciclo diario de secreg&o de melatonina (elevado a noite e baixo de dia). O
comprimento da secre¢do noturna de melatonina reflete a duracdo da noite e regula a
secrec¢ao pulsatil de horménio liberador de gonadotrofinas do hipotalamo (MALPAUX et
al,, 1999). A melatonina pode atuar, ainda, diretamente sobre a adeno-hipdfise,

controlando a secregdo de prolactina (JOHNSTON et al., 1996).

Poucas informagles estdo disponiveis quanto aos eventos reprodutivos da
maioria dos felinos silvestres (WILTD, et al., 1979), tais conhecimentos sao primordiais
para que possamos obter sucesso na aplicagdo de técnicas de reproducio assistida,
principaimente em espécies ameacgadas de extingdo. O acompanhamento de sete
ciclos estrais de onga-pintada (n=1), mostraram um periodo médio de estro de 12

+1,0dias, enquanto o ciclo total durou 47,2 +5,4dias (variando de 31 a 63). A duracdo do
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ciclo ovariano é bem maior que a relatada para outras espécies de felinos, como a da
jaguatirica 18,4 +1 6dias (variando de 7-31dias), gato maracaja 17,6 +1.5dias (variando
de 11-25bdias), gato do mato 16,7 £1,3dias (variando de 11 a 27dias) (MOREIRA, et al,,
2001) e gato doméstico 14 —19 dias (WILDT, et al., 1978), exceto para o gato-mourisco
53,63 +2.4dias (MELLEN, 1993).

O mecanismo da ovulagio parece variar entre as diferentes espécies de felinos.
Estudos que utilizaram dosagens hormonais séricas ou plasmaticas confirmam que
alguns felinos selvagens como tigresas - Panthera tigns (SEAL et. al., 1985), leopardo
das neves - Panthera uncia (SCHIMIDT e£ al., 1993), e sussuaranas - Puma concolor
(BONNEY et al., 1981), possuem mecanismo de ovulagao induzida, assim como a gata
doméstica - Felis catus (SHILLE et al., 1979 e JOHNSTON et al., 1996). Quanto a esta
espécie, convém salientar que, apesar de estar estabelecida a prevaléncia de
ovulagbes induzidas, comprovou-se que podem ocorrer eventuais ovulagdes
espontaneas (LITTLE, 2001).

Alguns trabalhos sugerem também, a ocorréncia de ovulagdo espontanea em
algumas espécies de felinos silvestres. Fémeas de leopardos — (Panthera pardus)
apresentaram os dois mecanismos de ovulagdo em duas diferentes situagdes. Quando
mantidas isoladas, mostraram perfil hormonal tipico de ovuladoras reflexas, porém,
quando alojadas em duplas de fémeas, ovularam, provavelmente estimuladas pelo
contato fisico entre elas (SCHMIDT et al., 1998). Leoas (P. /eo) isoladas de machos
mostraram um padrdo distinto dos demais felinos relatados. Schmidt et al. (1979)
comprovaram por dosagens hormonais séricas e visualizagdo do corpo lGteo, que esta
espécie apresenta ovulacdo espontanea com freqiiéncia superior a outros felinos ja

descritos na literatura.
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Moreira et al. (2001) acompanharam o perfil longitudinal, através da dosagem
homonal dos estrégenos e progestagenos fecais de trés especies da linhagem das
jaguatiricas, e observaram que o gato - maracaja (L. wedii) apresentou ovulagao reflexa.

Segundo Wildt et al. (1979), a ovulagdo da onga-pintada assemeiha-se a do gato
doméstico, sugerindo que muito provavelmente estes animais apresentem ovulagcio
nao espontanea, que podem ser induzidas pela copula, ou pode ser induzida por
tratamentos hormonais.

Morato, 2001, utilizando protocolos de superovulagéo que foram desenvolvidos
para a utilizacdo em experimentos com fémea de tigre (Panthera tigris), produziram
desenvolvimento folicular muitiplo, assim como induziu ovulagdo em fémea de onga-
pintada.

Durante a copula desses animais, a estimulacdo vaginal transmite, via um nervo
espinhal aferente, sinais nervosos a uma regido do hipotdlamo rica em horménio
liberador de gonadotrofinas e, em resposta a liberagcdo deste hormdnio, ha um aumento
substancial nas concentragdes séricas do horménio luteinizante, essencial para indugéo
da ovulagdo (FELDMAN,; NELSON, 1996). Niveis maximos de LH s&o obtidos quando
ha pelo menos 4 cdopulas por dia, sendo que a ovulagdo ocorre 24 horas apds a Ultima

(FELDMAN; NELSON, 1996).

Sob analise evolutiva, .0 processo de ovulagdo induzida ou espontanea pode
estar relacionado com o grau de sociabilidade da espécie, entre outros fatores. Desta
forma, os felinos que possuem habitos solitarios, evolutivamente necessitariam de um

periodo de estro mais longo e ovocitos viaveis por mais tempo, a fim de que a ovulagéo
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ocofresse imediatamente ap6s o encontro entre machos e fémeas na natureza (EWER,

1975).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas cinco fémeas de onga-pintada (Panthera onca), sendo duas
adultas e trés pré-puberes, com padréo de coloragdo amarela com manchas pretas. Os
animais foram divididos em dois grupos: animais adultos (grupo AA) e animais pré-
puberes (grupo PP). Os animais adultos eram de procedéncia desconhecida. Eles eram
mantidos na Fundac&o Parque Zooldgico de Sdo Paulo — FPZSP (AA-01) e na
Fundacao Rio-Zoo (FRZ) do Rio de Janeiro (AA-02), em recintos individuais no setor
extra (area onde se mantém animal excedente) de cada zooldgico, porém com contado
visual e/ou olfativo com machos e fémeas da mesma e de outras espécies.

No grupo PP, duas fémeas eram da mesma ninhada, procedentes da Regiédo do
Rio Negro - Pantanal pertencentes ao Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de
Barros’- Sorocaba/SP (PP 01 e PP 02). A idade média estimada dessas fémeas era de
11 meses no inicio do experimento. Elas foram mantidas juntas com um macho, da
mesma cria, no setor de exposi¢do ao publico. A terceira fémea era procedente de
Anaurilandia — MS (22°03°26”S e 52°29'57"W), pertencente ao Centro de Conservacao
da Fauna Silvestre llha Solteira — CESP/SP (PP 03). A idade média estimada para esta
fémea foi de 15 meses, no inicio do experimento. Ela foi mantida em recinto individual
no setor de exposi¢ao ao publico, porém com contato visual e olfativo com um macho

da mesma ninhada.
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Todos os animais estiveram expostos ao ambiente (fotoperiodo, temperatura e
umidade do ar), tinham acesso livre a agua e a dieta alimentar (Anexo |, Quadros 1,2 e

3) era oferecida a tarde conforme rotina empregada pelas instituicdes.

