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MONITORAMENTO A LONGO PRAZO DA EXCREGAO DE CORTICOIDES FECAIS
EM LOBOS-GUARAS (Chrysocyon brachyurus, llliger 1811) DE CATIVEIRO E VIDA
LIVRE: UMA CONTRIBUIGAO PARA O MANEJO E CONSERVACAO DA ESPECIE.

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), o maior canideo da América do Sul tem na
reducdo e fragmentacdo de seu habitat natural a ameaga mais significativa para a
espécie, ja que ocupa um bioma, o cerrado, considerado um dos mais ameacgados do
planeta. Estratégias de conservacdo tém sido implementadas na tentativa de assegurar
a sobrevivéncia desta espécie. Entretanto, aspectos importantes de sua biologia, como
por exemplo questdes relativas a reproducédo, ainda sao pouco conhecidos. Estudos em
cativeiro mostram baixa eficiéncia reprodutiva, a qual pode estar relacionada ao
aumento da atividade adrenocortical frente ao estresse créonico. Da mesma forma,
animais de vida livre podem ter a reproducgao afetada em condi¢des de estresse, ja que
altos niveis de glicocorticides s&do associados com comprometimento da fungéo
gonadal em muitas espécies. Entretanto, dados sobre a atividade adrenocortical em
lobos-guaras sdo escassos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
de forma né&o invasiva, a atividade adrenocortical de lobos-guaras de cativeiro e vida
livre visando: 1) definir o perfil anual de atividade adrenocortical de animais de vida
livre; 2) verificar possiveis diferengcas entre animais de vida livre e cativeiro; 3)
relacionar a atividade adrenocortical com as fungdes reprodutivas; e 4) verificar o
possivel efeito da proximidade com atividades humanas sobre a atividade
adrenocortical em animais livres. Para tanto, foram coletadas amostras fecais de 07
casais cativos de lobos-guaras (Zooldgicos de Americana e llha Solteira -SP- e
Criadouro Conservacionista da Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragédo — MG)
e de animais de vida livre provenientes do Parque Nacional da Serra da Canastra - MG,
no periodo de.Maio/2004 a Agosto/2006. Os esterdides fecais foram extraidos em
etanol 90% e quantificados pelo método de ELISA, utilizando-se um anticorpo contra
cortisol, validado para os extratos fecais. Os valores médios (xtEPM) para as
concentragdes basais de metabdlitos de glicocorticéides fecais (MCF) (ng/g de fezes
umidas) foram maiores (p<0,05) nos lobos-guaras cativos (95,66 + 3,70; n=203) quando
comparados aos animais de vida livre (54,56 + 3,54; n=82). Trés dos casais cativos
tiveram filhotes, mas a taxa de sobrevivéncia dos filhotes foi baixa, confirmando uma
baixa eficiéncia reprodutiva. As concentragdes basais de MCF aumentaram nas fémeas
durante a gestacgéo e lactagdo, bem como nos machos apds o nascimento dos filhotes,
sugerindo envolvimento no cuidado parental. Nos animais de vida livre observou-se
perfil sazonal na atividade adrenocortical, com aumento significativo no valor médio na
concentragédo basal de MCF do verao (49,48 + 5,75) para a primavera (96,45 + 11,26).
Esse aumento na atividade adrenocortical pode estar associado ao aumento das
demandas metabdlicas da lactagdo e cuidado parental, ja que na primavera ocorre o
maior numero de nascimentos em vida livre. As analises de pressao antropica mostram
aumento na concentracdo basal de MCF nos animais de vida livre mais expostos ao
contato com humanos. O presente estudo constitui o primeiro relato de monitoramento
da atividade adrenocortical, por meios n&o invasivos, de lobos-guaras, tanto em
cativeiro como em vida livre, tendo obtido informag¢des importantes para o manejo
adequado da espécie.
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Palavras-chave: lobo-guara, atividade adrenocortical, metabdlitos de corticosterdides
fecais, vida livre, pressao antrépica.
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LONG TERM MONITORING OF FECAL CORTICOID METABOLITES IN CAPTIVE
AND FREE-RANGING MANED WOLVES (Chrysocyon brachyurus, llliger 1811): A
CONTRIBUTION TO THE SPECIES MANAGEMENT AND CONSERVATION.

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus), the largest canid of South America, is a
threatened species endemic to, one of the most threatened ecosystem on earth, the
cerrado. The reduction and fragmentation of its natural habitat are the most significant
threats for the species.. Effective conservation efforts to assure the survival of this
species involve multidisciplinary approaches, however, important aspects of its biology,
ecology, epidemiology, genetic, and reproduction are still not clarified. Studies in
captivity demonstrated that the low reproductive efficiency of maned wolves might be
related to increased adrenocortical activity in response to chronic stressful conditions.
Stress would also be affecting reproductive success in free-living populations, since high
glucocorticoids levels are known to affect the gonadal function in many species.
However, for maned wolves, even basic information on its pattern of adrenocortical
activity is scarce. Thus, the present study the excretion rate of fecal corticoid metabolites
(FCM) was used to monitor the adrenocortical function in captive and fre-ranging maned
wolves aiming to verify: 1) the annual profile of free-ranging animals; 2) similarities and
differences between captive and free-ranging animals; 3) the relationship between
adrenocortical activity and reproductive function; and 4) the influence of proximity to
human activities on adrenocortical function. Fecal samples were collected from 07
captive pairs (Americana Zoo-SP, llha Solteira Zoo-SP, and Brazilian Company of
Metallurgy and Mining — CBMM- Conservationist Center -MG) and from free-ranging
maned wolves living at the Serra da Canastra National Park (SCNP), Minas Gerais,
Brazil, from May/2004 to August/2006. Fecal steroids were extracted in 90% ethanol and
FGM were quantified by a cortisol enzyme-immunoassay validated for the maned
wolves’ fecal extracts. Mean basal values (xSEM) for FCM (ng/g of wet feces) were
higher (p<0,05) in captive animals (95.66 + 3.7; n=203) in comparison to the free-
ranging population (54.56 + 3.54; n=82). Although the breeding success was low for the
captive couples, three pairs had pups. Basal FCM values were higher during pregnancy
and lactation in females. The presence of offspring also increased basal FCM in males,
suggesting that males are also involved in parental care. In the free-ranging population a
seasonal profile was found, with a significant increase on mean basal FCM from
summer (49.48 £ 5.75) to spring (96.45 £ 11.26). This pattern of FCM excretion may be
related to the increase on metabolic demands of lactation an parental care, since spring
is the season were most of the pups are born. Also, animals closer to the areas of
human activities have shown a significant increase on basal FCM. This is the first study
on adrenocrtical activity monitoring by means of fecal corticoids either in captive or in
free-living maned wolves. Results herein obtained may be crucial for the establishment
of conservation plan for this charismatic species.

Key words: maned wolf, adrenal activity, fecal corticoid metabolites, free-ranging, human
disturbance
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1. INTRODUGAO
1.1 Consideragdes iniciais

A diversidade biolégica no planeta vem sofrendo, de forma continua e
acelerada, ondas de extingbes sem precedentes. Atividades antropicas que resultam
em fragmentagao e poluigdo dos habitats naturais e agées mais diretas de exploragao
sobre as populagdes selvagens, como caga e trafico de animais selvagens, tém
resultado em grandes e rapidas alteracbes ambientais, as quais podem dificultar a
adaptacao de certas espécies, colocando em cheque sua viabilidade e encaminhando-
as ao processo de extingdo (VALLADARES-PADUA et al., 2004; JAVOROUSKI, 2003).

Grande parte da destruicdo de comunidades biolégicas ocorreu durante os
ultimos 150 anos, quando a populagdo humana aumentou de um bilhdo de habitantes,
em 1850, para seis bilhdes, em 1998. Estima-se que aproximadamente 85 espécies de
mamiferos (2,1%) e 113 espécies de aves (1,3%) tornaram-se extintas desde o ano
1600 (PRIMACK e RODRIGUES, 2001). Em 2002, a World Conservation Union (IUCN)
identificou 76 taxons de carnivoros ameagados de extingdo, sendo que quatro foram
extintos desde a metade do século XIX (YOUNG et al., 2004). Em 2006 a taxa de
espécies ameacgadas, para familia Canidae, foi de 25% - 9 espécies do total de 36
existentes no grupo, sendo uma delas o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus),
classificado como potencialmente ameacgado de extingdo (NT — “near to threatened”)
(IUCN, 2007).

S&o grandes os desafios encontrados quando se quer garantir a sobrevivéncia
de uma espécie ameagada, sendo necessario em primeiro lugar garantir que esta
possua pelo menos uma populacdo minima viavel (VALLADARES-PADUA et al., 2004).
Algumas espécies, ainda nao tecnicamente extintas, possuem poucos exemplares vivos
e podem ser consideradas ecologicamente extintas, pois ndo exercem mais, de forma
significativa, um papel na organizagcdo da comunidade em que habita (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001).

Quando essa populagdo minima viavel para a espécie ndo é alcangada de
forma natural, faz-se necessario o uso de estratégias conservacionistas, com agodes
integradas entre o manejo de populagdes in situ (vida livre) e ex situ (cativas), visando a

reducdo das ameacas sobre a espécie e a recuperacido de sua viabilidade, com
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patamares genéticos, demograficos e ecoldégicos minimos e compativeis para sua
perpetuacdo (VALLADARES-PADUA et al., 2004).

O manejo reprodutivo em cativeiro de espécies ameagadas € uma importante
ferramenta conservacionista, amplamente debatida e, em certas situagdes, fundamental
para que este processo de extingdo e consequente perda da diversidade biolégica
sejam controlados e, em alguns casos, até mesmo revertidos. Exemplos de espécies
quase extintas na natureza e que foram salvas mediante programas de reproducéo e
manejo em cativeiro, incluem o mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia), o bisdo
europeu (Bison bonasus) e o condor da Califérnia (Gymnogyps californianus) (I1SIS,
2007).

Adicionalmente, este manejo em cativeiro tem gerado importantes informagdes
sobre a singular biologia de algumas espécies ameacgadas. Em carnivoros, por
exemplo, destacam-se os estudos com felideos selvagens (YOUNG et al., 2004;
MORAIS et al., 1996; MOREIRA et al., 2001). Entretanto, para outras espécies do
grupo, em especial para o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) ha limitada informacgao
sobre sua biologia reprodutiva (SONGSASEN et al, 2006). Até 1998 dados
reprodutivos sobre lobos-guaras, principalmente para populagdes de vida livre, eram
escassos e os estudos de cativeiro eram mais voltados para areas de comportamento e
clinica médica veterinaria (VELLOSO et al., 1998).

As populagbes de cativeiro de lobos-guaras nao sao “auto-sustentaveis”
(SONGSASEN et al., 2006; PRIMACK e RODRIGUES, 2001), e os estudos indicam
baixas taxas de concepgao (prenhez) e altas taxas de mortalidade dos filhotes, o que
resulta em baixa eficiéncia reprodutiva. Os estudos de censo feitos para populagdes
cativas de lobos-guaras, através do International Studbook for Maned Wolves (ISMW)
indicam que, durante o periodo de 1980 a 1998, 55,74% dos filhotes nascidos morreram
com menos de um ano de idade. A causa primaria tém sido reportada como
“‘desconhecida”, entretanto acredita-se que a incompeténcia parental possa ser a causa
real (MAIA e GOUVEIA, 2002).

Estudos com fémeas de lobos-guaras que conceberam, mas perderam seus
filhotes logo apdos o nascimento demonstram reduzidas concentragbes de
progestagenos, durante todo o periodo de prenhez, quando comparadas com fémeas
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que conceberam, mas nao perderam seus filhotes apds o nascimento. Especula-se que
talvez essa baixa eficiéncia reprodutiva observada em lobos-guaras pode estar
relacionada com o aumento da resposta adrenal frente ao estresse cronico causado
pelo manejo em cativeiro (SONGSASSEN et al., 2006).

De forma similar, as populacbes de vida livre podem ter sua eficiéncia
reprodutiva reduzida em condi¢cdes de estresse, principalmente nas areas onde ocorre
contato com atividades antropicas, como € o caso do Parque Nacional da Serra da
Canastra, habitat natural desta espécie, no Estado de Minas Gerais (PRO
CARNIVOROS, 2003).

