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Resumo

O uso de métodos contraceptivos em espécies criticamente ameacadas:
O caso do lince-ibérico

O lince-ibérico, Lynx pardinus, espécie “criticamente em perigo”, foi alvo de varios projectos
de conservacdo, em Portugal e em Espanha. Nestes dois paises, foram construidos centros de
reproducdo (incluindo o CNRLI - Silves), locais onde 0s animais permanecem em cativeiro e,
onde facilmente, pode ocorrer uma sobrepopulacdo. O controlo das populacGes pode ser
alcancado utilizando métodos contraceptivos, como os andlogos de GnRH, que se mostraram
eficazes em varias espécies de carnivoros selvagens e domeésticos. Com o intuito de perceber
se 0 analogo de GnRH, Deslorelina em implante (Suprelorin® 4,7 mg) era eficaz no lince-
ibérico e de saber as alteracfes que nele provocava, foi aplicado num macho desta espécie.
Foram avaliados o seu apetite, 0 seu comportamento (continuamente, oportunisticamente e
por scan) e a sua reproducdo (exame fisico geral e dos genitais externos, analise de sémen e
quantificacdo de testosterona sanguinea). A actividade fisica do animal diminuiu, a realizacdo
de marcacbes manteve-se, as espiculas penianas e o volume (e peso) testicular diminuiram. A
reducdo das espiculas € um bom indicador da eficacia do tratamento, reflectindo a inibicédo na
producdo de testosterona. Relativamente as restantes alteracdes, ndo se pode dizer que foram
resultantes unicamente da accdo do contraceptivo e portanto ndo foi possivel retirar
conclusdes definitivas do presente trabalho. Para além disso, o estudo incidiu apenas num
individuo e foi a primeira vez que foi utilizado um contraceptivo nesta espécie, ndo havendo,
por isso, termo de comparacdo. Sao necessarios mais estudos sobre este método de
contracep¢do na espécie referida, para se poder concluir sobre a sua eficéacia.

Palavras-chave: Lince-ibérico, contraceptivos, GnRH, Deslorelina, comportamento,
reproducéo.






Abstract

The usage of contraceptive methods in critically endangered species:
The Iberian-lynx

The critically endangered species Iberian lynx, Lynx pardinus, has been the target of several
conservation programs in Portugal and Spain. Both countries had reproduction centers built
(CNRLI — Silves included) where animals remain in captivity and where overpopulation can
easily occur. Population control can be achieved through contraceptive methods, for example
through the usage of GnRH analogs that have shown great effectiveness on several wild and
domestic carnivore species. To understand if the GnRH analogue Deslorelin on an implant
(Suprelorin® 4,7 mg) was in fact effective, it was tested on an Iberian Lynx male in order to
find out what type of alteration it would produce.

The following characteristics were assessed: appetite; behavior (continuously,
opportunistically and through scan); and reproduction (general physical exam and of external
genitals, semen analysis and blood testosterone quantification) of said animal. The animals’
physical activity diminished, markings maintained, the penile spikes; testicular weight and
volume also decreased. The spikes reduction is a good indicator of treatment efficiency
because it expresses the inhibition of testosterone production. It cannot be accurately
determined if the remaining variations were due solely to the contraceptives™ action, therefore
no definite conclusions could attained. Furthermore, this study focused only on one individual
and it was the first time a contraceptive was used in this species, so there’s no grounds on
which to compare.

Further studies on this method of contraception in this species are needed, in order to

accurately draw conclusions on its effectiveness.

Keywords: Iberian lynx, contraceptives, GnRH, Deslorelin, behavior, reproduction.
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I. Relatdrio de actividades de estagio

1. Introducéo

O estagio curricular da aluna foi realizado no Centro Nacional de Reproducdo do Lince-
ibérico (CNRLI) em Silves, na area de comportamento, reproducéo e clinica num periodo de
10 meses (de 1 de Setembro de 2012 a 30 de Junho de 2013). Durante este tempo, a aluna fez
rotacdo entre os 3 turnos de 8 horas de videovigilancia na equipa de etologia (das 07:00 as
15:00, das 15:00 as 23:00 e das 23:00 as 07:00). Com uma media de 5 turnos por semana,
perfez aproximadamente 1600 horas no total.

Quando foram iniciadas actividades, as 17 crias de 2012 (J) tinham entre 5 a 6 meses de
idade, e quando deu por terminado o estagio as 17 crias de 2013 (K) tinham cerca de 3 meses,

tendo presenciado, aproximadamente, um ciclo anual no centro.

2. Funcdes na equipa de etologia

As funcdes dos elementos da equipa de etologia incluem a garantia da seguranca e bem-estar
dos animais, recolher dados para estudos etologicos, observar e documentar os Varios
momentos do ciclo reprodutivo dos linces e apoiar os tratadores no maneio didrio dos

animais. As seccgdes seguintes descrevem, sucintamente, as fungdes desempenhadas.

2.1 Vigilancia e deteccdo de alteracdes de bem-estar
Enquanto membro da equipa de etologia adquiriu a capacidade para detectar alteracfes
comportamentais e fisicas dos animais, sendo fundamental, para a salvaguarda da sua

seguranca e do seu bem-estar, a comunicacao atempada destas alteracGes a um responsavel.

2.2 Vigilancia e deteccéo precoce de riscos

A vigilancia e detecgdo precoce de riscos implicou a atencdo sobre factores externos (tais
como: incéndios e invasao de outros animais no perimetro) e também, internos (p.ex.: fugas
de animais dos seus cercados). Para a deteccdo destes problemas é essencial um

acompanhamento continuo dos animais e também do ambiente que o0s rodeia.

2.3 Monitorizacao e registo de dados comportamentais
2.3.1 Scan
No CNRLI a actividade dos animais & monitorizada e registada através de observacdo

descontinua pelo método de varrimento, o scan. Atraves de um varrimento por hora, 24 horas

1



por dia e 365 dias por ano, é registada a actividade de cada individuo, de acordo com um
etograma. A partir destes dados, pode calcular-se mensalmente, a proporcao de actividade de
cada individuo e o seu ritmo circadiano mensal médio, de forma a detectar, precocemente,
alteracdes subtis no seu comportamento. Com o mesmo método séo ainda recolhidos outros
dados relativos ao comportamento dos linces, bem como a sua localizacdo e a utilizacdo de
elementos de enriquecimento ambiental, assim como, as condi¢es metereologicas e a
presenca de agentes externos (ruidos, obras, tratadores). Para realizar estas tarefas é
necessario o conhecimento do etograma da especie, desenhado pelo Programa de

Conservacao Ex Situ do lince-ibérico.