3.2 COLHEITA E TRANSPORTE DO MATERIAL FECAL

Para o monitoramento n&o invasivo da fung¢ao ovariana foram colhidas amostras
fecais, de 2 a 7 vezes por semana. A colheita das amostras obtidas do grupo AA foi
realizada durante aproximadamente 18 meses, e no grupo PP durante
aproximadamente 16 meses. Cada amostra recolhida foi acondicionada em coletores
plasticos (5,0 ml) desenvolvidos especialmente para resistir a baixas temperaturas e
para ndo permitir vazamentos ou penetracbes de umidade. As amostras foram
devidamente identificadas quanto ao numero do animal e a data da colheita.

As amostras foram armazenadas em botijao de nitrogénio liquido (-196°C), ate o
momento do seu transporte para o Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) / FMVZ-
USP, onde foi amazenado em freezer a - 20°C, até o descongelamento para realizagéo

do processo de extragao hormonal.

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Preparacdo das amostras

As amostras foram pesadas, liofilizadas em aparelho giratério tipo speed vac

(Speed Vac SC110), Savant Instruments, Inc., NY, 11741-4306, USA) por 24 horas e
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pesadas novamente para obtengdo da porcentagem de umidade de cada amostra. A

etapa de liofilizag&o garantiu a padronizagéo do peso do material fecal que foi utilizado.

Extracéo

Utilizou-se, na extracdo dos estrégenos e das progestinas fecais, a técnica de
Brown et al. (1994).

Em tubos de ensaio de vidro (15ml), devidamente identificados, foram colocadas
aliquotas de 0,29 de fezes secas, ao qual foram adicionados 5ml de etanol (Etanol,
P.A.- Merck) a 90% (90% etanol:10% agua destilada). Fez-se o aquecimento a 90°C em
banho-maria (QUIMIS) dentro da capela do laboratério, até 25 minutos apos iniciada a
fervura. Durante esse tempo o etanol evaporado foi sendo gradativamente reposto para
que nenhuma amostra ficasse seca. Apds a fervura, o volume final em cada tubo foi de
Sml. O material foi homogeneizado em aparelho vortex (Phoenix, MOD AT 56) e, a
seguir, centrifugado a 500g por 15 minutos (QUIMIS). Ao final, o sobrenadante foi
transferido para tubos limpos. O pellet resultante desta primeira centrifugagéo foi
homogeneizado novamente em 5mi de etanol 90%, sendo agitado por 30 segundos e
centrifugado por 15 minutos. Os dois sobrenadantes foram, entdo, combinados num
nico tubo e secos por completo no fluxo (LACTEA) sob ar comprimido (MSI 5,2
ML/100). O extrato seco resultante foi reconstituido em 1ml de metanol (Metanol, P.A.
Merck), através de agitacdo no aparelho Multi Vortex (VWR Scientific products, VX —
2500) por 5 minutos. Esse extrato foi levado para o banho-ultrassénico (Ultra Sonic
Cleaner, USC — 1450 -Unique) por 15 minutos, sendo, em seguida armazenado em
frezeer (-20°C) onde permaneceu até a etapa de dosagem hormonal. Nesta etapa, as

amostras foram diluidas em tamp&o gelatina [NaPO4 (13,8g), NaCl (9,0q), azida sddica
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(1,09) e agua destilada (1000ml), pH 7,0], em proporgdes que variaram de 1/10 a 1/40

(Anexo Il ,Figuras 1 a 7).

Recuperacéo

O monitoramento da eficiéncia da extrag@o foi realizado em dois laboratérios
distintos. A recuperagdo do estradiol marcado *H (Estradiol — 2,4-°H, code E9767-
Sigma-250uCi) foi realizada no Laboratério de Endocrinologia da Escola Paulista de
Medicina — UNIFESP, e a progesterona marcada °H ([1,2,6,7,16,17-H] Progesterone
code TRK 641- Pack Size-250uCi ) foi recuperada no Laboratério de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular (LFEM) do Centro de Biotecnologia em Reprodugéo Animal —
VRA-Campus Pirassununga/FMVZ-USP.

Em cada tubo de extragcdo foram adicionados 100ul de cada horménio marcado
com atividade ~ 7.000 cpm. Ao final do procedimento, um aliquota de 100l do extrato
reconstituido em metanol era transferido para tubos contendo 2ml de liquido de
cintilagao (Opttiphase “HiSafe’3 — Wallac Scintillation Products) e levado para contagem
em contador B (Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzers 1900TR, Packard Instrument Co.,
CT, 06450, USA).

O percentual de recuperagéo foi calculado com o auxilio da seguinte formula:

10 x cpm da amostra
%recuperagao= x 100

cpm do controle
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3.4 DOSAGENS HORMONAIS

Para dosagem dos estrégenos e das progestinas fecais utilizou-se a técnica de
radioimunoensaio (RIE) em fase solida, por meio de conjunto diagnéstico comercial
(COAT-A-COUNT, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA USA)
desenvolvido para avaliagdo quantitativa de progesterona (P4) e estradiol (E2) no soro
humane.

Este conjunto diagnéstico utiliza como elemento tragador o horménio marcado
com | e apresenta pouca reagio cruzada com os metabdlitos especificos para cada
horménio estudado. Foram determinados 10 ensaios para as dosagens hormonais de
cada hormoénio pesquisado. Para verificacdo do coeficiente de variagao, foi utilizado um
“pool” de amostras fecais em todos os ensaios hormonais.

Todos os parémetros de controle de qualidade dos ensaios hormonais foram

analisados conforme rotina empregada no LDH.

Validacéo

Foi realizada a validag&o dos conjuntos diagndsticos comerciais DPC MEDLAB®
para uso em extrato de fezes de fémeas de oncga-pintada utilizando-se dois métodos de
paralelismo, descrito abaixo.
Paralelismo utilizando matriz depletada: Indica se os horménios da especie estudada
estao interagindo com o anticorpo do conjunto diagnéstico de forma similar ao horménio
usado como padréo.