A condigéo de estresse pode alterar a fungdo gonadal em muitas espécies, pois
a secrecdo aumentada de glicocorticoides afeta a sintese e secregcdao de
gonadotrofinas, podendo, além de causar alteragdes no ciclo reprodutivo normal, causar
disturbios de implantagdo e desenvolvimento fetal, diminuindo assim o sucesso
reprodutivo (RIVIER e RIVEST, 1991). Os individuos mantidos em cativeiro sofrem
estimulos estressores ocasionados por alteragcbes em seus habitos, tais como
proximidade forgcada em relacdo as suas presas e ou predadores, superpopulacao,
dietas inadequadas, falta de privacidade, formagao de grupos sociais impostos e grande
proximidade com humanos (MORGAN e TROMBORG, 2007; JAVOROUSKI, 2003). Em
outros carnivoros, como pequenos felideos, os baixos niveis reprodutivos estdo
relacionados a fatores estressantes de cativeiro (JAVOROUSKI, 2003), contudo para
lobos-guaras ainda faltam estudos que comprovem a real condicdo de estresse e
indiquem que estas condigdes, em cativeiro ou areas de vida livre proximas e sob a
influéncia de atividades antrépicas, interferem significativamente ou ndo em sua
eficiéncia reprodutiva.

A quantificacdo de hormdnios adrenais, através de métodos nao invasivos, vem
sendo utilizada para investigar a atividade adrenocortical em varias espécies animais
incluindo carnivoros, primatas, lagomorfos, cervideos, bovideos e aves (YOUNG et al.,
2004) e pode assim avaliar o grau de estresse do individuo ou de um grupo. Em
conjunto com outras informagdes, como por exemplo analise de hormdnios gonadais e
dados comportamentais, essa quantificacdo de corticosteroides pode ajudar a elucidar
as possiveis causas da baixa eficiéncia reprodutiva (JAVOROUSKI, 2003).
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1.2. Aspectos sobre a filogenia e biologia do lobo-guara (Chrysocyon brachyurus, llliger
1811).

A ordem Carnivora é formada por 7 familias, 92 géneros e 240 espécies de
ocorréncia mundial (NOWAK, 1991). O lobo-guara, dentro da Ordem Carnivora, esta
inserido na familia Canidae, que engloba 16 géneros e 36 espécies, sendo uma unica
espécie pertencente ao género Chrysocyon, nao havendo ainda subespécies
reconhecidas (SHELDON, 1992).

O lobo-guara é o maior canideo sul-americano, medindo entre 95 e 115 cm de
comprimento (mais 38 a 50 cm de cauda) e pesando entre 20 e 30 kg (RODRIGUES,
2002). Sua aparéncia fisica difere significativamente da de outros canideos,
principalmente devido as pernas longas e magras. Possui orelhas grandes, pélos
longos de coloragdo laranja—avermelhado na maior parte do corpo, crina negra no
dorso, focinho, patas dianteiras e mais da metade distal das patas traseiras de
coloragao negra, (SHELDON, 1992; RODRIGUES, 2002) (figura 1).

|

FIGURA 1 — ESPECIME DE LOBO-GUARA (Chrysocyon brachyurus) ADULTO, NA AREA DE
CERRADO, MINAS GERAIS, 2003.
Fonte: Imagem cedida pelo Instituto Pr6-Carnivoros.
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A area de ocorréncia desta espécie sdao os campos abertos e cerrados da
América do Sul, desde o centro-sul do Estado do Maranh&o até o Uruguai e do extremo
leste do Peru até o Estado do Espirito Santo (PRO CARNIVOROS, 2003) (figura 2).

Os lobos-guaras tém comportamento solitario, formando casais apenas na
época da estacgao reprodutiva. Apresentam caracteristicas de monogamia facultativa e
permanecem com 0 mesmo par por muito tempo. O casal compartilha a mesma area de
vida, porém passam muito pouco tempo juntos. Na natureza, os individuos do mesmo
casal nunca foram observados descansando juntos e, raramente, caminham ou cagam
juntos, confirmando a existéncia predominantemente solitaria da espécie (DIETZ, 1984).
O macho, entretanto, participa nas atividades de cuidado parental, embora ainda nao se
tenha confirmacéo direta desse comportamento na natureza (PRO CARNi{VOROS,
2003).

FIGURA 2 — MAPA ESQUEMATICO DE DISTRIBUICAO DO LOBO-GUARA NA AMERICA LATINA,
CURITIBA, 2007.
Fonte: Imagem retirada de: Plano de manejo: biologia comportamental e conservagédo do
lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) no cerrado de Minas Gerais — MG. Proposta
apresentada ao Fundo Nacional do Meio Ambiente — FNMA. 2003 pelo Instituto Proé-
Carnivoros.
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A espécie é territorialista, as areas de vida sao fixas e em geral ndo séo
ocupadas por outros lobos que ndo o casal. Na maioria dos casos as limitacbes das
areas sao lugares fisicamente identificaveis como rochas ou estradas, sendo a
demarcacao feita com urina e fezes, de forma geral. Os machos demarcam inicialmente
suas areas e as fémeas nao sao, inicialmente, observadas nas areas dos machos,
sugerindo um sistema onde o macho determina sua area antes da formagéo do casal.
Novas adi¢gdes no territério podem ser feitas pelo casal, em periodos de estagao
reprodutiva (DIETZ,1984). Tanto pares de machos quanto pares de fémeas ja foram
observados em confronto fisico direto, demonstrando a natureza territorialista da
especie.

A area de vida de lobos-guards varia de 25 e 75 km? um tamanho
consideravelmente grande e que em conjunto com a natureza territorialista da espécie,
nao permite densidades populacionais altas (RODRIGUES, 2002).

A espécie € monoéstrica anual, sendo o pico de estagao reprodutiva de abril a
junho. A gestacédo é em média de 65 dias, com a maioria dos nascimentos ocorrendo de
maio a setembro, durante a estacdo seca. O numero de filhotes varia, na natureza, de
dois a quatro filhotes, os quais permanecem na area de vida da mae durante
aproximadamente um ano, quando comecam a dispersar. Em animais cativos o
desmame completo ocorre ao redor de 15 semanas, os filhotes comegcam a ingerir
sélidos regurgitados pelos pais depois de quatro semanas de idade. A maturidade
sexual ocorre por volta de um ano, mas normalmente nao se reproduzem até o segundo
ano. Em cativeiro os lobos-guaras podem viver até 16 anos, mas informagdes precisas
em situacdo natural sdo escassas (RODDEN et al., 1996).

A dieta de lobos-guaras é considerada onivora, sendo constituida basicamente
de frutos e pequenos vertebrados, em propor¢cédo aproximada de 50% para cada
categoria. A proporgao dos itens da dieta varia conforme a localidade, assim como as
espécies consumidas. A maioria dos estudos indica os frutos de lobeira (Solanum
lycocarpum) como a categoria alimentar mais frequente. A lobeira & particularmente
importante por estar disponivel o ano todo, garantindo suprimento de frutos na estagéao
seca (inverno), quando a maioria das outras espécies ndo esta com frutos

(RODRIGUES, 2002). Os animais consumidos por lobos-guaras sdo na maioria de
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pequeno a médio porte, como pequenos mamiferos (roedores, lagoformos e
marsupiais), répteis, aves, peixes e anfibios (PRO-CARNIVOROS, 2003).

A ameaca mais significativa para esta espécie é a redugao e fragmentacéo de
habitat (SONGSASEN et al., 2006; VELOSO et al., 1998). O lobo-guara habita em
especial o bioma do cerrado, um dos mais ameagados do mundo (MYERS et al., 2000)
que nas trés ultimas décadas teve drastica reducgdo, principalmente pela conversao de
areas naturais em pastos e areas para cultivo de grdos (SILVEIRA e JACOMO, 2003).
Atualmente, apenas cerca de 20% da area do cerrado encontra-se preservada, o que
torna este bioma um dos mais ameagados do mundo (RODRIGUES, 2002). Essa
diminuicdo do ambiente natural da espécie e a divisdo do habitat remanescente em
fragmentos menores e isolados afetam gravemente o lobo-guard, pela sua necessidade
de grandes areas de vida, tornando-se assim uma espécie muito vulneravel ao
processo de fragmentagao (PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

A consequéncia mais evidente da fragmentagédo de habitats é o isolamento das
populagdes de vida livre e consequente perda da variabilidade genética das
subpopulagdes isoladas, ocorrendo aumento da taxa de endocruzamento. Ainda que
algumas espécies possam conviver com uma baixa taxa de diversidade genética sem
grandes problemas, os efeitos da perda de heterozigosidade em algumas populagdes
podem apresentar consequéncias como a redugao da taxa de sobrevivéncia peri-natal e
do sucesso reprodutivo (PRO-CARN{VOROS, 2003).

Nao ha informacgbes oficiais do tamanho da populacdo brasileira de lobos-
guaras e mesmo estimativas locais s&do escassas. Estudos na regido da Estacgéo
Ecolégica de Aguas Emendadas (DF) estimam que dez individuos utilizam uma regido
de aproximadamente 104 km? (RODRIGUES, 2002).
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1.3. Situagao atual da espécie

O lobo-guara esta listado entre as espécies ameacgadas de extingdo no Brasil,
na categoria Vulneravel (MMA, 2003). Na classificagcdo da World Conservation Union
(IUCN) encontra-se na categoria préximo de ameacgado (NT — “near to threatened”)
(IUCN, 2007) e na classificagdo do Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora (CITES) esta listado no apéndice 2. O apéndice 2 ndo
proibe o comercio internacional das espécies ali listadas, como ocorre com as
espécimes listadas no apéndice 1, entretanto esse comércio € estritamente controlado,
numa tentativa de impedir que as mesmas possam vir a se tornar ameagadas de
extingdo e assim passar ao apéndice 1 (CITES, 2007).

A ameaca mais significativa para lobos-guaras, como citado anteriormente, é a
fragmentagao de habitat, porém outras fontes de ameagas, como atropelamentos, cacga
e interagdo com cédes domésticos, também acabam comprometendo, em menor escala,
a situagao da espécie (RODRIGUES, 2002).

O lobo-guara é encontrado em quase todas as Unidades de Conservagao (UC)
do bioma do cerrado, mas populagdes viaveis, considerando no minimo 500 animais,
sdo estimadas em apenas trés UCs: Parque Nacional do Araguaia - TO, Complexo
Parque Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba — Estagcdo Ecoldgica da Serra Geral
do Tocantins - Pl e Parque Estadual do Mirador — MA. Assim, no momento tem-se
certeza de apenas poucas areas, isoladas, capazes de manter populagdes viaveis de
lobos-guaras (PRO CARNIVOROS, 2003).

1.4. Parque Nacional da Serra da Canastra - MG

O Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) esta localizado na regiao
sudoeste do Estado de Minas Gerais - MG (entre 20°00’ — 23°00° S e 46°15’- 47°00° W),
possuindo area total de 2.000 km? (dos quais apenas 715 km? vém sendo
reconhecidos e manejados como Unidade de Conservagao UC) (figura 3). A topografia
da regido é caracterizada pela presenga de duas serras: a Serra da Canastra e a Serra

das Sete Voltas, com um vale entre elas — o Vale dos Candidos. A maior area dentro do
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PNSC esta localizada sobre a Serra da Canastra, que forma um platé com elevagao
média de 1.300 m (PRO CARNiIVOROS, 2003).

O PNSC foi criado em 1972 e devido a pressao dos fazendeiros locais a area
foi determinada em 715 km?, apesar do decreto de criagao estabelecer 2.000 km? de
area protegida. Atualmente o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), através de revisdo do plano de manejo, em 2002, tem
considerado a possibilidade de integrar os restantes 1.300 km? & area do PNSC (PRO
CARNIVOROS, 2003).

O parque situa-se numa regido de predominio do bioma do cerrado e numa
area de alto crescimento econémico e desenvolvimento agropecuario. A atividade
econdmica primaria na regido € a pecuaria leiteira e a atividade agricola de
subsisténcia, com raras d&reas maiores de monocultura de café e de milho.
Adicionalmente, grandes areas de reflorestamento com pinus (Pinus spp.) margeiam a
area oeste da Serra da Canastra.

Embora a agricultura e a pecuaria sejam as principais atividades humanas na
regido, recentemente a atividade turistica aumentou de forma desordenada, tanto
dentro quanto fora das limitagdes do PNSC (PRO CARNiIVOROS, 2003).

Desta forma, o PNSC esta sujeito a alta pressdo antropica, ou seja, o
ecossistema local sofre importantes impactos devido as atividades humanas na regiao,
incluindo o fluxo de moradores e de animais domésticos na regidao de entorno e a
presenca de turistas dentro da area do parque (PRO CARNiIVOROS, 2003).

O parque apresenta grande diversidade de mamiferos, com aproximadamente
40 espécies, excluindo-se pequenos mamiferos. A fauna de carnivoros é representada
por 15 espécies (PAULA, 2002) e o local é considerado um importante santuario para
conservagao do lobo-guara. Nao ha informagdes sobre o tamanho da populagao local
de lobos-guaras e uma estimativa grosseira calcula que cerca de 70 individuos podem
habitar na area de protegao efetiva do parque (PRO CARNIVOROS, 2003).
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1.5. Estresse versus alostasia

A condigao de estresse tem sido, nos ultimos anos, amplamente discutida e
utilizada para definir o grau de qualidade de vida dos animais, tanto de espécies
domésticas como de selvagens. Entretanto, questdes importantes como a proépria
definicdo de estresse ainda permanecem indefinidas (MOSTL e PALME, 2002).