2.3.2 Monitorizagdo de interacgdes

As interaccOes entre animais sdo registadas de forma oportunistica, ou seja, baseando-se
apenas nas observacOes detectadas pelo operador. Esta monitorizacdo € especialmente
importante para calcular a compatibilidade de individuos para a formacdo de casais. Assim,
para cada par reprodutor potencial é preenchida uma ficha de interac¢des que é avaliada
diariamente. Estas podem ser positivas, neutras ou negativas, e podem ocorrer através da rede
ou directamente. A aluna registou interac¢des entre os 7 casais formados na época reprodutiva
e, ainda, entre o casal de estudo (Gamma e Janes), unido depois da época de cio. Observou
ainda que, perto da época de cio (entre final de Dezembro e principio de Janeiro), os contactos

positivos entre casais tornaram-se mais frequentes, sendo mais evidentes por parte da fémea.

2.3.3 Monitorizacao de unides

Durante a unido de casais, a equipa de etologia € responsavel por observar continuamente 0s
dois membros de cada par, registando as suas interac¢des e comunicando o sucedido a equipa
de tratadores, especialmente, a ocorréncia de ac¢Oes negativas. A observacdo continua dos
animais deve ser mantida, pelo menos, durante duas horas depois da unido. A aluna analisou a

unido dos 5 casais. Em todos os casos foi 0 macho que teve acesso ao cercado da fémea.

2.3.4 Monitorizacdo de copulas

No periodo de copulas é necessaria a observacdo continua dos casais para a visualizacdo dos
acontecimentos. E preenchida, para cada casal, uma ficha de copulas que é avaliada
posteriormente. O periodo de cio da fémea e, portanto, o periodo de cépulas dura
aproximadamente 72 horas (3 dias), sendo que no ano de 2012, a maioria dos casais (4 em 7)

cessou este comportamento até 96 horas apds a primeira. Nesse mesmo ano, o numero total de
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copulas por casal foi, em média de, 23, tendo sido mais frequentes nas primeiras 48 horas
apos a primeira. O tempo entre cépulas é aproximadamente duas horas, aumentando de
seguida. A aluna verificou que, a duracdo média de cada copula, nesta espécie, é de cerca de 1

minuto.

2.3.5 Monitorizacdo de fémeas gestantes

Para cada fémea que tenha copulado €é elaborado um mapa de gestacéo indicando os periodos
criticos de cada fase, as alteragdes das respectivas rotinas de maneio (fim do jejum semanal,
inicio de alimentacdo ad libitum, separacdo do macho), o calendario de recolha de amostras
para diagndstico de gestacdo e, a data prevista de parto. O tempo de gestacdo da espécie €,
aproximadamente, de 64 a 66 dias.

2.3.6 Monitorizacao de partos

Durante esta fase é necessario registar a hora e ocorréncia de certos eventos como, 0 inicio do
parto (12 contraccdo expulsiva), a expulsdo de cada cria e os comportamentos da fémea
(ingestdo de placenta, lamber da cria, abandono ou canibalismo). A aluna presenciou 4 dos 5
partos ocorridos no ano de 2013, entre 0 5 de Marco e 2 de Abril. A duracéo do parto variou
entre 1 hora e 49 minutos e 4 horas e 17 minutos, tendo oscilado o intervalo entre a expulséo
de duas crias de 10 a 185 minutos.

2.3.7 Monitorizacao do desenvolvimento neonatal

Nas primeiras horas de vida é essencial monitorizar a actividade de cada cria e 0 tempo que as
crias demoram a alimentar-se (lactancias). E também necesséario registar os cuidados
maternais com as crias (alogrooming) e os tempos das crias sem mde, isto €, 0 tempo que a
fémea passa fora do ninho. A monitorizacdo do desenvolvimento neonatal inclui ainda a

avaliacdo diaria do desenvolvimento fisico, locomotor e social das crias.

2.3.8 Monitorizagdo do desenvolvimento das crias

As lactancias foram observadas pela equipa de etologia até aos 60 dias de idade de cada
ninhada, que é o periodo inicial de desmame. A apresentacdo do coelho morto as crias foi
realizada entre os 30 e os 40 dias e, aproximadamente, aos 95 dias de idade todas as crias ja
realizavam todo o processo de caga, sem o auxilio da mée. Entre os 35 e os 55 dias de idade,

as crias manifestaram comportamentos agressivos entre si, lutas que, normalmente, ocorrem



nesta espécie. Em cada episodio de luta deve registar-se a sua duracdo, se ocorreu intervencao
da mae, os intervenientes e se houve alteragdes corporais visiveis.

2.3.9 Monitorizagao do treino para reintroducao

Para avaliar se 0s animais estdo aptos a serem reintroduzidos no estado natural procede-se a
um treino de reintroducdo. A equipa de etologia observa e regista em ficha apropriada, 0s
comportamentos de cada cria perante a aproximacdo do tratador (no episédio de susto e na
colocacdo de coelhos no cercado) e durante a caga. Os “episodios de sustos”, Nos quais o
tratador de servico entra no cercado de forma ruidosa correndo para junto dos animais, séo

realizados a fim de diminuir a tolerancia e a habituacéo das crias aos humanos.

2.4 Apoio ao maneio

O apoio aos tratadores enquanto executam o maneio diario € uma funcdo importante dos
membros da equipa de etologia, dado que a visdo sobre os animais na sala de videovigilancia,
complementa a visdo local dos tratadores. Este apoio €, especialmente, importante na
movimentacdo de animais, na observacdo da sua localizagdo e também, na identificacdo de
certos locais mais utilizados pelos individuos, por exemplo, os seus locais de defecagédo

(recolha de amostras).

3. Acompanhamento da equipa veterinaria

3.1 Seguranca alimentar e HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points - Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controlo)

A alimentacdo dos linces no CNRLI é composta quase exclusivamente de coelho. Através da
participacao activa nas rigorosas rotinas de transporte, armazenamento e vigilancia sanitéaria, a

aluna reteve a necessidade de garantir a qualidade dos coelhos, em todos esses processos.

3.2 Exames reprodutivos
No final de Novembro e principio de Dezembro, procedeu-se a captura de 7 adultos, 4 fémeas
(Flora, Era, Fresa e Fruta) e 3 machos (Fado, Fauno e Gamma). A aluna integrou a equipa de

trabalho veterinario em todos os rastreios mencionados, excepto no da Era.