Foi realizada a deplegdo hormonal de um “pool’ de amostras com uma solugao

de carvao-dextran (DARBRE et al, 1983; REDDEL et al,1984). A essa matriz depletada
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adicionamos valores conhecidos do hormmbénio padrdo, com diluicdes que se
aproximavam dos pontos da curva do conjunto diagnéstico. Com esta diluigdo
construimos uma curva correlacionando estes valores.
Paralelismo utilizando matriz integra: indica se o material utilizado esta interferindo
na ligagao antigeno — anticorpo.

Foi utilizado um “pool” de amostras de baixa concentragdo hormonal (valores
proximos aos limites inferiores da curva padréo). A esta amostra adicionamos valores
conhecidos de P4 e E2, a fim de aproximéa-los dos pontos da curva padréo fomecida

pelo conjunto diagnodstico.

Validacao Fisiologica

Realizamos a validac&o fisiolégica através da comparacdo dos resultados de
estrogenos e progestinas fecais, obtidos no grupo dos animais pré-ptberes (fase antes
do inicio da atividade ovariana), com os resultados obtidos no grupo dos animais

adultos.

Transformacdo das concentracdes determinadas por RIE

As concentragbes determinadas primariamente por RIE foram expressas para
progesterona em ng/ml e para estradiol em pg/ml. Para melhor adequacdo dos
resultados ao extrato do qual-ele foi obtido, foi necessaria sua converséo para pg/g de

fezes secas e ng/g de fezes secas, respectivamente. Portanto, os resultados obtidos

foram transformados pela seguinte equacéo:
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C x Vfe x D x[1 + (1-R)]
CF= /1000
Pi

CF = concentragao final;

C = concentragao fomecida pelo RIE;

Vfe = volume das fezes ao final da etapa de extracéo;

D = diluigdo empregada;

R = taxa da recuperacgao obtida para cada horménio extraido.
Pi = peso inicial

3.5 CicLos OVARIANOS

Os valores dos estrégenos fecais encontrados para cada fémea adulta, nas fases
de estro e inter-estro, foram calculados por um processo matematico sucessivo, onde
0s valores que excediam a média total + 1,5 desvio padrées, eram excluidos (Brown et
al., 1996). Seguia-se entdo, uma nova etapa onde os valores eram recalculados, sendo
0 processo repetido até que os valores de cada etapa ndo excedessem a média + 1,5.
O criterio adotado para determinar o limite entre valores basais e nio basais, foi a
intensidade da queda, ou seja, quando a diferenga entre dois valores sucessivos da
meédia + 1,5 ficou inferior a 5,0 (Anexo lll, Figura 1).

Os valores basais foram determinados apds a exclusdo das amostras de
concentracdo alta. Os valores altos excluidos foram agrupados, e os valores
observados que permaneceram altos por trés dias consecutivos foram considerados
como pico. Para a avaliagao das progestinas fecais, foi adotado o mesmo procedimento
acima descrito, no entanto, foi considerado a média total + 2,0 desvios padrbes. Para a
avaliag&o da ocorréncia da ovulagéo, foram considerados valores de progestinas fecais

que permaneceram elevados por, pelo menos, uma semana.
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A duragéo do estro foi calculada pelo nimero de dias em que o estrégeno
permaneceu acima dos valores basais, e a extenséo do ciclo ovariano foi determinada

entre os valores de dois picos consecutivos.

Alinhamento dos ciclos

O alinhamento dos ciclos foi feito considerando-se o dia zero (D0) como o
primeiro valor basal de estrégenos fecais. Assim, os dias que antecederam o DO,

correspondem a fase de estro e os dias seguintes correspondem a fase de inter-estro.

Atividade ovariana no grupo PP

Como os valores das concentragdes de estrégenos fecais encontrados no grupo PP
eram basais, optou-se por fazer uma analise bimestral, até que fosse detectado o inicio

da atividade ovariana.

3.6  ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram primeiramente analisadas quanto a sua distribuicao
pelo teste de Kolmogorov-Smimov (teste KS) para verificagdo de normalidade dos
residuos e pelo teste de Bartlett, para verificagdo de homogeneidade das variancias.
Como os valores ndo obedeceram as premissas para a utilizacdo de testes
paramétricos, foram utilizados os teste ndo paramétricos Kruskall-Wallis e Wilcoxon
(SIEGEL, 1975).

Os dados referentes as concentragdes hormonais foram expressos em funcgéo

das suas medias (+ erro padrdo da média) para as fémeas da espécie estudada.
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Para verificacdo de paralelismo nos meétodos empregados na validagdo dos
radioimunoensaios, foi realizado uma analise de regressdo simples e o indice de
correlagao adotado superior a 0,95 (GRAHAM, 2001).

Para a andlise da validagao fisiolégica, as médias das concentracées dos
estrégenos e progestinas fecais do grupo PP (n=3) foram comparadas pelo teste de
Wilcoxon com a média das concentragdes das fémeas adultas (n=2).

Para avaliar o efeito bimestre sobre o inicio da atividade ovariana, foram
analisadas as concentragbes meédias dos estrogenos fecais (ng/g de fezes secas)
quanto a sua distribuicdo pelo teste Kruskall-Wallis, e para comparagéo entre meédias,
dois a dois, aplicou-se o teste de Wilcoxon.

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows (SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA, 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRAGAO E RECUPERAGAO

Foram utilizadas 953 amostras fecais, sendo 509 para o grupo AA e 444 para o
grupo PP. O percentual médio da recuperagao hormonal obtido, para estrogenos fecais

foi de 80 4,05 (n=100) e para progestinas fecais foi de 89 16,09 (n=50).

4.2 PARAMETROS DE QUALIDADE DOS ENSAIOS HORMONAIS

O controle de qualidade dos ensaios de RIE, foi realizado através da analise dos
coeficientes de variagdo intra-ensaio, que foi inferior a 13% e inter-ensaio, inferior a
2,1%. A sensibilidade minima detectada foi de 1,47pg/ml nos ensaios para estrogenos
fecais, e de 0,005ng/mi para progestinas fecais (Quadros 1 e 2). O “pool” de amostras
fecais utilizado em todos os ensaios evidenciou um coeficiente de variagdo menor que
12% entre os ensaios de estrégenos fecais, e menor que 7% entre os ensaios de

progestinas fecais.
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Quadro 1 - Controle de qualidade obtido nos ensaios de estrogenos fecais. S@o Paulo, 2003.