O termo estresse (do Inglés “stress”) foi usado inicialmente na fisica para
traduzir o grau de deformidade de um material quando submetido a um esforgco ou
tensdo. Hans Selye (1907 — 1982) foi o primeiro pesquisador que utilizou este termo
na medicina e biologia, para traduzir o esforco de adaptacado do organismo frente a
mudancas consideradas ameacadoras ao seu bem estar ou a sua vida. Desde
entao, o termo estresse tornou-se popular e, apesar de muitas pesquisas cientificas
nesta area, desviou-se da sua definigao inicial. Atualmente, a palavra estresse tem
tantos sentidos que ndo ha um conceito claro sobre o termo (KORTE et al., 2007).

De forma geral, a palavra tem sido associada com eventos negativos e suas
conseqléncias sdo conhecidas como “resposta ao estresse”. Uma série de eventos
neuro-endoécrinos estdo envolvidos com esta resposta organica. Dentre os
horménios envolvidos, os mais utilizados como indicadores de estresse sdo os
glicocorticéides de origem adrenal (MILLSPAUGH e WASHBURN, 2004). Entretanto,
os glicocorticoides sao liberados pelo organismo n&do apenas em resposta ao
estresse, mas também em situagdes de ajustes fisioldgicos as diferentes exigéncias
bioldégicas que ocorrem durante o ciclo de vida, como por exemplo, crescimento,
gestacdo e lactacdo, alteracbes estas conhecidas como estados de alostasia
(KORTE et al., 2007; LANDYS et al., 2006).

A alostasia € um conceito fisioldgico recente que pode ser definido como o
processo de aquisicao de estabilidade das caracteristicas internas do corpo (“milieu
intérieur”) pela mudanga no seu estado fisiolégico. A alostasia envolve mecanismos
que modificam uma variavel fisiolégica controlada como, por exemplo, a
concentracio plasmatica de solutos, a partir da previsdo de que sera necessario um
novo patamar para enfrentar futuras condi¢des ambientais ou internas (KORTE et
al., 2007). Por exemplo, algumas espécies de anfibios e répteis acumulam
substancias crioprotetoras para aumentar a osmolaridade de seus fluidos corporais,
e assim reduzir o acumulo de gelo extracelular durante o inverno. Esta situagao

contradiz o conceito fisiolégico de homeostasia, segundo o qual as variaveis internas
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criticas do organismo, como concentragdo plasmatica de solutos, devem ser
mantidas constantes, oscilando ao redor de um determinado ponto fixo (LANDYS et
al., 2006).

As condigdes ambientais e os diferentes periodos do ciclo de vida dos
animais nao sao estaticos, e, desta forma, os animais devem ajustar seus sistemas
internos de acordo com mudancgas no ambiente externo ou nas prdprias demandas
internas. Como as variaveis internas do organismo podem ser modificadas em
diferentes niveis, de acordo com os requerimentos das modificagcbes do meio
(externo ou interno), o conceito de alostase implica na existéncia de mais de um
estado interno estavel (LANDYS et al., 2006; KORTE et al., 2007).

Aparentemente o conceito de alostase ndo parece diferir do conceito de
“aclimatagao”, entretanto nos processos de aclimatagdo, os ajustes fisioldgicos
ocorrem devido a mudancas no ambiente externo. Enquanto que o0s processos
alostaticos podem ocorrer tanto devido a mudangas externas quanto internas, e,
além disso, a alostase habilita 0 organismo a antecipar a nova resposta fisiolégica
necessaria para futura demanda, por exemplo, migracao e hibernagao (LANDYS et
al., 2006).

Os principais mediadores dos mecanismos de alostasia sdao os horménios
glicocorticéides, que como dito anteriormente, também sdo os mediadores da
resposta ao estresse. Devido ao fato de os mesmos horménios estarem envolvidos
nesses dois tipos distintos de resposta, com freqliéncia as alteracdes alostaticas tém
sido consideradas em conjunto com fatores estressantes e ndo tém sido distinguidas
das alteracbes relacionadas as situacbes imprevisiveis e ameacadoras, como por
exemplo predacao, perda de hierarquia social, destruicdo do habitat (LANDYS et al.,
2006).

No presente trabalho o termo estresse, quando utilizado, estara se referindo
a eventos considerados ameacadores ao bem estar ou a vida, ao mesmo tempo que
resposta ao estresse referir-se-a aos esforgos fisiolégicos de adaptacdo do
organismo a estes eventos, conforme definido inicialmente por Hans Selye. Por outro
lado, os termos alostasia e/ou resposta alostatica serdo utilizados quando o intuito
for se referir as alteracgdes fisioldgicas do organismo ocorridas devido a modificagdes

normais do ciclo de vida.
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1.6. Mecanismos fisiol6gicos de resposta ao estresse e respostas alostaticas

As glandulas adrenais sdo 6rgaos complexos e multifuncionais e que,
juntamente com o sistema nervoso autonémico, tém papel-chave nos processos
fisioldgicos de adaptacdo a mudancas (YOUNG et al., 2004).

A glandula apresenta duas partes estrutural e funcionalmente bem distintas:
0 cortex, onde sdo produzidos e secretados horménios esteroidais importantes,
como glico e mineralocorticéides; e a medula, responsavel pela sintese e secrecao
dos hormodnios catecolaminérgicos. Entretanto, células do cértex podem estar
presentes na medula, ao mesmo tempo que células medulares podem estar
presentes no cortex, permitindo a influéncia direta de uma regido glandular sobre a
outra. Essa relacdo intima entre o cortex e a medula da adrenal é similar a relacao
anatomo-funcional entre o sistema nervoso adrenérgico e o eixo hipotalamo—
hipofise—adrenal (HHA) (BERNE et al., 2004).

Nos mecanismos fisioldgicos de resposta ao estresse, o estimulo estressor é
percebido por diversas areas do sistema nervoso central, que ativam tanto neurbénios
adrenérgicos, que secretam adrenalina e noradrenalina; quanto neurdnios
hipotaldmicos, que secretam os horménios corticotréfico (CRH) e antidiurético
(ADH). A ativagédo destes neurbnios € mutuamente reforgada, pois a noradrenalina
aumenta a liberacdo de CRH, enquanto este, por sua vez, eleva a descarga de
noradrenalina (MOSTL e PALME, 2002; BERNE et al., 2004; GUYTON, 2002).

A liberagao dos hormdnios hipotaldamicos CRH e ADH estimulam a liberagao
do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) na hipdfise anterior, o qual, por sua vez,
estimula a sintese e secregdo de glicocorticéides adrenais, elevando seus niveis
plasmaticos. Ao mesmo tempo, o estimulo adrenérgico direto sobre a medula
provoca a elevacao dos niveis plasmaticos de adrenalina e noradrenalina. Juntos, os
sistemas elevam a producao de glicose e priorizam a utilizagcdo deste substrato para
o sistema nervoso, disponibilizando outros substratos metabdlicos para os demais
tecidos (BERNE et al., 2004).

Esta etapa inicial da resposta ao estresse pode ser chamada de reacgao de
alarme, onde todas as respostas corporais entram em estado de prontiddo geral,
sem envolvimento especifico ou exclusivo de um 6rgao em particular (GUYTON,
2002).
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Se o estimulo estressor continua por periodos mais longos, sobrevém uma
segunda etapa chamada fase de resisténcia, que se caracteriza pela hiperatividade
da glandula adrenal. A adrenalina e o CRH produzem um estado geral de vigilancia,
atencao focalizada e ativagdo de comportamento defensivo e/ou agressivo. O CRH
inibe a liberacdo do hormdnio do crescimento e de gonadotropinas, podendo inibir a
atividade sexual, ao mesmo tempo que os altos niveis plasmaticos de cortisol podem
suprimir a ovulagao (BERNE et al., 2004; RIVIER e RIVEST, 1991). Neste estagio, o
organismo comega a ajustar-se aos estimulos, e entra num processo de adaptagao
para poder suportar a condigdo por mais tempo (FOWLER, 1986).

Caso os estimulos continuem, tornando-se cronicos e repetitivos, as
respostas metabdlicas adversas, devido a continua estimulagdo adrenocortical,
tornam-se mais evidentes, podendo ocasionar modificacdes fisicas ou psicologicas
como fraqueza, perda de péso, tendéncias anti-sociais, etc. (FOWLER, 1986). O
organismo entra em estado de exaustdo, com queda da capacidade adaptativa e
falha nos mecanismos de ajuste e redugao das reservas de energia.

Esse estado de exaustao esta relacionado com a propria regulagao do eixo
HHA, cuja principal forma de regulagédo se da por meio da retroalimentagédo negativa.
A ativagcédo do eixo aumenta a sintese e secregao de glicocorticoéides, que por sua
vez, inibem a secrecdao de CRH hipotaldmico e ACTH hipofisario, diminuindo a
atividade do eixo. Os efeitos da retroalimetagdo negativa, pelos glicocoricéides, na
liberacdo de ACTH também podem ser indiretamente moduladas por meio de
informacdes neurais de outras areas do sistema nervoso central para os neurdnios
do CRH no hipotalamo. Além disso, os glicocorticdides ativam o gene que codifica o
horménio natriurético atrial (ANH), que também inibe a liberacdo basal de CRH e
ACTH. A propria regulacado na traducao, transcricao e exposi¢cao dos receptores de
glicocorticéides pode ser modulada na exposicdo a concentracdes elevadas destas
substancias (fenébmeno de “down regulation”). Os principais tipos de receptores
assim modulados sao os receptores genémicos de baixa afinidade (BERNE et al.,
2004).

Dessa forma, a agao supressiva dos glicocorticéides pode perdurar mesmo
apds cessar a exposicdo a estas moléculas. A hipersecrecdo cronica de
glicocorticéides leva a atrofia funcional do eixo HHA e a sua recuperagdo completa,

apos a retirada da influencia supressiva, pode levar até um ano, durante esse tempo
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a resposta normal da glandula adrenal ao estresse ndo pode ser assegurada
(BERNE et al., 2004).

Com relagdo aos mecanismos fisiolégicos envolvidos nas respostas
alostaticas, sabe-se que os glicocorticéides sdo os mediadores deste tipo de
alteracdo, ainda que o0s mecanismos exatos destas substancias sejam até o
momento desconhecidos (ROMERO, 2002). Acredita-se que as modificagcbes
comportamentais e fisiolégicas mediadas pelos glicocorticéides sejam concentragao-
dependentes, podendo, por meio da oscilagdo na concentragcao hormonal, sinalizar
para o organismo uma demanda futura. Ainda, seus efeitos podem ser determinados
pela ligacdo a diferentes tipos de receptores (LANDYS et al., 2006). Existem
evidéncias de pelo menos trés tipos de receptores para glicocorticéides, dois
receptores genémicos ja caracterizados, de alta (receptores MR) e baixa afinidade
(receptores GR); e um receptor de superficie, também de baixa afinidade, ainda nao
caracterizado. Estudos in vitro sugerem que, em niveis basais, os glicocorticoides
ligam-se predominantemente a receptores MR e que a elevagao dos niveis basais
nas respostas alostaticas faria com que os receptores GR e de superficie também
fossem ocupados. Estudos com cortisol radiomarcado mostraram que os receptores
de superficie estdo localizados em diversas areas cerebrais, como amigdala, area
pré-otica e hipotalamo (BREUNER e ORCHINIK, 2000). Desta forma, as diferentes
agdes dos glicocorticoides seriam consequéncia do tipo de receptor no qual estas
substancias estao ligadas (LANDYS et al., 2006).

1.7. Atividade adrenocortical versus fungao reprodutiva

A funcao gonadal é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas (HHG).
Neurdnios hipotalamicos secretam, de forma pulsatil, o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que estimula a sintese e liberagdo de gonadotrofinas
hipofisarias, horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH), as
quais estimulam a sintese e secrecdao de esterdides gonadais (progestinas,
estrogenos e testosterona). Uma série de fatores hormonais e neurais modulam a
secrecao pulsatil de GnRH, entre eles os glicocorticoides, e, assim, modulam direta

ou indiretamente a fungéo reprodutiva do organismo.
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A liberagéo basal de glicocorticéides, como ja mencionado, varia de acordo
com os estados alostaticos dos diferentes momentos da reproducéao, entretanto esse
aumento normal associado aos diferentes ciclos de vida ndo sao suficientes para
ocasionar, por si s6, a modulagédo negativa do eixo HHG.