3.2.1 Captura
Os animais sdo capturados com o auxilio de uma jaula de captura colocada no cercado, sendo

depois transportados para a clinica ainda dentro da mesma.



3.2.2 Anestesia

A inducdo anestésica é realizada com uma combinagdo de quetamina (2.5 mg/Kg),
dexmedetomidina (15 pg/Kg) e Midazolam® (0.4 mg/Kg), administrada por via
intramuscular ao animal, ainda na jaula de captura. A manutencéo € realizada com isoflurano,
se necessaria. Durante a anestesia, € preenchida a ficha respectiva, onde se anotam o0s
farmacos utilizados, a dose, a via de administracdo, o tempo em que foram administrados, o
tempo de efeito inicial e o tempo em que o animal se colocou em decubito. Registam-se ainda
nessa ficha, todos os procedimentos realizados durante a anestesia e 0s sinais vitais do animal,
a cada 5 minutos. A reversao anestésica, se necessaria, é realizada com Antisedan® (125
Hg/Kg), sendo depois o animal colocado numa jaula de transporte, até a recuperacdo
completa. E necesséario que um membro da equipa de trabalho veterinario observe o animal
enquanto este recupera e, anote os tempos de recuperacdo e a hora a que o animal é
novamente libertado no seu cercado. Apds a libertacdo no cercado, é essencial o seu

acompanhamento por parte da equipa de etologia.

3.2.3 Exame Clinico

No exame clinico, sdo realizados um exame fisico completo aos animais, alguns exames
complementares de diagndstico, como ecografia e radiografia (com especial destaque na
deteccdo de sinais de doenca renal crénica), e, sdo ainda recolhidas algumas amostras

fisioldgicas (nasais/orais, de sangue e de pélos).

3.2.4 Procedimentos especificos
Nos animais de ambos 0s sexos, 0 exame ao aparelho reprodutor é realizado por ecografia. O
exame dos machos incluiu também a palpacdo e medicdo dos testiculos (com craveira e

ecograficamente) e a observacédo directa do pénis e das espiculas penianas.

3.3 Acompanhamento das crias

Os exames das crias sdo normalmente realizados as 4, 8 e 12 semanas de vida destas e depois
aos 6 e 8 meses de idade. No entanto, as datas, assim como o nimero de exames, podem
variar. A aluna assistiu a um exame, no cercado, de uma das ninhadas de 2013 e a 15 exames,
na clinica, das varias ninhadas desse ano. Em todos eles, integrou a equipa de trabalho

veterindrio.



3.3.1 Captura

Nos exames realizados no cercado (os primeiros 3), as crias sdo capturadas manualmente
pelos tratadores, sendo avaliadas pela equipa médico-veterinaria dentro do proprio cercado.
Nos exames realizados na clinica (os 2 seguintes), as crias sdo capturadas com o auxilio da

jaula de captura, sendo nesta transportadas para o local de exame.

3.3.2 Anestesia
Nos exames realizados nos cercados, normalmente, ndo é realizada sedacao ou anestesia. Nos
exames realizados na clinica é feita anestesia com recurso ao protocolo usado nos animais

adultos.

3.3.3 Exame Clinico
E realizado um exame fisico, que inclui sexagem (primeiro exame), medicio de peso,
avaliacdo da condicdo corporal e cor das mucosas, morfometria e auscultacdo toracica e

cardiaca.

3.3.4 Outros procedimentos especificos

Normalmente, no segundo e terceiro exame (8 e 12 semanas) € realizada a vacinagdo
(Purevax® FeLV + Fevaxyn® i-CHP), bem como, no exame de pré-solta, caso 0s animais
sejam reintroduzidos no meio natural. No quarto exame é colocado um implante de microchip
e sdo colhidas bidpsias de pele, para determinar o perfil genético do animal. Em todos os
exames € realizada uma desparasitacdo (Milbemax® nos 3 primeiros e Stronghold® nos
outros 2) e recolha de amostras (sangue e zaragatoas da orofaringe, conjuntiva e recto). Em

nenhum destes exames foi detectada qualquer alteracdo digna de registo.

3.4 Casos clinicos

3.4.1 Era

A Era é uma fémea nascida no meio natural em 2008. No dia 7 de Dezembro do mesmo ano,
ingressou no programa, tendo sido transferida a 4 de Novembro de 2011 para o0 CNRLI. Este
animal sempre teve indices de manejabilidade mais baixos que os restantes, comportamentos
evasivos mais frequentes e maior nervosismo perante a presenca humana. Foi unida ao Fauno
na época reprodutiva de 2011/2012 mas sem sucesso reprodutivo, demonstrando

comportamentos de agressividade para com o macho. A 19 de Novembro de 2012, foi
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capturada e transportada para a clinica onde se realizou uma anestesia para exame clinico e
exames complementares de diagndstico, com particular atencdo na detecgdo de sinais de
doenca renal crénica e exame reprodutivo. Ao exame ecogréfico, 0s seus ovarios mostraram-
se imaturos e inactivos, situacdo anormal numa fémea de 3 anos, e depois de duas épocas
reprodutivas. Planeou-se uma terapia comportamental na tentativa de melhorar a interaccéo da
fémea relativamente ao macho e, de aumentar a sua eficécia reprodutiva. A medicacdo com
Fluoxetina (10 mg/dia) foi iniciada em Dezembro de 2012. A aluna acompanhou a realizacdo
do exame clinico e dos exames complementares de diagnostico, tendo também seguido a
época reprodutiva de 2012/2013 da fémea. Registou-se uma diminuicdo dos comportamentos
agressivos e evasivos para com o macho mas, apesar disso, e de um numero razoavel de

copulas do casal, a fémea ndo ficou gestante.

3.4.2 Azahar

A Azahar é uma fémea que ingressou no projecto de Conservagdo ex situ do lince-ibérico em
2006, tendo sido a fémea fundadora do projecto de Silves, em 2009. Com recorrentes
problemas ao parto era ja considerada impropria para tal acto. Ndo tendo descendéncia viva e
com o intuito de preservar a sua linha genética, foi submetida a uma ovariohisteriectomia com
recolha de embrides. Anteriormente, e para esse efeito, foi colocada com o0 macho Foco no dia
3 de Janeiro de 2013, tendo as cépulas ocorrido de 25 a 31 do mesmo més. No dia 1 de
Fevereiro de 2013 foi realizada a cirurgia e recolha de 3 embrifes que estdo conservados no
Banco de Recursos Biologicos do Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid
(MNCN). No futuro, se assim se desejar, estes embrides poderdo ser implantados numa fémea
receptora, dando origem a crias com a linhagem genética da fémea Azahar. Todo este
processo envolveu a equipa do CNRLI, a equipa de especialistas da Leibniz Institute for Zoo
and Wildlife Research (IZW) de Berlim, a equipa do MNCN e ainda a participacdo do
Veterinario Dr. Rui Bernardino do Jardim Zooldgico de Lisboa. A aluna fez parte integrante
da equipa de trabalho veterinario (equipa de anestesia), tendo sido responsavel por grande

parte do periodo de recobro do animal (6 horas).