Controle CPM | CPM | Ceptig | LNE | Sonsibiidsde | CVintr | CVintr
Ensslo 1 c2 cs C4 | portod | total | BEO o) %@osepgmh | Babxo | Afo
1 %03 | 176130 | 359 | 189330 | 120188 | 205018 | a4 | 1.00% 92,3(1,94) 1278% | 511%
2 26,12 1600,40 21,94 1577,50 | 126033 28963,3 44% 0,99% 93,0(1,47) 12,2%% 1,02%
3 22,63 1759,40 2,02 1664,20 | 134123 222578 60% 1,20% 96,1(1,88) 1,9%5% 3,93%
4 21,28 1948,00 20,83 172080 | 133538 222343 80% 1,23% 93,8(3,82) 1,52% 8,76%
5 11,48 1606,00 10,96 1714,60 131223 21366,3 61% 1,21% 04,2(2,36) 3,32% 4,63%
6 267 1730,10 252 1743,70 | 124588 20407,3 61% 1,35% 93,5(3,68) 0,47% 0,55%
7 23,94 1793,60 25,01 1838,50 | 123168 19980,8 82% 1,36% 94,3(2,01) 3,00% 1,75%
8 17,80 1666,20 18,48 1898,20 | 12526,3 25265,3 50% 091% 92,1(1,78) 2,64% 9,20%
9 2174 2098,90 25,50 175660 | 115318 23104,3 50% 0,85% 97,4(3,05) 11,28% 12,56%
10 14,56 2001,70 14,00 1871,20 9510,3 18878,8 50% 0,94% 87.6(4.48) 2.79% 4.77%
CV lnter ensaio 21,02 179,56 2148 1767,86 1,53% 1,14%

Quadro 2 - Controle de qualidade obtido nos ensaios de progestinas fecais. Sdo Paulo,2003.

Controle CPM CPM Cap Lig. LNE Semsibilidade CVintra | CVitra
Ensaio C1 c2 C3 C4 ponto 0 fotal B0 %) % (dose ngimi) Baixo Ato

1 0,10 21,99 01 20,86 184008 | 341378 54% 0,52% 95,4(0,005) 5,15% 373%

2 0,10 19,81 0,00 19,94 176923 | 326408 54% 0,56% 93,4(0,01) 2,14% 0,48%

3 0,09 19,11 0,00 20,96 167408 | 307873 54% 0,53% 94,5(0,01) 3,84% 6.54%

4 015 20,34 0,16 21,08 20584,8 | 369678 56% 0,56% 94,8(0,03) 2,64% 2,55%

5 0,00 21,39 010 21,00 205528 | 36563,3 56% 0,59% 94,9(0,01) 7.63% 1,32%

6 013 2037 o1 20,32 20680,8 | 361828 7% 0.49% 94.9(0,01) 11,46% 0,17%

7 013 2,42 0,12 19,89 186208 | 32568,3 57% 047% 94,1(0,03) 4,08% 5,24%

8 0,50 2.7 0,51 2,65 151918 | 278343 55% 1,19% 93,9(0,01) 0,74% 3,01%

9 0,17 20,59 0,1% 19,33 255328 | 481438 53% 0,50% 93,9(0,006) 1,06% 4,46%

10 0,52 1997 058 18,12 172208 | 317873 S4% 0,69% 96,8(0,008) 7.51% 6,85%
CV Inter ensaio 020 2067 02t 20,42 2,00% 087%
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4.3 VALIDACAO

Foi realizada a validagdo dos conjuntos diagndsticos comerciais da DPC
MEDLABR em fase sélida, para uso em extratos fecais em onga-pintada. Os resultados
obtidos para verificacao de paralelismo nos métodos empregados estao representados

nas Figuras 1 a 4.
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Figura 1 Representacdo grafica da curva de paralelismo obtida para estrogenos fecais
utilizando a matriz depletada. Sao Paulo, 2003.
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Regression Plot
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Figura 2 Representagdo grafica da curva de paralelismo obtida para estrégenos fecais
utilizando a matriz integra. Sao Paulo, 2003.
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Figura 3 Representagédo grafica da curva de paralelismo obtida para progestinas fecais
utilizando a matriz depletada. Sao Paulo, 2003.
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Regression Plot
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Figura 4 Representagcdo grafica da curva de paralelismo obtida para progestinas fecais
utilizando a matriz integra. Sdo Paulo, 2003.

4.3.1 VALIDAGAO FIsloLOGICA

As médias das concentracdes dos esterdides sexuais s&o apresentados nas
tabelas 1 e 2, e Figuras 5 e 6. Houve diferenca significativa entre as concentragdes

médias de estrégenos fecais e entre as concentragdes de progestinas fecais (p<0,001)

dos grupos PP e AA.
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Tabela 1 Concentragcdo média dos estrogenos fecais (ng/g de fezes secas) do grupo das
fémeas pré-puberes (n=3) comparada com a média das concentracdes das fémeas
adultas (n=2). Sao Paulo, 2003.

Estrogenos fecais (ng/g de fezes secas)

Grupo Média (tEPM) Variagéo
PP 10,97 + 0,91° 0,28 — 59,16
(n=262)
AA 68,99 + 6,55 3,50 — 609,37
(n=509)

2P Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p< 0,001).
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Tabela 2 Concentragdo média das progestinas fecais (ng/g de fezes secas) do grupo das

fémeas pré-plberes (n=3) comparada com a média das concentragcdes das fémeas
adultas (n=2). Sdo Paulo, 2003.

Progestinas fecais (ug/g de fezes secas)

Grupo Média (+EPM) Variagao

PP 0,26 + 0,04° 0,02 - 4,44
(n=262)

AA 0,85 + 0,09" 0,08 — 6,51
(n=509)

2P \alores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p< 0,001).
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3P vsalores com diferentes sobrescritos, em diferentes colunas, diferem significativamente (p< 0,001).

Figura 5 Concentracdo média (tEPM) de estrégenos fecais (ng/g de fezes secas), nos
diferentes grupos. Sdo Paulo, 2003.
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b valores com diferentes sobrescritos, em diferentes colunas, diferem significativamente (p< 0,001).