Entretanto, nas condigcdes de estresse, a hiperestimulacdo do eixo HHA
pode diminuir a atividade do eixo HHG e a fungédo gonadal pode ser alterada. Como
citado anteriormente, concentracbes elevadas de CRH inibem a liberagdo de
gonadotropinas, podendo inibir a atividade sexual, ao mesmo tempo em que os altos
niveis plasmaticos de glicocorticéides podem modular negativamente a secrecido de
GnRH, podendo suprimir a ovulagado devido a diminuicdo da sintese e liberagao de
LH, ocasionando infertilidade temporaria, uma das mais importantes alteracoes
ovarianas induzidas pelo estresse (BERNE et al., 2004; RIVIER e RIVEST, 1991).

Na exposigao prolongada aos glicocorticoides, os efeitos do estradiol em
seus tecidos-alvo sédo reduzidos, provavelmente em consequéncia de uma menor

concentracao de receptores para estradiol (RABIN et al., 1990).

1.8. Dosagem e quantificagao de glicocorticoides e seus metabdlitos

Como citado anteriormente, as glandulas adrenais tém papel chave nos
processos fisioldgicos de adaptagdo as mudangas, principalmente por estarem
envolvidas tanto no eixo HHA, quanto no sistema nervoso adrenérgico. Desta forma,
a quantificacdo dos horménios adrenais pode ser utilizada para avaliar a atividade
adrenocortical de individuos (YOUNG et al., 2004; MOSTL e PALME, 2002).

A concentracdo de glicocorticoides, ou de seus metabdlitos, pode ser
medida em diversos fluidos corporais ou excre¢cdes, como sangue, urina, fezes e
saliva. Apesar de muito utilizada, a dosagem de glicocorticéides no sangue pode
apresentar resultados de dificil interpretacéo bioldgica, pois além das variagbes de
glicocorticéides ao longo do dia, devido a ritmicidade de liberacdo de ACTH (ciclo
circadiano), a colheita de sangue, em si, requer confinamento e contengdo do
animal, condi¢gdes estas que podem interferir nos resultados por serem
potencialmente estressantes (MOSTL e PALME, 2002). Estudos metabdlicos com
infusdo de horménios radio-marcados em carnivoros indicam que a maior parte dos

metabdlitos de hormobnios esteroidais € excretada nas fezes (TERIO et al., 1999;
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VELLOSO et al., 1998), sendo, desta forma, possivel utilizar a analise de metabdlitos
hormonais fecais como uma ferramenta nao invasiva para monitoramento da
atividade de algumas glandulas enddcrinas, como adrenais e génadas (TOUMA e
PALME, 2005).

As técnicas de monitoramento endécrino n&do invasivo tem sido
estabelecidas para um grande numero de espécies e tém sido utilizadas para avaliar
o bem estar animal (YOUNG et al, 2004). A andlise de metabdlitos de
glicocorticéides, fecais ou urinarios, permite o monitoramento da fungéo
adrencortical a longo prazo, dispensando procedimentos estressantes na colheita.
Além disso, dependendo do tempo de transito intestinal e frequéncia da coleta de
amostras, os dados fecais representam a atividade secretora da glandula de forma
geral e nao apenas episodios isolados ao longo do ritmo circadiano (GRAHAM e
BROWN, 1996).

Experimentos ndo invasivos para dosagem de metabdlitos de horménios
esteroidais, principalmente utilizando material fecal, ja foram realizados em muitas
espécies de carnivoros selvagens como, por exemplo, lobos-guaras (SONGSASEN
et al., 2006; VELLOSO et al., 1998); cheetahs — Acinonyx jubatus (TERIO et al.,
2004), felinos sulamericanos como jaguatirica, gato-maracaja e gato-do-mato-
pequeno — Leopardus pardalis, Leopardus wieii, Leopardus tigrinus (MORAIS, 1999);
onga pintada e pumas - Panthera onga, Puma concolor (MORATO et al., 2004;
JAVOROUSKI, 2002), lobo cinzento — Canis lupus (YOUNG et al., 2004); raposas —
Alopex lagopus (SANSON et al., 2005), entre outras espécies.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

O presente estudo teve como proposta avaliar e comparar a atividade
adrenocortical de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) de cativeiro e vida livre,
através da quantificagdo de metabdlitos de glicocorticoides fecais, comprovando ou

nao a possivel condicdo de estresse nos animais cativos.

Objetivos especificos:

1) Analisar os perfis individuais de atividade adrenocortical nos animais de
cativeiro;

2) Verificar possiveis diferengas no perfil da atividade adrenocortical de
machos e fémeas nos diferentes estagios reprodutivos.

3) Verificar a existéncia ou nao de padrao sazonal na atividade
adrenocortical na populagao de vida livre.

4) Verificar possiveis diferengas na resposta adrenocortical de machos e
fémeas de vida livre frente aos procedimentos de captura.

5) Verificar o efeito de diferentes niveis de pressdo antropica na atividade

adrenocortical de animais de vida livre.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais e coleta de amostras fecais

3.1.1 Animais de cativeiro

Para o presente estudo foram utilizados 13 animais adultos da espécie
Chrysocyon brachyurus, lobo-guara (7 machos e 6 fémeas), pertencentes ao acervo
dos zooldgicos de Americana — SP (casal 1); Ilha Solteira — SP (casal 2) e Criadouro
Conservacionista da Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragdo, CBMM - MG
(casais 3 a 7, considerando que a fémea do casal 6 foi colocada com outro macho
na estagcao seguinte para formar o casal 7).

Os animais apresentavam idade entre dois e oito anos no inicio do
experimento e foram mantidos em recintos com area de 512m? (Zoolégico de
Americana); 540m? (Zooldgico de llha Solteira) e 2000 — 5000m? (CBMM), cercados
com tela de 2,5m de altura, piso de terra e/ou gramado, contendo ainda area de
manobra, area de maternidade (Zoologico de Americana), lago e toca (CBMM).

Todos os animais estiveram expostos a visitagao publica e o manejo geral
foi feito de acordo com a rotina de cada instituicdo. Os animais foram eventualmente
capturados para manejo profilatico como desverminacdo (exceto casal 2) e
vacinagao (exceto casal 1). O protocolo de desverminagao utilizou praziquantel,
pamoato de pirantel, febantel (Drontal® Plus; Bayer) no casal 1 e ivermectina
injetavel nos demais casais, nas doses recomendadas. A vacina utilizada foi
Duramune Max 5-CvK/4L Fort Dodge e Antirabica TecPar no casal 2 e Eurican
CHPLR nos demais casais.

O protocolo de alimentacdo utilizada para todos os animais seguiu as
orientagdes do plano de manejo para lobos-guaras (PESSUTTI, 2000), com uma
dieta constituida de cerca de 50% de frutas e 50% de proteina de origem animal
como ratos de biotério, racdo comercial para caes, seca ou em latas e com
suplementacao vitaminica e mineral.

Os animais de cada casal foram mantidos juntos durante todo o ano, com
excecao da fémea 6, que na estacao reprodutiva de 2005, foi colocada com outro
macho (macho 7). Todos foram monitorados para coleta de amostras de fezes e
observacbes comportamentais durante as estacdes reprodutivas (margo a junho)
dos anos de 2004 e 2005.
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A coleta das amostras fecais foi feita uma a trés vezes por semana/animal
(uma vez por semana para casais que nao reproduziram e até trés vezes por
semana para casais que reproduziram). Na ocorréncia de nascimentos, o periodo de
coleta se estendeu até dois meses apods o parto.

As amostras foram coletadas nos mesmos dias das observacbes
comportamentais, diretamente do piso do recinto, sendo, a seguir, envasadas em
sacos plasticos com fecho hermético e identificadas com: data, identificacdo do
animal (nome e numero do studbook) e instituicdo de origem. Para a identificagéo
das amostras fecais entre os individuos do mesmo casal utilizou-se da adigdo de
corante alimenticio no alimento fornecido ao macho.

Apos a coleta, as amostras foram mantidas congeladas (-20°C) até o
envio, sob refrigeracdo, para o Laboratério de Fisiologia da Reproducao, Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba - PR. Ao
chegar no laboratério, as amostras foram novamente congeladas e mantidas a —
20°C até o momento da extracado e dosagem.

As observagbes comportamentais seguiram protocolo de etograma
estabelecido pela American Zoo and Aquarium Association’s Maned Wolf Species
Survival Plan (RODDEN e KLEIMAN, 1988). As variaveis observadas foram: o grau
de atividade (ativo, inativo, social ou solitario) e eventos sociais como incitamento,
marcagao de territério, comportamento amigavel, sexual ou agonistico. Ainda foram
registradas a temperatura ambiente e condi¢des climaticas (nublado, chuvoso ou
ensolarado). Entretanto, para os objetivos propostos no presente estudo, os dados
comportamentais foram considerados apenas de forma qualitativa, ou seja,
ocorréncia ou nao de comportamento sexual, nascimento de filhotes e cuidado

parental.

3.1.2 Animais de vida livre

As amostras de fezes da populagcédo de vida livre foram provenientes da
Unidade de Conservagao Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) e regides
de entorno, Estado de Minas Gerais — Brasil.

As coletas foram feitas de maio de 2004 a julho de 2006 por
pesquisadores do Instituto para Conservacdo dos Carnivoros Neotropicais (PRO-
CARNIVOROS), estabelecidos na base de pesquisa do Projeto Lobo-Guara, na
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cidade de Sdo Roque de Minas - MG. As amostras foram coletas no periodo diurno,
durante as atividades de campo do projeto, principalmente ao longo da estrada
principal do PNSC. A identificagdo da amostra como sendo proveniente da espécie
Chrysocyon brachyurus foi feita pela analise do tamanho do bolo fecal, sua
coloragao tipica e presenga de sementes de lobeira (Solanun lycocarpum).

As amostras foram coletadas diretamente do substrato (estrada, solo,
rochas, etc.), envasadas em sacos plasticos com fecho hermético e identificadas
com data da coleta e numero da localizagdo geografica do local, pelo Sistema de
Posicionamento Global (GPS). Nao foi possivel a identificagdo dos animais e o
periodo de tempo estimado de exposicdo das amostras ao ambiente foi de, no
maximo, um dia. A localizagdo geografica das amostras fecais foi feita pelo Instituto
PRO-CARNIVOROS, com o auxilio do programa ArcView GIS, versao 3.2. (figura 4).

S

FIGURA 4 — LOCALIZACAO GEOGRAFICA DE AMOSTRAS FECAIS DE LOBOS-GUARAS DE VIDA
LIVRE NAS REGIOES DO PARQUE NACIONAL DA SERRA DA CANASTRA (PNSC),
SAO ROQUE DE MINAS — MG, 2004 A 2006.
NOTA: * em verde amostras de fezes consideradas provenientes de animais da regido
interna do PNSC;
* em azul escuro e azul claro amostras de fezes consideradas provenientes de
animais da regido de entorno do PNSC;
* em vermelho amostras de fezes provenientes de animais da regido externa do
PNSC.
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Como parte dos estudos do Projeto Lobo-Guara, alguns animais foram
submetidos aos procedimentos de captura e/ou recaptura e a coleta de amostras
fecais, nestas situacdes, havendo amostra fecal, a mesma era coletada diretamente
da armadilha onde o animal ficava preso. O envase e a identificacdo foram feitos da
mesma maneira que para amostras encontradas ao longo da estrada, adicionando-
se a identificagdo dos animais. Os lobos-guaras capturados e/ou recapturados
permaneceram presos nas armadilhas por periodos que variavam de 0 a 15 horas e,
desta forma, o tempo de exposicdo das amostras as condicdes ambientais também
teve a mesma variagao.

O armazenamento e transporte das amostras de fezes da populacao de
vida livre para o Laboratério de Fisiologia da Reprodugao, Curitiba —PR, foi feita da

mesma forma que para as populagdes de cativeiro.

3.2 Extragao e dosagem

Todos o0s reagentes utilizados no presente estudo, exceto quando
especificados, foram adquiridos da Sigma-Aldrich®, e as solugdes utilizadas foram
preparadas com agua ultrapura (Sistema Puritech — Permution, E.J. Krieger & Cia
Ltda).