3.4.3 Gamma

O macho Gamma foi um dos casos clinicos que a aluna seguiu. ApoOs anestesiar o animal
procedeu-se a colocagdo de um implante subcutaneo contraceptivo (Deslorelina) na zona da
omoplata direita. Nos 15 dias seguintes, a aluna observou atentamente o animal, registando

que ndo houve edema, nem hemorragias na zona de aplicacdo do implante. Durante 3 meses, a
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aluna e a restante equipa de videovigilancia seguiram o animal por intervalos continuos de 2
horas diarias. Pretendeu-se com isso, com o etograma geral e ainda com o registo das suas
interacgdes, avaliar o efeito do contraceptivo a nivel comportamental.

Foi, nomeadamente, o animal alvo do seu estudo. Sera referido descritivamente, no material e

métodos.

I1. Estudo piloto de contracepgéo reversivel em machos de lince-ibérico

1. Introducéo

1.1 O lince-ibérico

1.1.1 Caracteristicas gerais

O lince-ibérico, Lynx pardinus (Temminck, 1827), pertence a familia Felidae, que engloba
cerca de 36 espécies, e ao género Lynx, que inclui 4 espécies. Do género Lynx apenas duas
espécies ocorrem na Europa, o lince-euroasiatico (Lynx lynx) e o lince-ibérico (Lynx
pardinus). Cré-se que este ultimo seja descendente directo de uma populacao de lince-das-
cavernas (L. pardinus spelaeus) que ficou isolada no sudoeste da Europa héa cerca de 1 milhdo
de anos atras (Palomares, 2009). A sua distribuicdo permaneceu quase sempre limitada a
Peninsula Ibérica dadas as suas necessidades ecoldgicas e, muito provavelmente também,
devido a competicdo com o lince-euroasiatico na Europa central (Simén et al., 2012).

Trata-se de um felino de porte médio que, normalmente, mede até 1 metro de comprimento e
pesa até 10,5 kg (fémeas) ou 14,5 kg (machos). Apresenta membros posteriores longos, que
Ihe permitem saltar a varios metros de altura, e membros anteriores mais curtos, fundamentais
para cacar as suas presas. As suas patas, relativamente grandes para o tamanho do corpo, tém
em cada uma delas 4 garras retracteis. As caracteristicas fisicas que o destacam dos outros
linces sdo a cauda bastante curta com a extremidade preta, os pélos rigidos e escuros em
forma de pincel na extremidade das orelhas (pincéis) e os longos pélos a rodear toda a zona da
face (barbas) (Figura 1). A posicdo em que as barbas se apresentam reflectem o estado do
animal. Quando o animal esta calmo e relaxado, as suas barbas estdo distendidas, ndo se
notando quase a sua existéncia. O animal erica/abre as barbas quando se sente ameagado,
podendo ser um sinal de agressividade, ou entdo, quando se pretende exibir. Quando esta
atento ou alerta as barbas estéo retraidas. A pelagem do lince-ibérico € muito caracteristica,
tendo cada individuo um padrdo de manchas préprio, o que permite a sua identificagdo
individual (Simén et al., 2012).



Figura 1 - Exemplar de lince-ibérico nas instalacdes do CNRLI.

(Foto gentilmente cedida por Vanessa Requeijao)

A presa maioritaria do lince-ibérico € o coelho europeu (Oryctolagus cuniculus), estimando-
se que 0s requisitos energéticos necessarios de um animal adulto equivalem a um coelho
adulto por dia (Aldama, Beltran & Delibes, 1991; Palomares, 2009). Estas duas espécies estao
muito associadas em termos historicos uma vez que, o Lince-ibérico, que evoluiu nesta terra
abundante de coelhos (Hispania), tornou-se um predador especialista nesta presa e muito
dependente da sua disponibilidade (Beltran & Delibes, 1991; Simén et al., 2012). Quando néo
ha coelhos em nimero suficiente, o lince caca outras presas como perdizes, lebres e ratos
(Palomares, Ferreras, Fedriani & Delibes, 1996; Palomares, 2009). A abundancia de coelho, a
disponibilidade de reflgios e a presenca de agua sédo os factores mais importantes para a
sustentabilidade do lince-ibérico. Normalmente, a espécie evita zonas descobertas, escolhendo
normalmente a floresta mediterranica como seu habitat preferencial (Palomares, 2009; Simoén
etal., 2012).

O lince é considerado um animal solitario, estabelecendo relacbes entre individuos

maioritariamente na época reprodutiva (Ferreras, Beltran, Aldama & Delibes, 1997).
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Normalmente, os machos ndo ajudam a educar as crias, sendo estas dependentes da
progenitora até aos 8 meses de idade, aproximadamente. Por volta dos 2 anos de idade, as
crias dispersam-se, estabelecendo o seu proprio territdrio. O territdrio de um lince adulto pode
variar entre 4 a 30 km? (Ferreras et al., 1997; Palomares, 2009). Os machos tém territorios
maiores do que as fémeas e quanto maior for a disponibilidade de coelhos numa zona, menor
serd o territorio necesssario a um lince. Uma vez estabelecido o seu territorio, os linces
eliminam dessa area os restantes médios e pequenos predadores, tais como raposas (Vulpes
vulpes) e ginetas (Genetta genetta), o que conduz a um aumento da populacdo de coelhos
(Palomares et al., 1996). Dentro do territorio de um lince existem diversas areas,
representando as mais utilizadas, cerca de 40% desse espaco. Nestas zonas, 0S animais
permanecem, normalmente, mais de 50% do seu tempo diario (Simdn et al., 2012). Os linces
para defender o seu territorio, sendo animais que evitam, habitualmente, o confronto directo,
patrulham essa area e nela realizam marcacdes odoriferas. As mais usuais sdo com urina e
com fezes (Ferreras et al., 1997; Simoén et al., 2012).