Figura 6 Concentracdo média (xEPM) de progestinas fecais (ug/g de fezes secas), nos
diferentes grupos. Sdo Paulo, 2003.
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44 CiCLOS OVARIANOS

Neste trabalho, a duragdo média (+EPM) do ciclo ovariano (n=7) definido por dois

picos consecutivos de estrégenos fecais foi de 38,28 +2,52 dias, variando de 25 a 44

dias (Figura

350

300 -

250 -

Estrégenos fecais
(ng/g de fezes seca)

100 -

200 -

150

7).

1

P

‘l periodo entre picos P
| |
| |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 4
Dias

P = valor de [ ] maxima de estrégenos fecais (ng/g de fezes secas)

Figura 7 Representacdo grafica dos niveis hormonais (média tEPM) dos estrégenos fecais de
fémeas de onga-pintada (n=2) e da extensdo do ciclo ovariano (n=7) verificado entre

dois

picos consecutivos. Sdo Paulo, 2003.
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Foi possivel, a detec¢do de cinco ciclos ovarianos completos no animal AA
01(FPZSP) e a extensao verificada entre os dois picos consecutivos de estrogenos

fecais foi de 36,20 3,09 dias, variando de 25 a 41 dias (Figura 8).

s~}

periodo entre picos

150

Estrogenos fecais
(ng/g de fezes seca)

100 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Dias

P = valor de [ ] méxima de estrégenos fecais (ng/g de fezes secas)

Figura 8 Representagdo grafica dos niveis hormonais (média +EPM) dos estrogenos fecais de
fémea de onca-pintada animal AA 01 e a extensao do ciclo ovariano (n=5) verificado
entre dois picos consecutivos. S&o Paulo, 2003.
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Em relagdao ao animal AA 02 (FRZ), s6 foi possivel a detecgdo de dois ciclos
ovarianos completos, devido a uma falha na colheita das amostras. A extensao
verificada entre dois picos consecutivos de estrégenos fecais foi de 43,50 £0,50 dias,

variando de 43 a 44 dias (Figura 9).
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P = valor de [ ] maxima de estrégenos fecais (ng/g de fezes secas)
Figura 9 Representacéo grafica dos niveis hormonais (média + EPM) dos estrégenos fecais de

fémea de onga-pintada animal AA 02 e a extensdo do ciclo ovariano (n=2) verificado
entre dois picos consecutivos. S40 Paulo, 2003.
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A partir do alinhamento, utilizando-se a média de cada dia dos ciclos estudados e
considerando-se o erro padrdo da média, foi calculada a duragédo de cada fase do ciclo.
A fase de estro teve duragdo meédia de 10,42 +1,15dias (variando de 7 a 15 dias) e a
fase de inter-estro durou em média 28,00 +£1,43 dias (variando de 28 a 31 dias). Foram
entdo elaborados os graficos correspondentes das concentragdes de estrogenos e
progestinas fecais.

Os niveis basais médios de estrégenos fecais do ciclo ovariano (n=7) variaram
na faixa de 15,38 a 48,82ng/g de fezes secas, tendo como média 31,26 +1,34ng/g de
fezes secas na fase de inter-estro. O perfil indicou a ocorréncia de um pico observado
entre o D-5 e 0 D-2, variando de 154,18 a 169,43ng/g de fezes secas (todos os pontos
apresentando valor superior a 50% a partir da média basal por, no minimo, trés dias
consecutivos). Foi detectado um inicio de elevagao a partir do D-15 do ciclo (66,30ng/g
de fezes secas), € a média dos niveis de estrogenos fecais na fase de estro foi de

115,91 £8,82ng/g de fezes secas (Figura 10).
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Figura 10 Representagdo grafica das concentracbes (média +EPM) de estrégenos fecais de
fémeas adultas de onga-pintada (n=2) diferenciando-se as fases de estro e inter-
estro durante sete ciclos ovarianos (DO = primeiro valor basal de estrégenos fecais).
Sao Paulo, 2003.
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Os niveis basais de estrogenos fecais para o animal AA 01, variaram entre 15,38
e 49,47ng/g de fezes secas, tendo como média 31,19 +1,52ng/g de fezes secas na fase
de inter-estro. Na fase de estro os valores variaram entre 67,31 a 166,57ng/g de fezes

secas, tendo como média 121,28 + 9,07ng/g de fezes secas na fase de estro (Figura

11).
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Figura 11 Representagao grafica dos niveis hormonais (média + EPM) de estrogenos fecais de
fémea de onga-pintada animal AA 01 diferenciando - se as fases de estro e inter-estro
durante cinco ciclos ovarianos (DO = primeiro valor basal de estrégenos fecais). S&o
Paulo, 2003.
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Para o animal AA 02, os niveis basais de estrégenos fecais, variaram entre
15,40 e 68,55ng/g de fezes secas, tendo como média 31,68 +2,30ng/g de fezes secas
na fase de inter-estro, e na fase de estro os valores variaram entre 64,70 e 213,05ng/g
de fezes secas, tendo como média 125,30 + 13,23ng/g de fezes secas na fase de estro

(Figura 12).
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Figura 12 Representagao grafica dos niveis hormonais (média £ EPM) de estrégenos fecais de
fémea de onga-pintada animal AA 02 diferenciando-se as fases de estro e inter-estro
durante dois ciclos ovarianos (DO = primeiro valor basal de estrogenos fecais). Sdo
Paulo, 2003.
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Os valores médios encontrados para a concentragéo de progestinas fecais foram
de 0,44 + 0,05ug/g de fezes secas na fase de estro, e de 0,45 + 0,04ug/g de fezes

secas na fase de inter-estro. Ndo havendo diferenca significativa entre as duas fases

(Figura 13).
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Figura 13 Representagdo grafica da variagdo das concentracbes (média + EPM) das
progestinas fecais durante sete ciclos ovarianos de fémeas adultas de onca-pintada
(n=2) diferenciando-se a fases de estro e inter-estro. (DO = primeiro valor basal de
estrogenos fecais). Sao Paulo, 2003.