Os procedimentos utilizados para extragdo dos metabdlitos de
corticosterdides fecais (MCF) foram feitos conforme descritos por BROWN et al.
(2004). Resumidamente, a extracdo consistiu em pesar aproximadamente 0,5 g de
fezes umidas (+ 0,05 g) em tubo de ensaio de vidro, adicionando-se 4,5 ml de etanol
absoluto (99,3%) e 0,5 ml de agua destilada. Apds essa etapa, para monitorar a
eficiéncia do processo de extracdo, foram adicionados 100ul de solugdo de *H-
hidrocortisona (19000 — 25000 cpm; Perkin-Elmer Life Sciences) e, a seguir, os
tubos foram tampados e agitados por turbilhonamento, com pulsos de 1-2 segundos,
durante 30 minutos em agitador de multi pulso (Multi-Pulse Vortexer, modelo 099A
VB4, 50/60Hz — Glass-Col®). Em seguida, os tubos foram centrifugados (1000 g/15
min) e o extrato sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno (12X75mm)
com tampa, devidamente identificado. Uma aliquota de 50 ul de cada extrato foi

combinada com 2 ml de coquetel de cintilagdo (Ecolume™ liquid scintillation — ICN
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Biomedicals) em flaconetes plasticos com tampa, devidamente identificados, agitada
manualmente e acondicionada em 4°C até o momento da leitura (leitor de cintilagao,
Beckman modelo LS380). O restante do extrato foi diluido 1:1 com solugéo diluidora
para enzima imunoensaio — ELISA (NaH,PO4; Na;HPO4; NaCl; pH ajustado para
7,00) e mantidos congelados (—20°C) até o momento da dosagem. Os resultados da
leitura de cintilagdo para cada tubo foram utilizados para o calculo da eficiéncia da
extracdo para cada amostra, como percentual em relacdo a radioatividade
adicionada no inicio do processo de extragao.

A dosagem dos MCF foi feita por meio do método de enzima imunoensaio
(ELISA - Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) conforme descritos por BROWN et
al. (2004). Antes de iniciar os ensaios, foi necessaria a validagdo do método para
MCF de lobos-guaras, ou seja, verificar a existéncia de similaridade imunogénica
entre o antigeno utilizado como padrdo no ensaio e o antigeno a ser dosado na
amostra. O anticorpo utilizado nos imunoensaios foi produzido contra a forma
plasmatica (ndo metabolizada) do cortisol humano e , portanto, a sua capacidade de
detectar as formas metabolizadas do hormdnio presentes em extratos fecais deve
ser investigada para a espécie em estudo (TOUMA e PALME, 2005).

Um dos métodos de validacdo é o ensaio de paralelismo, o qual verifica a
similaridade imunogénica e determina, ao mesmo tempo, qual a diluigdo mais
apropriada das amostras para a dosagem. Para tanto, uma mistura (“pool”) de 240
extratos fecais dos animais de vida livre a serem testadas, foram diluidas 1:1
(extrato: solugdo de diluicdo de ELISA) de forma seriada, por doze vezes, até se
chegar a diluigéo final de 1:2048. A curva da concentragao em relagao ao percentual
de ligacao, assim obtida, € chamada curva de validacao da amostra. Se esta curva
for paralela a curva padrdo do ensaio isto € interpretado como similaridade
imunogénica entre os dois antigenos e o método de dosagem pode ser utilizado.
Entretanto, se a curva de validagcdo das amostras ndo for paralela, nao existe
similaridade (ou a similaridade é baixa) e 0 método nao pode ser utilizado (BROWN
et al., 2004).

Para a realizagdo dos ensaios, microplacas (NUNC Immuno TM plates,
Maxisorp) foram cobertas com 50ul de anticorpo anti-cortisol (Polyclonal R4866;
Coralie Munro — Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA) diluido 1:8500 e

acondicionada a 4°C, por pelo menos 12 horas.
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A curva padrao foi preparada a partir de cortisol na concentragao de
20000pg/ml, considerada o padrdo mais alto, diluida 1:1 com solugéo de ensaio de
ELISA (NaH,PO4; NaHPO4; NaCl; BSA; pH ajustado para 7,00) oito vezes até
chegar em uma concentragao de 78pg/ml, considerada o padrao mais baixo.

O horménio conjugado cortisol-HRP (Coralie Munro — Universidade da
Califérnia, Davis, CA, USA) foi diluido 1:20000 e mantido em 4°C até o momento do
ensaio.

A solugao do substrato enzimatico foi preparada imediatamente antes de sua
adicao na microplaca e consistia de H,O, a 0,5M; ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e solugao de substrato para ELISA (acido citrico;
pH ajustado para 4,00).

A microplaca ja coberta com anticorpos foi lavada por cinco vezes com
solugéo de lavagem de ELISA (NaCl; Tween 20) e o excesso de solugao foi retirado
batendo-se a placa em papel toalha. Apds a lavagem foram pipetados 50ul das
solugbes dos padrbes, em triplicata; 50ul das solugbes dos controles e das
amostras, em duplicatas e 50ul da solugdo do marcado enzimatico cortisol — HRP
em todos os pocgos, exceto nos pogos considerados como branco.

A microplaca foi incubada durante uma hora, em temperatura ambiente, sem
agitacdo. Todo o processo de pipetagem levou, em média, 6 minutos, n&o
ultrapassando 10 minutos. Apds a incubacao, a microplaca foi lavada novamente e
foram adicionados 100ul da solugéo do substrato enzimatico em cada pogo, exceto
nos pogos considerados como branco.

A microplaca foi agitada em agitador Multi-Pulse Vortexer (modelo 099A
VB4, 50/60Hz - Glass-Col®), sem pulso e em 300 rpm até que os pogos
considerados como zeros chegassem em densidade 6ptica (OD) de 1,0, quando era
feita a leitura da absorbancia em 405 nm, no leitor de microplaca TECAN.

A sensibilidade dos ensaios foi de 78pg/ml. Para determinar o grau de erro
associado aos procedimentos técnicos da dosagem calculou-se o coeficiente de
variagado (CV). O CV intra-ensaio, feito individualmente para cada amostra, e o CV
inter-ensaios, utilizando-se dos valores médios das duplicatas das amostras

controles, obtidos em cada ensaio.
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Os resultados obtidos foram calculados e corrigidos para o indice de

eficiéncia de extracao e expressos em ng/g de fezes.

3.3 Analise estatistica

Foram calculados os valores médios (+ Erro Padrdo da Média) para os
niveis basais de MCF, ap6s a exclusao dos valores que excederem a média + 2 DP,
0s quais serao considerados picos (SONGASSASEN et al., 2006; MORAIS et al.,
1996). O calculo de nivel basal foi feito para cada individuo e para cada grupo a ser

analisado.

a) Animais de vida livre X animais de cativeiro

Foram calculados as concentragcdes basais para os grupos animais de vida
livre e animais de cativeiro. Para o grupo animais de vida livre foram utilizadas
apenas as amostras coletadas dentro do periodo de estacdo reprodutiva. A
comparacgao dos grupos foi feita utilizando-se de teste t student ndo pareado, como
os grupos falharam no teste de normalidade, executou-se o teste ndo paramétrico de
Mann Whitney.

b) Animais de cativeiro

O nivel basal foi calculado para cada individuo e para cada casal. A
comparacao das médias dos niveis basais de MFC entre animais do mesmo casal
foi feita utilizando-se de teste t student nao pareado, como os grupos falharam no
teste de normalidade, executou-se o teste ndo paramétrico de Mann Whitney. Para
comparagao das médias dos niveis basais de MCF entre os casais foi utilizado o
teste ANOVA de uma via (One Way ANOVA), como os grupos falharam na
normalidade foi executado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance, seguido por teste de comparagao multipla de Dunn’s (Dunn's

Method Multiple Comparison Procedures).

c) Diferentes momentos do estado reprodutivo
Para analise das possiveis diferencas no perfil da reposta adrenocortical nos
diferentes estagios reprodutivos, as amostras foram divididas em: antes do

nascimento dos filhotes e apdés o nascimento dos filhotes para os machos; e
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gestacao e pds-parto para as fémeas. A analise do periodo antes da gestagao para
as fémeas ndo foi feita devido a falta de amostras fecais. O calculo do nivel basal foi
feito para cada grupo. Utilizou-se de teste t student ndo pareado, como os grupos
falharam no teste de normalidade, foi executado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney.

d) Amostras fecais encontradas dentro das armadilhas de captura X
amostras fecais encontradas fora das armadilhas

Foram calculados os niveis basais para cada grupo e a comparacédo das
médias das concentragdes basais foi analisada pelo teste t de student, ndo pareado.
Como os grupos falharam no teste de normalidade, foi executado o teste nao

parameétrico de Mann Whitney.

e) Analise de sazonalidade

Para a analise de sazonalidade, as amostras fecais dos animais de vida livre
foram separadas por data nas quatro estacdes do ano e o calculo do nivel basal foi
feito para cada grupo. Foram entdo comparadas as médias das concentragdes
basais das estag¢des entre si. Os grupos falharam no teste de normalidade e a
analise foi executada utilizando-se do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance, seguido por teste de comparagdo mdultipla de Dunn’s
(Dunn's Method Multiple Comparison Procedures).

f) Exposicao a pressao antrépica

Para as analises de exposicao a pressao antropica as amostras fecais dos
animais de vida livre foram organizadas de modo a formar trés grupos: 1) amostras
encontradas na area interna do PNSC, sendo estas consideradas provenientes de
animais menos expostos a pressado antropica; 2) amostras encontradas na area de
entorno do PNSC, sendo estas consideradas provenientes de animais
medianamente expostos e 3) amostras encontradas na area externa ao PNSC,
sendo estas consideradas provenientes de animais mais expostos. O critério
utilizado para definir a regido de entorno foi de 2,5 km para dentro e para fora da
limitacdo geografica do PNSC. O calculo do nivel basal foi feito para cada grupo. A

comparagao entre as médias foi feita utilizando-se do teste ANOVA de uma via (One
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Way ANOVA), como os grupos falharam no teste de normalidade foi executado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance, seguida por
teste de comparagdo multipla de Dunn’s (Dunn's Method Multiple Comparison
Procedures).

Todas as analises e graficos foram feitos utilizando o programa Statistica for

Windows, versao 5.0.

40



4. RESULTADOS

4.1. Extragcédo e dosagem

Foram extraidas e dosadas para metabdlitos de corticosterdides fecais 353
amostras de fezes de lobos-guaras de cativeiro e 267 amostras de animais de vida
livre. A eficiéncia do processo de extracdo foi monitorada para cada amostra e as
médias ( + EPM) obtidas para esta variavel nas amostras de vida livre e cativeiro
foram, respectivamente, 85,48 + 0,42 % e 87,46 + 0,35 %, com coeficientes de
variagao para cada grupo de 7,98 e 7,63%, respectivamente.

O ensaio de validagao (paralelismo) demonstrou similaridade imunogénica
entre os MCF de lobos-guaras e o cortisol utilizado como padrao (figura 5) e o fator
de dilui¢cdo ideal para as dosagens dos extratos fecais foi determinado como sendo
1:8, ja que foi a diluicao que mais se aproximou do ponto central da curva padrao (~

50% de ligacao).
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FIGURA 5 — GRAFICO DA CONCENTRACAO HORMONAL EM RELAGAO AO PERCENTUAL DE
LIGACAO (%L) PARA AS CURVAS PADRAO E DE VALIDACAO PARA MCF DE
LOBOS-GUARAS  (Cbr), MOSTRANDO PARALELISMO ENTRE ELAS. O
PERCENTUAL DE LIGACAO DO HORMONIO CONJUGADO (%L) SE REFERE AO
PERCENTUAL DE HORMONIO CONJUGADO (CORTISOL-HRP) LIGADA AOS
ANTICORPOS E E INVERSAMENTE PROPORCIONAL A CONCENTRACAO DO
HORMONIO A SER QUANTIFICADO. CURITIBA — PR, 2007.
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Definida a diluicdo e considerando-se que os extratos utilizados para fazer a
mistura ja estavam diluidos 1:1, a diluicdo final de todos os extratos foi de 1:16.
Extratos com concentragdo acima ou abaixo dos valores limites da curva padrao
foram dosados novamente em diferentes diluicbes, as quais variaram desde 1:1 até
1:32.

Os coeficientes de variacao intra- e inter-ensaios foram de 2,75% e 15,87%,

respectivamente.

4.2 Metabdlitos de corticosteroides fecais (MCF)

4.2.1 Animais de vida livre x animais de cativeiro

Foram comparados os valores basais de MCF entre os animais de vida
livre (n=141) e os animais de cativeiro (n=320). As médias basais (tEPM) de MCF
(ng/g de fezes) encontradas, respectivamente, para os dois grupos foram de 54,56 +
3,54 e 95,66 £ 3,70. Houve diferenga (p<0,001) entre os grupos analisados, com 0s
animais de cativeiro apresentando maiores niveis basais de MCF que os animais de

vida livre (figura 6).
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FIGURA 6 — CONCENTRACOES BASAIS DE METABOLITOS DE CORTICOSTEROIDES FECAIS
(ng/g de fezes; MEDIA + EPM) EM LOBOS-GUARAS DE VIDA LIVRE E CATIVEIRO,
DURANTE OS PERIODOS DE ESTACAO REPRODUTIVA DE 2004 A 2006.
CURITIBA - PR, 2007. NOTA: a,b — diferengas entre os grupos (p<0,001).
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4.2.2. Animais de cativeiro

Para facilitar a visualizacido dos dados, os mesmos estdo apresentados
na ordem: casais que nao se reproduziram e casais que se reproduziram.