O lince-ibérico € um animal maioritariamente crepuscular e nocturno. A sua actividade varia
com factores enddgenos como o sexo, a idade e o individuo e, com factores exdgenos, como
as estacdes do ano, o tempo e o comportamento dos coelhos. No Inverno, a sua actividade
didria aumenta, decrescendo no Verdo (temperaturas altas) e nos dias de chuva (Beltran &
Delibes, 1994; Simon et al., 2012). A sua actividade também aumenta com o avanco da fase
lunar, provavelmente, devido ao aumento de luminosidade nocturna (Beltran & Delibes,
1994).

Relativamente a sua distribuicdo geogréfica, no século XIX o lince habitava a totalidade da
Peninsula Ibérica. Porém, no século XX, a distribuicdo desta espécie e também o nimero de
individuos diminuiu acentuadamente (Castro & Palma, 1996). Em Portugal, entre os anos 30 e
0s anos 40, do século passado, ocorreram campanhas de transformacéo de florestas em vastos
campos de trigo, destruindo o habitat ideal do lince (Castro & Palma, 1996). A partir dos anos
50, a doenca da mixomatose e a doenga hemorragica viral (anos 80) dizimaram um grande
namero de coelhos que, conjuntamente com as reflorestacbes realizadas de pinheiros e
eucaliptos (para industria da celulose) provocaram uma grande diminuicdo no ndmero de
linces e a fragmentacdo das populacfes existentes (Castro & Palma, 1996). De referir que, ao
longo dos séculos XIX e XX, os linces foram também alvo de caca, principalmente para
comeércio das suas peles (Simén et al., 2012). Em 1995, estimou-se que ndo existiriam mais de
50 linces em Portugal, ndo existindo, no entanto, evidéncia directa da sua existéncia no pais
desde 1992 (Castro & Palma, 1996; Sarmento et al., 2008). Em 2002, o lince-ibérico tornou-
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se entdo a primeira espécie de felino selvagem a ser listada como “criticamente em perigo” na
Lista Vermelha de espécies ameacgadas da IUCN/SSC (International Union for Conservation
of Nature/Species Survival Commission). O Despacho n°® 12697/2008 (p. 20176) resume de
forma clara a situacdo critica da espécie, referindo que:
O lince-ibérico é a espécie de felideo mais ameacada do Mundo, estando numa
situacdo critica a nivel mundial. Em territorio nacional, a espécie encontra-se
numa situacao de pré-extingao, classificada como “criticamente em perigo” (CR)
pelo Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal (2005), de acordo com os
critérios adoptados pela IUCN (2001, 2003): “a espécie teve uma reducdo do
tamanho da populagdo que pode ter atingido 80% nos Ultimos 15 a 27 anos, de
acordo com a avaliacdo do declinio da sua &rea de ocupacdo, extensdo de
ocorréncia e qualidade do habitat por causas que podem nao ter cessado, ndo ser
compreendidas ou nao ser reversiveis, e que se supde persistir e prolongar-se no

futuro.”.

1.1.2 Conservacdo do lince-ibérico

Primeiramente é necessario referir que o objectivo da conservacdo da vida selvagem é manter
ou, se possivel, aumentar a biodiversidade. Tal pode ser alcancado de diversas formas sendo
as melhores estratégias as locais, in situ, pois permitem a preservacdo dos animais no seu
habitat natural. Quando estas por si s6 ndo tém sucesso, Sao necessarias estratégias ex situ, ou
seja, fora do habitat natural dos animais. A reproducdo em cativeiro surge como uma
estratégia ex situ eficaz para muitas espécies (Léon-Quinto et al., 2005).

Relativamente a conservagdo do lince-ibérico, inicialmente foram realizadas apenas medidas

in situ, que por serem insuficientes, foram posteriormente colmatadas com medidas ex situ.

1.1.2.1 Conservacéo in-situ

Desde 1980, que foram publicados diversos planos na Peninsula Ibérica, com o intuito de
conservar esta espécie (Palomares, Rodriguez, Revilla, Lopez-Bao & Calzada, 2011). Em
1987, foi implementado em Portugal um plano de maneio de habitat e protecdo de zonas com
abrigos, na Reserva Natural da Serra da Malcata, local de distribuicdo do lince (Castro &
Palma, 1996). Em 1991, surgiu o Programa Liberne que tinha como principais propdsitos
recolher informacGes sobre o numero de individuos existentes e as suas areas e habitat de
ocorréncia, estudar a ecologia das populagdes existentes nos locais, realizar o maneio do

habitat e implementar ac¢des educativas (Castro & Palma, 1996). Em 2001, o Instituto de
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Conservacao da Natureza (ICN), estabeleceu novas medidas de emergéncia que tinham como
objectivo, de novo, obter dados sobre o nimero de linces e a sua distribuigdo, assim como,
definir areas para potencial captura de individuos (fundadores, para dar inicio a um programa
de reproducdo em cativeiro) (Sarmento et al., 2008). Os diversos estudos realizados nédo
detectaram a presenca deste animal em territério portugués (Sarmento et al., 2008). Em 2004,
o0 Projecto Lince pretendia conservar o habitat do lince-ibérico, envolvendo a recuperagdo das
populagdes de coelho-bravo, a promogdo da Rede Natura 2000 e a vertente educativa e de

sensibilizacdo da comunidade (Loureiro et al., 2011).

1.1.2.2 Conservagéo ex-situ

No ano de 2005, existindo apenas duas populacGes observadas em Espanha (Dofiana, com 37
individuos e Andujar, com 100 individuos) e sem nimeros existentes em Portugal, concluiu-
se que, a Unica solucdo seria realizar, também em Portugal, um programa de conservacao ex
situ, programa de reproducdo em cativeiro. Em 2007, foi entdo assinado um Acordo entre
Portugal e Espanha para a Criagdo em Cativeiro do lince-ibérico, no qual Espanha cederia
exemplares a Portugal para reproduzirem no Centro Nacional de Reproducao do lince-ibérico
(CNRLI), em Silves (Despacho n° 12697/2008). Este programa, que ja existia em Espanha,
ocorreria no nNosso pais em conjunto com medidas de conservagdo in situ nas areas historicas
de distribuicdo do lince em Portugal (futuras areas para reintroducéo) (Sarmento et al., 2005;
Serra, Sarmento, Baeta, Simdo, & Abreu, 2005). Os objectivos gerais definidos para o
Programa Ibérico de Conservacdo ex-situ eram conservar 85% da variabilidade genética
existente na natureza, durante 30 anos, e criar exemplares de lince-ibérico, destinados a
fundar novas populagdes em areas de distribuicdo historica ou reforcar as ja existentes. Para
esse efeito, foi entdo criado o CNRLI e um Banco de Recursos Bioldgicos (Despacho n°
12697/2008). Em 22 de Maio de 2009 foi inaugurado o CNRLLI, recebendo o primeiro lince, a
fémea Azahar, no dia 26 de Outubro, do mesmo ano. Com o0 sucesso do Programa de
Conservacdo ex-situ, que atingiu as metas demograficas propostas, foi possivel iniciar o
reforco das populacGes existentes e criar novas populagdes. As reintrodugfes comegaram a ser
realizadas no final de 2009, em Espanha, e a primeira em Portugal foi realizada no dia 16 de
Dezembro de 2014, em Mértola. Desde 2009 até a data do presente trabalho, ja foram
reintroduzidos 100 animais, dos quais 10 em Portugal. O CNRLI produziu até a data 71 crias