58

Resultados

Os padrées hormonais de estrogenos e progestinas fecais constam na F igura 14

e no Quadro 3.
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Figura 14 Representagéo grafica da variacdo das concentragdes (média +EPM) de estrégenos
e progestinas fecais durante sete ciclos ovarianos de fémeas adultas de onca-
pintada (n=2) diferenciando-se as fases de estro e inter-estro (DO = primeiro valor
basal de estrégenos fecais). Sdo Paulo, 2003.
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Quadro 3 Concentragdes médias (+tEPM) dos valores basais e de pico dos estrégenos e
progestinas fecais para cada individuo adulto durante 18 meses de colheita. Séo

Paulo, 2003.
Estégenos fecais Progestinas fecais
Valores Basais Pico Valores Basais Pico

Grupo (ng/g fs) (ng/g fs) (n/g fs) (p/g fs)

AA 01 31,06 +1,30 120,34 +11,82 0,44 +0,25 ND
(n=380Q)

AA 02 24 35+2 68 174,13 18,70 1,65 +0,31 ND
{(n=129)

ND né&o detectado; fs = fezes secas

4.5 (GRUPO PRE-PUBERE

A partir dos resultados obtidos das analises hormonais, o animal PP03 foi

considerado como modelo biolégico para os outros animais pré-puberes (PP01 e

PP02), pois durante a avaliagéo do perfil longitudinal das concentragdes de estrégenos

fecais, foi possivel visualizar a diferenca biologica entre o periodo pré-pibere e o

periodo pubere (Tabelas 3 e 4, Figuras 15 e 16). Esse foi 0 parametro utilizado para

indicar um possivel inicio da atividade ovariana nos trés animais, pois a partir do

bimestre agosto-setembro, foram detectados picos de estrogenos fecais (Tabela 5 e

rigura 17).

Todos os animais entraram na fase peripuberal, com idade aproximada de 20

meses (18-20 meses de idade).
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Tabela 3 Concentragbes médias dos estrogenos fecais (ng/g de fezes seca) encontrados na
avaliagao do perfil longitudinal (16 meses) durante o periodo pré-pubere (pp) e
pubere (p) do animal PP03. S&o Paulo, 2003.

Estrogenos fecais (ng/g de fezes secas)

Periodo Média +EPM Variagao
PP 6,11 +0,41 0,28 — 29,99
(n=109)
p 20,21 +2,15* 0,80 - 177,09
(n=165)

*p< 0,05, referente a comparagao entre os periodos pp e p.

Tabela 4 Concentragées médias dos progestinas fecais (ng/g de fezes secas) encontrados na
avaliagao do perfil longitudinal (16 meses) durante o periodo pré-ptibere (pp) e pubere
(p) do animal PP03. Sao Paulo, 2003.

Progestinas fecais (ug/g de fezes secas)

Periodo Média +EPM Variagdo
pp 0,10 +0,003 0,02-0,23
(n=109)
P | 0,19 +0,020* 0,01~ 1,56
(n=165)

*p> 0,05, referente a comparag&o entre os periodos pp e p.
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Figura 15 Representacdo grafica do perfil longitudinal encontrado durante as dosagens de
estrogenos fecais para o animal PP 03, evidenciando a detecc&o do inicio da
atividade ovariana (IAO). Sao Paulo, 2003.
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Figura 16 Representacédo grafica do perfil longitudinal encontrado durante as dosagens de
progestinas fecais para o animal PP 03, evidenciando a detecg¢do do inicio da
atividade ovariana (IAO). Sao Paulo, 2003.
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Tabela 5 Concentragdo média (tEPM) dos valores maximos (n=15) encontrados para
estrogenos fecais a cada bimestre, até a deteccédo do inicio de atividade ovariana
para o grupo PP (n=3). Sao Paulo, 2003.

Estrogenos fecais (ng/g de fezes secas)

Periodo Média + EPM Variagéo
Fev-Mar 24,13 + 3,97° 6,24 — 42,89
(n=15)

Abr-Mai 23,63 + 2,65° 10,61 — 40,89
(n=15)

Jun-Jul 19,75 + 1,55 6,39 — 33,69
(n=15)

Ago-Set 49,89 + 11,58° 19,72 — 140,75
(n=15)

ab Valores com diferentes sobrescritos, na mesma coluna, diferem significativamente (p< 0,05)
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Figura 17 Representacéo grafica da média (tEPM) dos valores maximos (n=15) encontrados
para estrégenos fecais a cada bimestre até a detecgéo do inicio de atividade
ovariana para o grupo PP (n=3). Sao Paulo, 2003.
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5 DISCUSSAQ

A finalidade deste trabalho foi elucidar os fendmenos enddcrinos, relacionados &
atividade ovariana, através do monitoramento ndo-invasivo (BROWN; WILDT, 1997).
Foram descritos a duragdo do ciclo ovariano, fase de estro e inter-estro, provavel inicio
de atividade ovariana e puberdade.

Encontramos na literatura, diversos trabalhos que validaram o uso de ensaios
hormonais para extratos de fezes em felinos silvestres (SHILLE et al., 1991: BROWN et
al., 1994, 1995, 1996; CZEKALA et al., 1994, GRAHAM et al., 1995: MOREIRA et al.,
2001). OQutros valdaram o uso de conjunto diagnéstico comercial para
radioimunoensaio para quantificacdo de metabodlitos de horménios fecais, tanto em
felinos como em outras espécies de mamiferos (MORATO, 2001; MORAIS et al., 2002:
GRAHAM; BROWN, 1996; MATSUMURO et al. 1999; GROSS; RODDEN, 1991). Com
base nos resultados obtidos nesse experimento, podemos sugerir que o conjunto
diagndstico comercial utilizado nos ensaios de esterdides fecais foi validado de forma
satisfatdria para o uso em extratos de fezes em fémeas de onga-pintada.

Os ciclos ovarianos observados nas fémeas aduitas, desse experimento, tiveram
uma duracdo média de 38,28 +2,52dias, considerando o intervalo entre dois picos de
estrogenos consecutivos, e pelo alinhamento dos ciclos ovarianos obtivemos uma
duragcdo meédia de 38,42 +1,13dias. Os resultados foram semelhantes nos diferentes
métodos empregados, sendo que, pelo alinhamento dos ciclos, foi possivel uma melhor
visualizagéo das fases de estro e inter-estro.

A duragdo média do ciclo ovariano de 38 dias teve o valor aproximado ao citado

na literatura de 47,2 +5,4dias (n=7) (WILDT et al., 1979) por meio da observacgéo
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comportamental associada a ovulagdo induzida artificialmente com tratamento hormonal
a base de hCG e LH-RH.

Os dados obtidos em relagdo a variagdo encontrada na extensao do ciclo
ovariano de 22 a 44 dias, foram compativeis ao que € relatado para a espécie, com
variagcdo de 22 a 65 dias (SADLEIR, 1966; WILTD et al., 1979, TEWES; SCHMIDLY,
1987) baseados em observagdes comportamentais de ongas-pintadas, mantidas em
cativeiro.