Os resultados das analises de comportamento sexual (observagdo de
monta e/ou tentativa de monta), numero de filhotes nascidos, ocorréncia de cuidados
parentais, taxa de mortalidade e causas da morte de filhotes estdo resumidos na
tabela 1. A auséncia de comportamento sexual nao significa que os animais nao

apresentaram este tipo de comportamento fora dos periodos de observacéo.

TABELA 1 — OBSERVAGAO DE COMPORTAMENTO SEXUAL (monta = M; tentativa de monta = TM),
NUMERO DE FILHOTES NASCIDOS, CUIDADO PARENTAL, TAXA DE
MORTALIDADE (%) E CAUSAS DE MORTE EM CASAIS DE LOBOS-GUARAS DE
CATIVEIRO. CURITIBA — PR, 2007.

Comp. sexual Ne° Cuidado Mortalidade Causa da
filhotes parental (%) morte
M ™
Casal 1 Macho 1 - - 0 - - -
Fémea 1
Casal 2 Macho 2 - - 0 - - -
Fémea 2
Casal 3 Macho 3 - - 0 - - -
Fémea 3
Casal 5 Macho 5 - - 0 - - -
Fémea 5
Casal4  Macho 4 - - 3 sim’ 33 pais
Fémea 4
Casal 6 Macho 6 sim sim 1 sim 100 desconhecida
Fémea 6
Casal 7 Macho 7 sim sim 2 sim 50 desconhecida
Fémea 6

"o casal matou um dos filhotes, entretanto apresentou cuidados parentais com os outros dois filhotes.

Foram comparadas as médias das concentracdes basais de MCF entre os
animais do mesmo casal e as médias dos casais entre si. Os valores médios (tEPM)
das concentragdes basais de MCF (ng/g de fezes) individuais e por casal sao
apresentados na tabela 2 e figuras 7 e 8. O valor do coeficiente de variacao total
observado nas amostras individuais e por casal estdo apresentadas na tabela 2.

Os perfis individuais nas concentragbes diarias de MCF (ng/g de fezes)

para todos os casais estao apresentados nas figuras 9 e 10.
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TABELA 2 — MEDIAS (+tEPM) DAS CONCENTRACOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes)
INDIVIDUAIS E POR CASAL E COEFICIENTE DE VARIACAO TOTAL INDIVIDUAL E

POR CASAL EM LOBOS-GUARAS DE CATIVEIRO. CURITIBA - PR, 2007.

Média cv® Média por cv
individual (%) casal @ (%)

Casal1 _ Macho 1 121,47 + 25,06 104,30 66,93 + 8,16 ° 105,82
Fémea 1 63,78 + 10,17 108,87

Casal2  Macho 2 90,78 + 10,44 * 95,24 59,57 +5,22 ° 116,34
Fémea 2 53,65 + 6,89 54,51

Casal 3 Macho 3 85,70 + 8,85 * 92,96 149,93 + 15,05 *° 67,66
Fémea 3 212,29 + 21,58 45,00

Casal5 Macho 5 166,33 + 18,97 * 63,98 265,86 + 25,49 ° 74,84
Fémea 5 337,05 + 29,97 66,90

Casal 4 Macho 4 72,72 +8,28* 107,18 90,93 +8,91° 93,71
Fémea 4 162,71 + 20,23 83,64

Casal6  Macho 6 154,75 + 17,21 100,32 160,83 + 10,17 89,08
Fémea 6 161,08 + 11,79 82,13

Casal7  Macho 7 12584 + 13,45 79,43 105,47 + 8,38 *° 83,58
Fémea 6 176,85 + 21,07 85,47

" 0s asteriscos indicam diferenga entre o macho e a fémea de cada casal (p<0,05).
20 coeficiente de variacgao foi calculado utilizando todos os valores (basais e de pico) de MCF.
®letras diferentes indicam diferengas entre os casais (p<0,05).
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FIGURA 7 — CONCENTRACOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) (MEDIAS + EPM) EM CASAIS DE
LOBOS-GUARAS DE CATIVEIRO QUE NAO SE REPRODUZIRAM. CURITIBA - PR,

2007.
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FIGURA 8 - CONCENTRAGCOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) (MEDIAS + EPM) EM CASAIS DE
LOBOS-GUARAS DE CATIVEIRO QUE SE REPRODUZIRAM. CURITIBA - PR, 2007.
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REPRODUZIRAM. CURITIBA — PR, 2007.
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FIGURA 10 — PERFIS DE MCF (ng/g de fezes) EM CASAIS DE LOBOS-GUARAS QUE SE
REPRODUZIRAM. CURITIBA — PR, 2007.
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As comparagbes das médias das concentracbes basais de MCF em
relagdo aos diferentes momentos do ciclo reprodutivo, para machos e para fémeas,
estdo apresentadas na tabela 3. Houve diferengas (p=0,002) entre os periodos antes
do nascimento dos filhotes e pds nascimento dos filhotes para os machos. Nao
foram observadas diferencas (p=0,057) entre os periodos de gestacédo e pos parto

para as fémeas.

TABELA 3 — MEDIA (+EPM) DAS CONCENTRACOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) EM
MACHOS E FEMEAS DE LOBOS-GUARAS DE CASAIS DE CATIVEIRO QUE SE
REPRODUZIRAM, NOS PERIODOS GESTACIONAL (G), ANTES DO PARTO (AP) E
POS PARTO (PP). CURITIBA — PR, 2007.

MCF (ng/g de fezes)

G AP PP
Machos - 88,21+8,98° 138,13 £ 13,19 °
Fémeas 149,95 + 12,44 * - 194,26 + 21,25 *

a,b — diferencas entre os grupos (p=0,002).

4.2.3.Animais de vida livre

Os valores médios basais encontrados para as concentragdes de MCF
nos animais de vida livre, nas analises de sazonalidade e de pressao antrépica,
estdo resumidos na tabela 4. Como nao foram observadas diferengas (p=0,283) nas
concentracbes basais de MCF entre as amostras coletadas dentro das armadilhas
de captura (n=71; n machos=37; n fémeas=34) e fora das armadilhas (n=196), os
dados foram agrupados.

As analises por estagcado do ano mostraram diferengas sazonais (p<0,001),
sendo que o maior valor médio de concentragao basal foi encontrado na primavera,
porém nao diferindo da estacdo de outono. Ja o verdo apresentou o menor valor

médio, diferindo apenas da primavera (figura 11).
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TABELA 4 — MEDIAS (+ EPM) DAS CONCENTRACOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) EM LOBOS-
GUARAS DE VIDA LIVRE POR ESTACOES DO ANO E NOS DIFERENTES NIVEIS DE
EXPOSICAO A PRESSAO ANTROPICA. CURITIBA — PR, 2007.

Média
Estacdes Verao (n=52) 43,04 +5,75°
Outono (n=102) 55,44 + 3,98 °
Inverno (n=81) 64,00 £ 5,71 ®
Primavera (n=32) 96,45 + 11,26 °
Localizagao Area interna (n=186) 51,14 +2,80
Area de entorno (n=54) 114,91 + 11,70 ®
Area externa (n=27) 153,69 + 22,27 °
120 -
b
100 4
80
@ ab
b
£
5 = 60 ° %
= ﬁ a %
o
2 404
20 1
0
Veréao Outono Inverno Primavera

FIGURA 11 — CONCENTRAGOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) (MEDIAS + EPM) AO LONGO
DO ANO EM LOBOS-GUARAS DE VIDA LIVRE. CURITIBA — PR, 2007.

NOTA: a,b - diferencgas significativas (p<0,001)

Nas analises de exposicdo a pressdo antropica foram observadas

diferengas (p<0,001) nas médias das concentragdes basais de MCF entre os grupos

das éareas interna e externa ao PNSC. O grupo da area de entorno ndo apresentou

diferencas quando comparado com o grupo da area externa, mas apresentou

diferencgas (p<0,001) quando comparado com o grupo da area interna (figura 12).
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FIGURA 12 — CONC!ENTRAQOES BASAIS DE MCF (ng/g de fezes) (MEDIAS + EPM) EM LOBOS-
GUARAS DE VIDA LIVRE, EXPOSTOS A PRESSAO ANTROPICA. CURITIBA - PR,
2007. NOTA: a,b — diferengas significativas (p<0,001).
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5. DISCUSSAO

5.1 Animais de vida livre x animais de cativeiro

A comparagao das médias das concentracbes basais de MCF entre os
animais de cativeiro e vida livre mostrou que, durante o periodo de estacdo
reprodutiva, lobos-guaras cativos apresentam maiores concentragées basais que
lobos-guaras de vida livre, evidenciando assim maior atividade adrenocortical nos
animais de cativeiro. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com
guepardos (Acinonyx jubatus), onde também observou-se nos animais cativos maior
concentragcédo basal de corticoides fecais (TERIO et al., 2004). Estudos com outras
espécies selvagens, como por exemplo, rinocerontes pretos (Diceros bicornis),
também mostram que animais cativos apresentam elevacbes persistentes nas
concentracgdes de glicocorticoides (MUNSON et al., 1998).

Como citado anteriormente (ver Introdugado), lobos-guaras sao canideos
solitarios, territorialistas, que se unem em casais no periodo de estagao reprodutiva
e que necessitam de grandes areas de vida (RODRIGUES, 2002; DIETZ, 1984),
condigbdes estas que nao ocorrem no cativeiro. De forma geral, os lobos-guaras séo
mantidos em grupos de dois ou mais animais, geralmente em casais, durante o ano
todo, sendo que a formagédo dos grupos é imposta e os animais s&o obrigados a
viver em reduzida e confinada area de vida. O manual de manejo do lobo-guara,
produzido pelo programa do Plano de Sobrevivéncia do Lobo-Guara (Maned Wolf
Species Survival Plan — MWSSP) em 1987 e revisado em 1995, recomenda uma
area minima para recintos abertos de 1.012m? (1/4 de acre), que possua, a
disposigédo dos animais, locais fechados para esconderijo e toca (FLETCHALL et al.,
1995). Considerando que a minima area de vida livre reportada para lobos-guaras
foi de 25km? (DIETZ, 1984; RODRIGUES, 2002), este espaco de recinto
recomendado representa, aproximadamente, 4% da area de vida natural desta
espeécie.

Outro fator importante a ser observado é o fato de que os lobos-guaras sao
muito sensiveis a aproximacao humana tendo, como reac¢ao natural, a procura de
possiveis esconderijos e a fuga (DIETZ, 1984; VELLOSO et al., 1998). Todos os
casais de lobos-guaras participantes estiveram expostos a visitagéo publica. Em vida

livre, a resposta de lobos a aproximagdo humana (de 2 a 3 metros), inclui
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arqueamento dorsal, pilo-ere¢ao, vocalizagdo e tentativa de fuga (DIETZ, 1984),
sugerindo respostas neuro-enddcrinas classicas ao estresse. Guepardos mantidos
em cativeiro, porém nao expostos ao publico, apresentam uma tendéncia a produzir
menores concentracbes basais de corticdides fecais quando comparados com
individuos expostos a visitacdo (TERIO et al., 2004). Desta forma, os animais cativos
enfrentam diferentes situagdes e condi¢des, das quais eles ndao tém controle e nao
podem escapar, sendo possivelmente estes alguns dos fatores de impacto para o

aumento na concentragado basal de MCF nas populagdes cativas de lobos-guaras.

5.2 Animais de cativeiro

O presente estudo analisou sete casais de lobos-guaras cativos, sendo que
apenas trés tiveram filhotes. Apesar de ter ocorrido nascimentos, esses casais nao
podem ser classificados como casais com sucesso reprodutivo, pois os resultados
observados para taxa de mortalidade de filhotes e causa da morte dos filhotes sao
muito similares aos reportados na literatura e que caracterizam baixa eficiéncia
reprodutiva da espécie (SONGSASEN et al., 2006). Além disso, o numero médio de
filhotes por ninhada observado no presente estudo - dois filhotes - ficou abaixo da
média reportada pelo International Studbook for Maned Wolves (ISMW) e da média
encontrada em vida livre - trés filhotes por ninhada (MAIA e GOUVEIA, 2002; DIETZ,
1984).

A taxa de mortalidade média observada foi de 50%, sendo que duas causas
de morte dos filhotes foram reportadas como desconhecidas e uma como o filhote
tendo sido morto pelos pais, ainda que o0 mesmo casal tenha apresentado cuidados
parentais com outros dois filhotes da mesma ninhada. Segundo os registros do
ISMW a causa primaria da mortalidade dos filhotes também tem sido reportada
como “desconhecida”, entretanto, acredita-se que a incompeténcia parental possa
ser a causa real, principalmente nos primeiros 30 dias de vida do filhote (MAIA e
GOUVEIA, 2002). Esses achados confirmam o fato das populagdes cativas de lobos-
guaras nao serem “auto-sustentaveis” (SONGSASEN et al., 2006; PRIMACK e
RODRIGUES, 2001).