de lince-ibérico.
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O Plano de Accéo para a Conservacédo do lince-ibérico em Portugal mencionou tambéem areas
de investigacdo necesséarias para apoiar a recuperagdo da espécie (Despacho n® 12697/2008, p.
20179):
No contexto da area da investigacdo, fundamental para uma correcta aplicacdo da
estratégia de conservacao, identificam-se algumas tematicas de investigacédo cujo
aprofundamento do conhecimento cientifico suportaria as ac¢des de conservacao a
nivel populacional e nacional:
a) Fisiologia da reproducdo, etologia, genética e sanidade, entre outras disciplinas
que enquadram o programa de reproducéo em cativeiro e o trabalho de analise de
viabilidade do habitat para futuras accbes de reintroducdo ou reforco
populacional;
O presente trabalho integra-se na tematica da fisiologia da reproducdo e visa desenvolver
ferramentas que permitam a melhoria da gestdo da capacidade reprodutiva dos machos, sem

prejuizo do seu bem-estar, e mantendo a sua viabilidade futura como reprodutores.

1.1.3 Fisiologia reprodutiva do lince-ibérico

1.1.3.1 Fémea

Na vida selvagem e em cativeiro, a fémea desta espécie desenvolve a sua actividade
reprodutiva entre os 3 e 0s 9 anos de idade, atingindo o seu potencial reprodutivo maximo aos
3 anos (Palomares, 2005; Simén et al., 2012). As fémeas sdo monoéstricas sazonais
manifestando o estro entre Dezembro e Fevereiro (Palomares, 2009; Simén et al., 2012). Este
periodo de receptividade sexual tem uma duracdo de 3 a 7 dias, e a ovulacdo pode ser
induzida ou espontanea sem ocorrerem cépulas (Vargas et al., 2009; Simon et al., 2012).
Quando a fémea se apresenta em cio 0 macho segue-a por um periodo de 48 a 72 horas,
ocorrendo as copulas neste periodo. Cada copula dura cerca de um minuto e, em média, cada
casal copula 28 vezes, por época reprodutiva (Simon et al., 2012). A gestacdo dura entre 63 a
65 dias, ocorrendo os partos normalmente, entre Margo e Abril (Palomares, Revilla, Calzada,
Fernandez & Delibes, 2005; Simén et al., 2012). O periodo de partos coincide com o periodo
em que se verifica um aumento na populacdo de coelhos disponiveis no habitat natural, o que
facilita a alimentacdo das crias que, nos primeiros meses, € muito exigente para a progenitora
(Palomares et al., 2005). O nimero de crias ao parto pode variar de 1 a 5, mas, no meio
natural, usualmente, apenas duas sobrevivem até a idade de dispersdo (Palomares et al., 2005;
Palomares, 2009). A mortalidade juvenil pode ocorrer por varios factores, podendo um deles

ser as lutas entre crias. Entre a 62 e a 7% semana de idade, estas tornam-se agressivas umas
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para com as outras, podendo resultar na sua morte. Isto foi observado apenas em populacdes
em cativeiro (Vargas et al., 2009).

Relativamente as concentra¢fes hormonais, na maioria dos felinos, os comportamentos de cio
estdo associados a uma elevacdo significativa de estrogénios. No entanto, esse aumento néo €
tdo significativo nos linces (ibérico, euroasiatico, do Canada e pardo), ndo reflectindo a
actividade folicular associada a ovulacdo (Jewgenow, Goritz, Vargas & Dehnhard 2009b;
Dehnhard et al., 2010). Como nas outras especies de linces, 0s niveis de estrogénio aumentam
durante a gestacdo, tendo as medicdes urinarias revelado que a sua concentracdo esta
aumentada apds as copulas e no final da gestacdo (Jewgenow et al., 2009b). Também durante
a gestacdo, os esterdides fecais ndo tém o mesmo padrdo de secrecdo do que 0S outros
felideos, aumentando ligeiramente e mantendo-se elevados ap6s o parto (Dehnhard et al.,
2005; Dehnhard et al., 2010). A sua monitorizacdo, nas fémeas de lince-ibérico, revelou uma
elevacdo da concentracdo de estrogénios de Janeiro a Junho, diminuindo nos meses seguintes
para valores basais (Pelican et al., 2005). De referir que, a recolha de amostras,
exclusivamente de fémeas, é muito dificil nesta espécie, dado que elas co-habitam com os
machos, 0 que por si s6 também dificulta a correcta monitorizacdo destas hormonas
(Jewgenow et al., 2009b).