Os resultados mostraram que apds a ocorréncia de um pico de estrégenos
fecais, observados entre o D-5 e 0 D-2, com concentragbes variando entre 154,18 a
169,43ng/g de fezés secas, 0s niveis de estrogenos fecais foram caracterizados como
basais a partir do DO do ciclo, com concentracdes variando entre 15,38 a 48,82ng/g de
fezes secas. Nossos dados estdo de acordo com os valores relatados por Brown et al.
(1994, 1995 e 1996) para algumas espécies de felinos (Panthera uncia, Neofelis
nebulosa e Acinonyx jubatus), onde os valores basais encontrados para estrégenos
fecais foram <50,00ng/g e os valores de pico <500,00ng/g. Moreira et al. (2001),
encontraram valores de estrogenos fecais mais elevados para pequenos felinos
(Leopardus pardalis, Leopardus wiedii e Leopardus tignna), sendo os valores basais
>60ng/g e de pico >800ng/g, sugerindo uma tendéncia dos pequenos felinos
apresentarem concentragdes mais elevadas de estrégenos fecais do que grandes
felinos.

Em média as concentracdes de estrogenos fecais observadas nos dias de pico
no presente estudo foram menores do que as encontradas na literatura, embora o valor
méaximo detectado nos ensaios hormonais realizados durante esse experimento fosse

de 609,37ng/g de fezes secas.
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Brown et al. (1994) submeteram suas amostras fecais de algumas espécies de
felinos (Felis catus, Neofelis nebulosa, Acinonyx jubatus, Panthera uncia), a técnica de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance), sugerindo que o metabolismo de
esterdides se manteve semelhante dentro deste taxon.

Em relagédo aos dados obtidos para progestinas fecais, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os valores obtidos na fase de estro (0,44 +0,05ug/g de fezes
secas), e os valores obtidos na fase de inter-estro (0,45 +0,04ug/g de fezes secas).

Foi possivel a observagdo de elevagdes destas progestinas, porém elas nao se
sustentaram, apresentando um perfil oscilatério. Diante disso, ndo estabelecemos
correlagbes com possiveis eventos biolégicos. Nosso resultado foi compativel com o
esperado para a espeécie, que apresenta ovulagdo induzida segundo relatado por
WILDT et al., 1979.

No entanto, deve ser considerada a hipétese de que o anticorpo de alta
especificidade do conjunto diagnéstico comercial para progesterona sérica nao esteja
sendo eficiente na detecgdo dos metabdlitos. Alguns trabalhos, utilizando anticorpo
pouco especifico de progesterona com elevada porcentagem de reacéo-cruzada com
0s principais metabdlitos do grupo dos pregnanes (cadeia o e B), conseguiram
relacionar os seus dados com os eventos bioldgicos (BROWN et al., 1994 e MOREIRA
et al., 2001)

Os animais desse experimento podem ter apresentado uma fase de diestro, a
qual n&o foi possivel ser detectada pelo conjunto diagnéstico comercial utilizado. Para

comprovar tal proposi¢éo, seriam necessarios estudos direcionados para a analise dos
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principais metabdlitos de progesterona, como 0s citados nos trabalhos da Brown et al.,
1994; Graham et al., 2001 e Lance et al., 2001.

Segundo estudos realizados em fémeas de espécies de felinos silvestres Puma
concolor (BONNEY et al., 1981), Panthera tigns (SEAL et al., 1985), Panthera uncia
(SCHIMIDT et al., 1993) e Felis catus (SHILLE et al., 1979 e JOHNSTON et al., 1996),
esses animais possuem mecanismo de ovulagao induzida.

Entretanto, apesar da prevaléncia de ovulagdo reflexa, estudos recentes
evidenciaram que gatas domésticas podem apresentar ovulagées espontaneas. Estes
estudos indicam que a ovulagdo espontanea pode ser possivel em resposta a uma
variedade de estimulos que podem ser tatil, visual, olfatdrio ou auditivo (LITTLE, 2001).

Alguns trabalhos sugerem também, a ocorréncia de ovulagdo espontanea em
algumas espécies de felinos silvestres Panthera pardus — Schmidt et al., 1998,
Panthera leo - Schmidt et al., 1979; Leopardus wiedii — Moreira et al., 2001 e L. pardalis
e L. tigrinus — Moreira', 2003 (informac&o verbal).

Em outra etapa do presente trabalho, foram avaliados os dados obtidos do perfil
longitudinal das concentragdes de estrégenos fecais, no grupo dos animais pré-
puberes, os quais indicam um possivel inicio da atividade ovariana a partir do bimestre
agosto-setembro, onde a média dos valores dos picos detectados foram de 135,31
13,16ng/g de fezes secas.

Esse possivel inicio da fungdo-ovariana detectada na transicéo das estagbes
invemo/primavera, parecem indicar uma sincronia com os dados obtidos em machos de
oncga-pintada, em relagdo as concentragdes de andrégenos fecais que foram maiores

na primavera e verdo, quando comparados ao outono e ao inverno (MORATO, 2001).
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Nas regides dos tropicos, a sazonalidade reprodutiva em decorréncia da
influéncia das estagdes do ano, ndo é tao evidente quanto a observada em animais que
habitam regides de clima temperado (NOWAK, 1999). Contudo, as disponibilidades de
alimentos podem impor ritmos sazonais a reprodu¢éo (BRONSON, 1985).

O periodo reprodutivo pode ocorrer o ano todo, sem uma época definida
(MONDOLFI; HOOGESTEIJN, 1986; RODRIGUES; AURICCHIO, 1994), mas alguns
picos reprodutivos foram observados com base em observagdes realizadas em Belize
de maio a setembro (RABINOWITZ; NOTTINGHAM JR, B.G., 1986), na Venezuela de
dezembro a fevereiro (MONDOLFI;, HOOGESTEIJN, 1986) e no extremo norte do
Meéxico durante a primavera (EWER, 1973). No Brasil, onde as variagbes fotoperiddicas
s8o minimas, os nascimentos ocorrem durante o ano todo. Morato (2001), supde com
base nas observacdes relatadas por Quigley e Crawshaw (1999), que provaveimente
ocoira uma certa concentragdo de atividade reprodutiva na primavera/verao, quando os
indices pluviométricos e disponibilidade de alimentos sdo mais abundantes.