Muito autores sugerem que a falta de privacidade dos animais, presencga de

visitantes, técnicos e tratadores podem prejudicar as tentativas da mae de mover os
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filhotes para locais mais seguros, levando-a a negligenciar ou até mesmo matar seus
filhotes (MAIA e GOUVEIA, 2002). Os efeitos das condigbes de estresse e da
liberagcdo dos hormdnios do eixo HHA no comportamento parental ainda ndo sao
bem compreendidos. Estudos em mamiferos mostram que fémeas expostas a
condigbes estressantes podem tanto inibir quanto aumentar seu “nivel’ de
comportamento maternal (BALES et al., 2006). Em fémeas de gorilas cativas, altos
niveis de cortisol plasmatico no pés parto estdo associados a baixas taxas de

comportamento maternal (BAHR et al., 1998).

5.2.1 Perfis da concentragao de MCF individual e por casal

As analises das concentragdes de MCF mostram grande variabilidade nos
perfis individuais. Outros estudos de monitoramento da atividade adrenocortical de
diversas espécies, tanto por métodos nao invasivos quanto por dosagem plasmatica,
também mostram variagdes consideraveis entre os individuos (MAGEE et al, 2006;
TERIO et al., 2004; JAVOROUSKI, 2003). Essa variagao pode estar associada tanto
a fatores bioldgicos como sexo, idade, condigéo corporal, estado reprodutivo e dieta,
como a fatores ambientais € mesmo a possiveis artefatos da técnica de
monitoramento (MILLSPAUGH e WASHBURN, 2004).

A exposicao da amostra fecal a fatores ambientais como chuva e calor
excessivo pode afetar as concentracdes de MCF nas amostras fecais. Em condigdes
controladas, amostras fecais de cervos da cauda branca (Odocoileus virginianus)
expostas a simulagcdo de chuva tiveram suas concentragdes de MCF aumentadas
em relacdo as amostras fecais ndo expostas. A exposicdo do material fecal a
chuvas, em temperatura ambiente, proveria um meio de cultivo para o
desenvolvimento de agentes microbianos, que poderiam ter convertido
bioquimicamente glicocorticéides fecais em metabdlitos com relativa afinidade ao
anticorpo utilizado na técnica de dosagem (radioimunoensaio de duplo anticorpo,
anti-corticosterona). Outros processos bioquimicos, como a clivagem néao
microbiolégica de grupos laterais conjugados na molécula de glicocorticéide ou a
liberacdo de metabdlitos de glicocorticéides fecais de micelas lipidicas poderiam
também ter contribuido para o aumento nas concentragées de MCF nestas amostras
fecais (WASHBURN e MILLSPAUGH, 2003). Por outro lado, a exposi¢gao a chuvas
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em ambientes ndo controlados poderia promover a “lavagem” das amostras e desta
forma reduzir as concentragdes de MCF.

Estudos em guepardos demonstraram que amostras fecais expostas ao
calor excessivo apresentam concentracdoes de MCF mais baixas em relacdo a
amostras nao expostas ao calor. Os autores sugerem ser possivel a ocorréncia de
modificagdes bioquimicas nas regides imunoreativas das moléculas de MCF ou a
prépria degradacao destes esterdides pela acdo do calor (TERIO et al., 2002).
Contudo, a exposicao ao calor excessivo poderia, por outro lado, desidratar as
amostras fecais, concentrando seus componentes e aumentando assim a
concentragcao de MCF.

Outro fator que pode interferir nas concentragcbes de MCF de uma amostra
fecal é a distribuicdo destas substancias na massa fecal. Estudos da distribuicdo de
metabdlitos de outros esterdides, como progestinas e estrégenos, na massa fecal de
guepardo, leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa), leopardo das neves (Panthera
uncia) e elefante africano (Loxodonta africana) indicaram que estas substancias nao
estao distribuidas de forma uniforme no bolo fecal, sendo que a porcao interna da
massa fecal possui concentracoes menores que a por¢cao externa. Analises sobre a
distribuicdo de metabdlitos de glicocorticéides foram feitas para amostras fecais de
cervos da cauda branca, onde foi reportado diferengas nas concentracoes de MCF
entre subamostras da mesma massa fecal. Desta forma, recomenda-se que as
amostras sejam coletadas o mais frescas possivel, homogeneizadas e entédo
liofilizadas para posterior pesagem da subamostra (MILLSPAUGH e WASHBURN,
2003). No presente estudo, o tempo de exposi¢cao das amostras ao ambiente, para
0os animais de cativeiro, ndo foi superior a 24 horas, entretanto ndo se tém
informacdes sobre o periodo de tempo médio de exposicdo ambiental destas
amostras, além disso trabalhou-se com amostras fecais umidas, entretanto antes da
pesagem, cada amostra fecal foi devidamente homogeneizada.

Na comparagédo das concentracbes basais de MCF entre os animais do
mesmo casal, foram observadas diferengas entre o macho e a fémea em trés casais
que nao se reproduziram e em um casal que se reproduziu. Essas diferencgas
observadas indicam que um dos animais do casal possui maior resposta
adrenocortical frente as mesmas condi¢coes de cativeiro e talvez este fato possa ter

influenciado na reproducdo dos animais. O Unico casal, dentre os que se
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reproduziram, que apresentou estas diferencas foi o mesmo que matou um dos
filhotes da ninhada. Outro fator que poderia estar influenciando esta diferenca seria
o fato dos pares terem sido formados por imposicao e nao por escolha dos préprios
individuos. Em vida livre os animais se escolhem para formacgao do casal e formam
pares monogamicos facultativos, algumas vezes por mais de uma estagao
reprodutiva (DIETZ, 1984). Concentragbes diferentes de MCF nos animais do
mesmo casal podem sugerir que um dos animais ndo aceita o outro como par.
Observando-se os valores individuais nas concentracbes basais de MCF,
verifica-se que 0s casais que nao reproduziram possuem maior variagdo nestes
valores, quando comparados com os casais que se reproduziram. Duas fémeas que
nao reproduziram, fémeas 3 e 5, tém valores basais médios mais altos do que
fémeas que gestaram e pariram, indicando, nestes dois animais, possivelmente
maior estresse nas condicdes de cativeiro. Por outro lado, outras duas fémeas que
nao reproduziram, fémeas 1 e 2, tém seus valores basais muito similares aos
encontrados para individuos de vida livre. Uma destas fémeas (fémea 2) apresentou
durante toda a estacdo reprodutiva baixas concentragcbes de MCF, nao
apresentando nenhum episddio de pico. Aparentemente, poder-se-ia dizer que para
este animal as condi¢des de cativeiro ndo sdo estressantes, entretanto poderia estar
ocorrendo justamente o contrario. Esta fémea poderia estar em condi¢cdes de
estresse crbénico de cativeiro ha muito tempo e, portanto, o préprio sistema de
regulacéo do eixo HHA poderia suprimir a liberagdo de glicocorticéides. Como citado
anteriormente (ver Introducao), a liberacao de glicocorticéides regula, por meio de
retroalimentacdo negativa, o eixo HHA, tanto direta quanto indiretamente, reduzindo
a sintese e liberacdao de CRH e ACTH. Além disso, modulam também seus proprios
receptores, reduzindo a sensibilidade celular as suas ag¢des. Assim, os efeitos da
retroalimetagcdo negativa dos glicocorticéides, na condicdo de estresse crénico,
levariam a atrofia funcional do eixo HHA (BERNE et al., 2004; GUYTON, 2002).
Comparando as concentragdes basais médias de MCF entre os casais,
observou-se que o casal 5 (ndo reproduziu) apresentou o maior valor, entretanto nao
difere dos valores encontrados para os casais 3 (n&o reproduziu) e 6 (reproduziu). O
menor valor foi encontrado para o casal 2 (n&o reproduziu) e nao difere dos valores

encontrados para os casais 1 (n&o reproduziu), 4 e 7 (reproduziram). Desta forma
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nao é possivel fazer nenhuma relacao direta entre concentracdes basais de MCF e
reproducao.

Talvez a comparacado das concentracdes basais de MCF entre os animais
e/ou casais no momento proximo a cédpula indique alguma ligagdo entre niveis de
MCF e sucesso ou insucesso reprodutivo. Entretanto, a determinacao deste
momento nos casais que nao reproduziram é mais dificil de se predizer. Anélises
futuras de metabdlitos esteroidais sexuais das mesmas amostras serdo de
fundamental importéncia para aprofundar estas analises, indicando se os animais
que nao se reproduziram ciclaram ou nao e quando foi a provavel data da copula.

As analises comportamentais utilizadas para o presente estudo n&do indicam
precisamente se os animais dos casais que ndo reproduziram apresentaram ou néo
copula, pois, como citado anteriormente, a ndo observagdo do comportamento nao
exclui a possibilidade de o mesmo ter ocorrido em outros momentos onde n&o
estava ocorrendo a observagdo comportamental, feita no periodo da manha. Isto é
provavel, ja que os lobos-guardas sdo uma espécie de habitos crepusculares,

concentrando suas atividades no periodo das 18 as 6 horas (DIETZ, 1984).

5.2.2 Resposta adrenocortical nos diferentes momentos reprodutivos

Para verificar o perfil da resposta adrenocortical nos diferentes momentos
do estagio reprodutivo foram comparadas as médias das concentragdes basais de
MCF entre os periodos pré e pds nascimento de filhotes para os machos, e gestagao
e pos-parto para as fémeas. Para os machos, os valores no periodo pés-natal foram
maiores que no pré-natal, indicando aumento da resposta adrenocortical dos
mesmos apos o nascimento dos filhotes. Na comparacgao entre gestacéo e pos-parto
nas fémeas nao foi observado diferenga, entretanto ha uma tendéncia (p=0,059) das
concentragcbes basais de MCF no periodo pds-parto serem maiores que no de
gestacao.

O resultado obtido para as fémeas pode ser explicado devido ao fato de os
periodos de gestacdo e lactagao (pds-parto) apresentarem demandas metabdlicas
muito similares, principalmente depois da segunda metade da gestagao, provocando
adaptacdes de carater alostatico nas mesmas. A gestacdo induz uma série de
alteragdes hormonais e com o aumento da carga metabdlica imposta a fémea

prenhe, quase todas as glandulas enddcrinas do corpo tém sua atividade
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aumentada. Na segunda metade da gestagdo, os niveis de glicocorticéides
plasmaticos elevam-se, principalmente pela estimulagdo do CRH placentario e, em
conjunto com outros horménios, ajudam a mobilizar substratos energéticos dos
tecidos maternos para serem utilizados pelos fetos. Além disso, os glicocorticéides
tém papel fundamental no desenvolvimento e amadurecimento das glandulas
mamarias (BERNE et al., 2004; GUYTON, 2002).

Apos o parto, a fémea entra em fase de lactagcdo, onde sua demanda
metabdlica deve aumentar ainda mais. Aminodacidos, glicose e acidos graxos sao
mobilizados, tanto da dieta quanto dos tecidos corporais maternos, para a producgéo
de leite nas glandulas mamarias. Assim, o organismo materno modifica seu estado
alostatico para que ocorra adequada producao de leite. Os glicocorticdides nesta
fase ndo apenas mobilizam as reservas energéticas da mae, mas provavelmente
atuam em areas do sistema nervoso central para, em conjunto com outros
horménios como a prolactina, desencadear comportamentos de cuidado parental
(KORTE et al, 2007; MOTA et al., 2006; SOCKMAN et al., 2004).

Com relagao ao resultado obtido para os machos, o aumento na média das
concentracdes basais de MCF apds o nascimento dos filhotes pode estar associado
a real participacdo do macho no auxilio aos cuidados com os filhotes. Embora nao
exista confirmagao direta de que machos de lobos-guaras na natureza apresentem
comportamento de cuidado parental, ja foram observados, em cativeiro, machos
freqUentemente regurgitando alimento aos filhotes e apresentando cuidado parental.
Em vida livre foram observados filhotes acompanhados por dois lobos-guaras
adultos e em outra ocasido uma fémea com filhotes foi vista, varias vezes,
acompanhada por um macho (RODRIGUES, 2002; DIETZ, 1984).

Estudos com aves e peixes mostram que ocorre aumento nas
concentragdes de glicocorticéides no macho durante os estagios iniciais de cuidado
parental, em ambos os casos cuidados com os ovos. Além disso, especula-se que
esse aumento nos niveis de glicocorticéides plasmaticos possa, assim como
possivelmente aconteca com a fémea, modular no sistema nervoso central a
transicdo de comportamento sexual para comportamento parental no macho
(MAGEE et al, 2006; MOTA et al., 2006).