Relativamente a progesterona, a monitorizacdo convencional para diagnostico de gestacdo em
felideos, é inutil nesta espécie, dado que o corpo luteo é persistente (em fémeas gestantes ou
ndo). O corpo lateo produz progesterona, e consequentemente, o tempo de secrecdo desta
hormona é prolongado (Dehnhard et al., 2005; Pelican et al., 2005). O aumento da
concentracdo da hormona relaxina, quantificada no sangue ou na urina, € um bom indicador
de gestacdo nesta espécie, como nas dos restantes felinos, pois esta hormona &,
maioritariamente, produzida pela placenta. Para fémeas gestantes de lince-ibérico, o teste
Witness® Relaxin, é positivo a relaxina dos 34 aos 50 dias pos-cOpula, para o plasma
sanguineo, e dos 37 aos 46 dias pds-copula para amostras de urina (Jewgenow et al., 2009a).
Nesta espécie, como ja referido, o corpo lGteo persiste ap0s a gestacdo, ou a suposta fase
lutea, no caso de pseudo-gestacdo, até a época reprodutiva seguinte e, portanto, as fémeas s
podem revelar o cio, uma Unica vez por época reprodutiva. Esta estrutura produz progesterona
continuamente, promovendo um feedback negativo no desenvolvimento dos foliculos (Goritz
et al., 2009a). O mecanismo de persisténcia dos corpos luteos tem sido alvo de varios estudos,
ndo sé nesta espécie, mas também nos outros linces, mais acessiveis em termos de nimero de
individuos. Actualmente, os corpos lateos das fémeas de lince-euroasiatico sdo considerados

como os de maior longevidade entre os mamiferos. Com um tempo de vida de, pelo menos,
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dois anos, diminuem progressivamente de tamanho mas mantém a sua vascularizacdo e a
producdo de progesterona. Nestes linces, as fémeas observadas ndo apresentaram anestro
durante os seus anos férteis (Painer et al., 2014).

1.1.3.2 Macho

O macho de lince-ibérico é, em termos reprodutivos considerado juvenil até aos 2 anos de
idade, subadulto dos 2 aos 4 anos, e adulto (ou sexualmente maduro) a partir dos 4 anos, idade
em que atinge o seu potencial reprodutivo maximo. Normalmente, podem reproduzir até aos
10 anos de idade (Garian et al., 2010; Simon et al., 2012).

Durante a época reprodutiva, 0 comportamento dos machos € menos conhecido do que o das
fémeas. No entanto, sabe-se que, para assegurar a sua descendéncia, 0 macho segue a fémea e
tenta afastar os restantes machos que a possam procurar durante o periodo de copulas. Depois
desse periodo, e ja durante o desenvolvimento das crias, protege a fémea e as suas crias dos
outros machos que as queiram expulsar do territério ou mesmo elimina-las (Simon et al.,
2012). Nesta espécie, normalmente monogamica, pode ocorrer poligamia se 0 nimero de
individuos de cada sexo ndo for proporcional. Este comportamento é, mais frequentemente,
realizado pelos machos (Ferreras et al., 1997).

Relativamente as caracteristicas morfoldgicas, os machos apresentam um pénis com
espiculas, estruturas corneas (ou queratinizadas) androgénio-dependentes, normalmente
responsaveis pelo estimulo mecéanico (neuro-enddcrino) realizado durante a copula e
necessario para induzir a ovulacdo, quando esta ndo é espontanea (Vargas et al., 2009; Asa,
2010; Simén et al., 2012). Estas estruturas também ocorrem noutras espécies de felinos
selvagens como as chitas (Bertschinger, Trigg, Jochle, & Human, 2002). As caracteristicas
testiculares do macho de lince-ibérico, como tamanho e peso, sdo inferiores comparadas com
as de outras espécies de felinos, sendo mesmo inferiores aos de massa corporal inferior a sua
(p.ex. gato-maracaja). No entanto, sdo muito semelhantes as do lince-euroasiatico e do lince-
pardo (Goritz et al., 2009b). O tamanho dos testiculos pode ser influenciado directamente pela
competicdo com outros machos, baixos niveis de competicdo reflectem-se em testiculos
menores e, possivelmente, também por uma baixa variabilidade genética, existente nesta
espécie e documentada como das mais baixas entre os felinos (Gafian et al., 2010). As
caracteristicas do esperma (p.ex. nimero total de espermatozdides, percentagem de motilidade
dos espermatozoides, espermatozdides com acrossoma intacto) sdo também inferiores as
reportadas em outras espécies felideas. No entanto, sdo superiores as do lince-euroasiatico

(Lynx lynx) e as do lince-pardo (Lynx rufus). Como na maioria dos felinos, no macho de lince-
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ibérico também ocorre teratospermia, havendo uma producdo de apenas 19 a 37% de
espermatozdéides morfologicamente normais (Gafian et al., 2009; Roldan & Gomendio, 2009;
Gafan et al., 2010). No estudo realizado por Gafan et al. (2009), o primeiro a descrever as
caracteristicas seminais do lince-ibérico, registou-se uma percentagem de apenas 37% a 47%
de espermatozdides com o acrossoma intacto. Provavelmente, a pequena variabilidade
genética sera parcialmente responsavel pela inferior qualidade das caracteristicas do esperma
destes machos (Gafan et al., 2010).

Como ja foi referido, a fémea desta espécie é sazonal, no entanto, esta caracteristica ainda néo
esta totalmente comprovada no macho (Pelican et al., 2005; Gafan et al., 2010). Sabe-se que,
as suas caracteristicas reprodutivas sofrem alteracdes ao longo do ano, mas ainda ndo estdo
convenientemente estudadas. Um estudo realizado por Gafian et al. (2010) ndo encontrou
diferencas nas caracteristicas seminais dos mesmos machos, antes e logo apds a época
reprodutiva. Porém, em testiculos obtidos de animais que pereceram, atropelados nos meses
de Verdo (Espanha), ndo foram observados espermatozoides (Roldan, comunicacdo pessoal,
Marco 23, 2015). Relativamente & concentracdo de hormonas, monitorizacfes fecais de
testosterona mostraram que, 0os machos de lince-ibérico mantém a sua producéo durante todo
0 ano (Pelican et al., 2005). Esses niveis elevam-se antes do inicio da época reprodutiva,
atingindo entdo o pico (Janeiro a Maio) e, no Verdo, diminuem para niveis basais, onde se
mantém até ao inicio de nova época (Jewgenow, Naidenko, Goritz, Vargas, & Dehnhard,
2006b).

1.2 Endocrinologia reprodutiva

O controlo enddcrino da reproducdo é realizado pelo eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal, sendo
a gonadoliberina (GnRH) a principal hormona responsavel por este mecanismo, em ambos 0s
sexos. Esta hormona é produzida por células neurosecretoras no hipotdlamo e estimula a
hipofise anterior a produzir as gonadotrofinas, hormona foliculo-estimulante (FSH) e
hormona luteinizante (LH) ou hormona estimulante das ceélulas intersticiais (ICSH),
respectivamente, nas fémeas e nos machos (Bertschinger, 2010).