Wildt et al (1979) e Mondolfi e Hoogesteijn (1986), indicam que a maturidade
sexual nessa espécie, obtida através de observagdes comportamentais como a
manifestacéo de estro, ocorre por volta dos 24 a 30 meses. Com base nos resultados
deste experimento, observamos que os animais pré-puberes entraram em puberdade
com idade estimada em 20 meses. Nao realizamos acompanhamento de
comportamentos reprodutivos, porém podemos sugerir que durante a fase peripuberal
provavelmente esses animais nao manifestaram comportamento de estro,

N&o encontramos na literatura consultada, trabalhos que relatassem essa fase

de instalagc&o da puberdade em felinos silvestres.
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De Lucia (2002), observou que a primeira ovulagdo em novilhas Nelore do seu
experimento (n=36), nao foi precedida de sinais de estro.

Nogueira (1997) observa que potras (n=9), ndo manifestaram estro na primeira
estagdo de monta, mas apresentaram estro de menor intensidade na segunda estagdo
reprodutiva, em comparagao aos ciclos estacionais observados em animais adultos.

Wildt et al (1981), relatam que metade das cadelas puberes (n=4) que tiveram a
primeira ovulagdo confirmada por exame laparoscopico, ndo demonstraram
comportamento de estro, sugerindo que ocorre uma insuficiéncia ou uma irregularidade
hormonal na fase peripuberal desses animais.

Estudos em fémeas de gatos domésticos sugerem o inicio da puberdade em
animais com idade entre 8 a 10 meses, variando de acordo com a raca e 0 peso
corporeo (ROOTS et al, 1995, JOHNSTON et al., 2001; TSUTSUI: STABENFELDT,
1993; FELDMAN; NELSON, 1996 e LITTLE, 2001).

Nao foi objeto deste estudo avaliar as condigdes corpéreas dos animais pré-
puberes. Porém, alguns autores ja afirnaram para outras espécies, a necessidade de
uma condicao adequada de manejo e alimentagdo para instalagdo da puberdade
(NOGUEIRA, 1994 e DE LUCIA, 2002).

Durante a fase do experimento, a fémea pubere (PP 03) teve o seu perfil
enddcrino acompanhado até idade aproximada de 31 meses e a ciclicidade observada
n&o foi similar a das fémeas adultas.

Litte (2001), indica que nove fémeas puberes tiveram sua ciclicidade
rapidamente estabelecida, semelhante a gatas adultas.

Wesson e Ginther (1981), sugerem para potras, que a partir da puberdade

estabelecida, seus ciclos s&o similares aos das éguas adultas.
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No presente estudo todas as fémeas mantiveram contato com machos, durante o
experimento, sendo que as fémeas pré-puberes tiverem contato somente com machos
também pré-plberes.

Segundo Little (2001) a presenca do macho adulto estimulou a ovulacéo
espontanea em fémeas multiparas e o inicio da atividade ovariana em fémeas
nuliparas. Porém, ndo ha relatos de que os machos pré-puberes possam estimular a
maturagao sexual de fémeas. Assim, se faz necessario a realizagdo de estudos que

avaliem se este fator pode influenciar o inicio da puberdade de fémeas da espécie

felina.
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6

CONCLUSOES

Nas condigbes em que foi realizado este experimento, podemos inferir que:

O monitoramento n&o invasivo da fungao ovariana foi eficiente na detecgdo dos
eventos bioldgicos estudados: estro, inter-estro, puberdade e provavel inicio da

atividade ovariana.

O conjunto diagnostico comercial em fase sélida utilizado nos ensaios hormonais

foi validado para o uso em extratos fecais de fémeas de onga-pintada.

Foi possivel tragar um padréo dos estrégenos fecais durante o ciclo ovariano de

fémeas adultas de Panthera onca.

A idade estimada para a puberdade nestes animais foi de alguns meses antes da
maturidade sexual descrita para espécie, provavelmente esta diferenca esta

relacionada com a ndo manifestagcao do estro no comecgo da atividade ovariana.

O inicio da atividade ovariana nesta espécie pode estar relacionado com
parametros sazonais, indicando uma possivel concentragcdo da atividade

reprodutiva durante a primavera.
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Quadro 1 Dieta alimentar fomecida as fémeas adultas de onga-pintada das

instituicdes FPZSP (n=1

) € FRZ (n=1).

Alimento e quantidade
fornecida aos animais

Dias da Semana
S T Q Q S S

Carne — 2 Kg

(musculo ou coragéo bovino) X X X X X X

* Jejum aos Domingos

Quadro 2 Dieta alimentar fomecida
(n=2) do PZMQB.

as fémeas pré-plberes de ongas-pintadas

Alimento e quantidade
forecida aos animais

Dias da Semana

Pescoco de frango inteiro
(800g)
Racao felina
(800g)
Coragéo bovino
(800g)

* Todos os ingredientes oferecidos as
vitaminico;
** Jejum aos Domingos.

quartas e quintas—feiras sio moidos e séo acrescidos 30g de complexo
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Quadro 3 Dieta alimentar fornecida a fémea pré-pubere de onga-pintada (n=1) do
Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de Ilha Solteira - CESP.

Alimento e quantidade Dias da Semana
Fornecida aos animais S T Q Q S S D

Pescoco de frango X X X X X X X
sem pele (500g)
Racéo felina X X
(5009)
Coracgéo bovino X X
(500g)
Carne bovina X X X
(5009)

* Foi realizada a partir de set/01uma mudanga gradual na dieta do animal passando a ser oferecida diariamente
uma galinha poedeira viva, sendo que no ano de 2002 a dieta passou a ser composta por galinhas.
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Figuras 1 a7 - llustracao das etapas de extracao

Figura 1 - Pesagem das amostras fecais Figura 4 - 1° etapa de centrifugagao

Figura 2 - amostra fecal apoés fervura

Figura 3 - centrifuga (QUIMIS) Figura 6 - Extrato em solugdo no etanol

Figura 7 - Fluxo de secagem (LACTEA) com banho-maria.
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Anexo Il

80 | Valores basais

(ng/g de fezes seca)

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Etapas

Figura 1 Representagao grafica do método adotado para determinacéo dos valores basais de

estrogenos fecais (ng/g de fezes secas) utilizando a média + 1.5 Desvios Padroes
(Animal AA 01, n=380). Sao Paulo, 2003.