Desta forma, apds o nascimento dos filhotes, os pais enfrentam diferentes

condigbes fisiolégicas e comportamentais devido ao cuidado que deve ser
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dispensado aos filhotes. Os animais tém reduzido tempo de forrageamento e
aumento de comportamentos agonisticos associados com a defesa dos filhotes,
condigbes estas que implicam na maior liberagdo de glicocorticbides, para
mobilizacdo de reservas energéticas no suporte aos custos da lactagdo e cuidado
parental (MAGEE et al, 2006; BERNE et al., 2004; GUYTON, 2002).

5.3 Populagéo de vida livre

5.3.1 Perfil sazonal da atividade adrenocortical

Para verificar possivel perfil de sazonalidade na atividade adrenocortical de
lobos-guaras de vida livre, foram comparadas as concentracoes de MCF entre as
quatro estagdes do ano. Foi observado que lobos-guaras apresentam um perfil
sazonal na excregao de MCF, com aumento progressivo nas concentragoes basais a
partir do verdo até a primavera, quando foi observado o maior valor médio de
concentracao basal.

Sabe-se que algumas espécies selvagens podem modular sazonalmente a
liberacdo de glicocorticdides, com a maioria das espécies estudadas de répteis,
anfibios e aves apresentando maiores concentragdes durante a estagao reprodutiva.
Entretanto em mamiferos ndo ha um consenso sobre qual estacdo estes animais
podem apresentar esta sazonalidade, sendo que algumas espécies apresentam
maior liberacdo de glicocorticoides durante a estagcdo reprodutiva, enquanto que
outras apresentam apds a estacgéo reprodutiva (ROMERO, 2002).

Este perfil sazonal observado pode ser explicado com base nas mudangas
de estado alostatico que ocorrem frente as diferentes exigéncias biolégicas durante
o ciclo de vida (LANDYS et al., 2006), contudo o que exatamente induz a estas
mudancas, se o fotoperiodo, condigdes climaticas, disponibilidade de comida,
estacdo reprodutiva ou o grupo de todas estas variaveis ainda ndo é conhecido
(ROMERO, 2002).

Os lobos-guarads analisados no presente trabalho habitam zonas
subtropicais, com estacbes umida e seca bem definidas (DIETZ, 1984). A estacao
seca ocorre de junho a agosto, com temperaturas médias de 18°C, pouca incidéncia

de chuvas e duragcdo média do dia, periodo claro, de aproximadamente 10 horas. Na
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estagdao chuvosa — dezembro a fevereiro — as temperaturas sdo um pouco mais
elevadas, com médias de aproximadamente 22°C, ha maior incidéncia de chuvas e
aumento da duragdo média do dia, para aproximadamente 13 horas (DIETZ, 1984).

Apesar desta regido apresentar estes dois momentos bem definidos, ndo
ocorrem grandes variagdes nas condicbes ambientais, como as observadas em
zonas temperadas e boreais. Esta informagdo é importante, visto que, alguns
estudos com mamiferos que apresentam sazonalidade na liberagcdo de
glicocorticéides reportam a existéncia de uma relagdo negativa entre temperatura
ambiental minima (aproximadamente —3°C a 10°C) e niveis de MCF (HUBER et al.,
2003). Uma explicagdo muito simples para este fato é a de que as baixas
temperaturas afetam a disponibilidade de comida e, consequentemente, ingestao de
alimento. Em algumas espécies de mamiferos, esta diminuicdo na ingestao de
alimentos esta associada a elevados niveis de glicocorticéides (TSUMA et al., 1996;
SALTZ e WHITE, 1991).

Com relagao a disponibilidade de alimentos, como citado anteriormente (ver
Introdugao), a dieta de lobos-guaras é considerada onivora, sendo que a maioria dos
estudos indicam a fruta da lobeira (Solanun lycocarpum) como o item alimentar mais
freqientemente consumido (MOTTA-JUNIOR et al,1996; DIETZ, 1984).
Especificamente para os lobos-guaras da regidao do PNSC, a lobeira é o mais
importante item alimentar, em termos de volume e ocorréncia nas fezes (DIETZ,
1984). Com excecdo da lobeira, o numero de espécies de frutas disponiveis
consumidas pelo lobo-guara € maior durante a estagcdo chuvosa quando comparado
com a estagdo seca, por outro lado, durante a estacdo seca ocorre maior
abundancia de pequenos mamiferos. Desta forma, os trés mais importantes itens da
dieta de lobos-guaras sao: a lobeira, pequenos mamiferos e outras frutas. A lobeira
esta disponivel e é consumida ao longo de todo o ano, enquanto que pequenos
mamiferos ocorrem mais durante a estacdo seca e as outras espécies de frutas
estdo mais disponiveis na estacao chuvosa (DIETZ, 1984).

Assim sendo, o lobo-guara € uma espécie generalista, alternando o
consumo de seus itens alimentares de acordo com a disponibilidade dos mesmos e
desta forma, aparentemente, nao ocorre falta de alimento ao longo do ano, o que
poderia de alguma forma, como descrito anteriormente, contribuir para este padrao

sazonal de sua atividade adrenocortical.
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Analisando os diferentes periodos do ciclo de vida dos lobos-guaras,
observa-se que, como citado anteriormente (ver Introdugédo), esta espécie €
monoéstrica estacional, com periodo de estacao reprodutiva bem definido, que inicia
no outono (RODRIGUES, 2002; DIETZ, 1984). Assim, o outono é o periodo de
acasalamento e as fémeas que conceberam entram em gestagao aproximadamente
até o inverno. Aumentos progressivos nas concentragdes basais de MCF associados
ao inicio da estacéo reprodutiva poderiam ser esperados e, deveriam ser maiores a
partir do inicio da gestacédo nas fémeas como decorréncia do aumento na demanda
metabdlica da gestacado (BERNE et al., 2004; GUYTON, 2002) e estresse do parto,
com pico de nascimento dos filhotes no inverno (RODRIGUES, 2002; RODDEN et
al.,1996; DIETZ, 1984). O perfil obtido no presente estudo demonstra exatamente
esta tendéncia de aumento, com os valores de verdo sendo os mais baixos e
ocorrendo aumentos gradativos apds o inicio do outono.

Na primavera observou-se o maior valor médio das concentragdes basais
de MCF, momento este que coincide com o periodo de lactacido e cuidado parental,
sendo esta a fase de maior dependéncia dos filhotes. Outros estudos com lobos-
guaras cativos mostram que os filhotes comegam a ingerir sélido regurgitado pelos
pais apenas apos quatro semanas de vida e o desmame completo ocorre ao redor
de 15 semanas de vida (PRO-CARNIVOROS, 2003).

Como ja mencionado, os animais devem ajustar seus sistemas internos de
acordo com mudangas no ambiente externo ou nas proprias demandas internas,
pois as condicoes ambientais e os diferentes periodos do ciclo de vida ndo sao
estaticos (LANDYS et al., 2006). Desta forma, como os principais mediadores dos
mecanismos de alostasia sdo os glicocorticoides, a sazonalidade da atividade
adrenocortical esta intimamente relacionada com a alteracdo destes estados
fisiologicos.

Os resultados de sazonalidade obtidos para animais de vida livre sao
similares aos observados nos animais cativos que se reproduziram, neste mesmo
estudo, onde ocorre aumento da atividade adrenocortical no periodo pés-parto.

O menor valor nas concentragcdes basais de MCF observados no verao
pode estar associado ao fato de nesta fase os filhotes ja estarem menos
dependentes dos pais e também pela ndo ocorréncia de atividade reprodutiva. Outro

fator que pode estar relacionado com a menor média das concentragdes basais no
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verao é a exposigao das amostras fecais a chuvas, como ja explicado anteriormente.
Como as amostras nao estavam mantidas em condi¢gdes controladas, as chuvas
poderiam ter “lavado” as amostras fecais antes da coleta, reduzindo assim suas
concentracbes de MCF.

Aparentemente o padrdo sazonal da atividade adrenocortical observado em
lobos-guaras esta mais relacionado com as mudangas em seu ciclo de vida do que
com alteragdes nas condicbes ambientais, como mudangas climaticas ou

disponibilidade de alimento.

5.3.2 Presséo antrépica

Nas analises de pressdo antropica observou-se que as concentracdes
basais de MCF dos animais localizados dentro dos limites geograficos do PNSC
foram menores que as dos animais localizados na regido de entorno e fora das
limitacbes. Nao foram observadas diferengas nas concentragdes basais entre os
animais de entorno e fora dos limites do PNSC, sugerindo que os animais mais
expostos ao contato com humanos tém sua atividade adrenocortical aumentada.

Estudos de pressdo antrépica em populacbes de vida livre de veados-
campeiros (Ozotoceros bezoarticus) também mostram que ocorre aumento nas
concentragdes de glicocorticoides fecais nos animais mais expostos ao contato com
o homem, sugerindo que o disturbio humano representa um fator de estresse crénico
nesta espécie (PEREIRA et al, 2006).

Os animais de vida livre de lobos-guaras da Serra da Canastra estédo
localizados, como citado anteriormente (ver Introducdo), em regidao de grande
crescimento e desenvolvimento econdmico agropecuario. As areas vizinhas ao
PNSC abrigam fazendas pequenas (100 hectares ou menos), onde a alteracao de
habitat é evidente. Muitos lobos-guaras utilizam estas regides como areas de vida e
isso ocorre principalmente devido a sua caracteristica de dieta. Seu principal item
alimentar € a lobeira, que esta presente em abundancia nas pastagens e outras
areas de uso humano, sendo este um dos fatores que possibilita o uso destas areas
por lobos-guaras. Apesar desta flexibilidade em ocupar ambientes alterados, esta

espécie tem desaparecido de varias regides onde a vegetagao nativa se torna muito
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escassa ou inexistente (PRO-CARNIVOROS, 2003; RODRIGUES, 2002; DIETZ,
1984).

Outro fator importante que deve ser levado em consideragéo é a interagéo
destes lobos-guaras com caes domésticos (Canis familiaris). O cao doméstico
interage com espécies nativas através de predacdo, competicdo por recursos ja
limitados e introdugédo de doengas. Cachorros costumam agrupar-se em matilhas e
nesta situacdo podem predar animais de grande porte, inclusive lobos-guaras e seus
filhotes. Possivelmente estes fatores sejam os responsaveis indiretos no aumento da
concentracdo basal de MCF nos lobos-guaras mais expostos, fazendo com que
estes animais possuam concentracbes basais muito similares as encontradas no
cativeiro (PRO-CARNIVOROS, 2003; RODRIGUES, 2002).

Os resultados obtidos no presente estudo constituem o primeiro relato de
monitoramento da atividade adrenocortical, através de métodos nao invasivos, de
lobos-guaras, tanto em animais de vida livre quanto em animais cativos. De forma
geral, procuramos verificar o perfil desta atividade, respondendo a questdes
fisiologicas importantes que até entdo ndo tinham sido elucidadas como, por
exemplo, a comprovagao da maior liberagdo de glicocorticéides nos animais cativos
€ nos animais de vida livre mais expostos a pressao antropica.

A partir destas respostas é possivel tragar caminhos que nos ajudem a
entender melhor os problemas que afetam a reprodugdao desta espécie tao

carismatica, contribuindo assim para sua perpetuacao e conservagao.
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6. CONCLUSAO

Considerando as condi¢coes experimentais do presente trabalho pode-se

concluir que:

1.

Lobos-guaras cativos apresentam significativamente maiores concentragdes
basais de MCF quando comparados com a populagao de vida livre, indicando
que estes animais reagem as condigdes de cativeiro pelo aumento persistente
na atividade adrenocortical, caracterizando provavel estresse crbénico de
cativeiro.

Machos de lobos-guaras tém sua atividade adrenocortical aumentada apos o
nascimento dos filhotes, sugerindo a real participagdo do macho no cuidado
parental.

Fémeas de lobos-guaras apresentam uma tendéncia ao aumento da atividade
adrenocortical no periodo pés-parto, mostrando maior liberacdo de
glicocorticéides no suporte aos custos da lactagcédo e do cuidado parental.

As analises de sazonalidade mostram perfil sazonal na atividade
adrenocortical de lobos-guaras ao longo do ano, aumentando gradativamente
no outono, com pico na primavera e reduzindo no verao.

As anadlises de pressado antropica evidenciam o aumento da atividade
adrenocortical nos animais de vida livre mais expostos ao contato humano,
indicando que estes animais enfrentam estas condicdes da mesma forma que
0s animais de cativeiro.

As concentragées de MCF em lobos-guaras de vida livre que habitam regides
fora das limitagdes geograficas do PNSC sdo similares as encontradas para

0s animais cativos.
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