Nos machos, a FSH actua nas células de Sertoli, células dos tdbulos seminiferos que suportam
0s espermatozoides. Ela € necessaria para que se inicie a espermatogénese, na puberdade e no
inicio de cada época reprodutiva (nas espécies que ndo produzem esperma continuamente)
mas também, para que todo o processo continue a ocorrer regularmente (Asa & Porton, 2010;
Spindler & Wildt, 2010). No entanto, alguns autores afirmam que a espermatogénese é

iniciada pela FSH mas que, pode ser mantida apenas pela testosterona (Asa, 2010). Outros
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referem ainda que, dependendo da espécie, a FSH € necessaria, juntamente com a
testosterona, para manter a espermatogénese (Garner & Hafez, 2004). Assim sendo,
descrevem que, a FSH € responsavel pela espermatogénese até ao estagio de espermatocitos
secundarios, actuando a testosterona, apenas nas fases finais deste processo (Hafez, Jainudeen
& Rosnina, 2004). A FSH interage com os receptores das células de Sertoli para a producéo
da proteina transportadora de androgénios (ABP), para a conversdo da testosterona em
dihidrotestosterona e estrogénio, para a estimulacdo da espermatogénese, para complementar
a libertacdo de espermatozoides (espermiacdo) e ainda, para a secrecdo da inibina. Esta
ultima, quando libertada na corrente sanguinea promove um efeito de feedback negativo sobre
a secrecdo de FSH, inibindo a sua secrecdo mas ndo sobre a ICSH (Garner & Hafez, 2004).

A ICSH actua ao nivel das células de Leydig, células intersticiais, estimulando a producéo e
libertacdo de androgénios. A testosterona € o principal androgénio libertado pelos testiculos
de um macho adulto. Os androgénios actuam nas glandulas anexas ao aparelho genital
masculino e nas glandulas sebaceas, mas também nos testiculos, nas fases de maturacéo e de
diferenciacdo da espermatogénese. S@o ainda responsaveis pelo comportamento sexual
(libido, agressividade para com outros machos, marcacdes, monta e coOpula) e pelas
caracteristicas sexuais secundarias (Asa, 2010; Bertschinger, 2010). Quando ha libertacdo de
ICSH esta é imediata e pulsatil, dando origem a uma libertagdo também pulsatil de
testosterona, facto que deve ser levado em consideragdo, quando se mede a concentragédo de
uma destas hormonas em circulacdo (Asa, 2010). Os androgénios ciculantes regulam a FSH e
a ICSH por feedback negativo, pois influenciam a libertacdo da GnRH e a sensibilidade da
adenohipofise a esta hormona (Bertschinger, 2010; Spindler & Wildt, 2010). Assim, quando
as concentragdes de androgénios sdo baixas, consequéncia de uma actividade testicular
diminuta, por feedback negativo aumenta a libertacdo de GnRH, FSH e ICSH e,
consequentemente, a producdo de androgénios. Se houver administracdo de androgénios,
ocorre o contrario, sendo também alterada a producdo de esperma (Bertschinger, 2010).

Na maioria dos mamiferos, o processo do inicio até ao final da espermatogenese, demora

cerca de 6 a 8 semanas (Asa & Porton, 2010).

1.3 Controlo de populacgdes
1.3.1. Necessidade de controlo de populagdes em animais selvagens
Segundo Bertschinger (2010):
O controlo de populagdes de animais selvagens ndo era um assunto preocupante

ha 50 anos atras, antes pelo contrario muitas espécies foram levadas a pre-
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extin¢cdo ou mesmo a extin¢do devido a caca indiscriminada e a perda progressiva
do seu habitat.

Actualmente, o controlo dessas populacbes € motivo de preocupacdo e extremamente
necessario, dado que grande parte destes animais reside em espacos fechados (jardins
zooldgicos, programas de conservacao), onde o espaco fisico e 0s recursos sao limitados (Asa
& Porton, 2010).

Antigamente, a reproducdo de animais em cativeiro era considerada um sinal de bem-estar,
sendo que, em muitos destes locais, 0s animais sO existiam para o proposito da reproducéo e,
portanto, a sua prevencao era maioritariamente refutada (Asa & Porton, 2010). Actualmente,
dado que em muitos destes locais (jardins zooldgicos e programas de
reproducdo/conservacéo), existe uma sobrepopulacdo de animais, a prevencgédo da reproducéo
é necessaria, mesmo parecendo incongruente com o facto de tantas destas espécies estarem
em declinio no seu habitat natural. A verdade é que, 0s animais em cativeiro estdo protegidos
das suas maiores causas de morte natural, como a predacdo e as doencas e, portanto, uma
sobrepopulacéo é facil de ocorrer (Carter & Kagan, 2010). E necessario referir ainda que, a
evolucdo das técnicas de maneio, de nutricdo e de medicina conduziu a um incremento na
reproducdo, a uma diminuicdo da mortalidade juvenil e adulta e a um aumento da longevidade
dos animais naqueles locais, 0 que, consequentemente, promoveu também a existéncia de um
maior numero de individuos destas populacdes (Asa, 1993; Asa & Porton, 2005; Jewgenow,
Dehnhard, Hildebrandt, & Goritz, 2006a). O sucesso destes individuos em cativeiro continua
a ser benéfico, na medida em que nédo € necessaria a importacdo de animais do habitat natural
para manter as populacfes. No entanto, tem de existir um controlo devido a possivel falta de
recursos e espaco fisico e, também, ao inevitavel perigo de consanguinidade (Asa, 1993;
Bertschinger, 2010). De referir que, naqueles locais, também se pretende que as populacdes
existentes sejam geneticamente diversificadas e, que estejam reunidas em grupos sociais

apropriados a cada espécie (Asa & Porton, 2010).

1.3.2 Métodos de controlo em animais selvagens

Segundo Asa e Porton (2005), os métodos de controlo utilizados em animais selvagens podem
ser divididos em metodos letais e ndo letais. Os métodos ndo letais incluem técnicas de
maneio, Como a separacao de animais por sexos em periodos apropriados do ciclo reprodutivo
(p.ex. em periodos de receptividade sexual). Esta separacdo, normalmente, ndo é desejada por
motivos de comportamento social (Seal et al., 1976; Asa, 1993). Para além das técnicas de

maneio, existem outras técnicas ndo letais como a translocacdo de animais, entre jardins
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zooldgicos e programas de reproducdo, e por fim, as técnicas de contracepcao (Seal et al.,
1976; Asa & Porton, 2005; Bertschinger, 2010; Carter & Kagan, 2010).

1.4 Contracepcao

1.4.1 DefinicOes

A contracepcdo (contra + concepgdo) é a prevencdo deliberada de concepgdo ou fecundacéo.
Segundo Asa & Boutelle (2012), refere-se apenas aos métodos desenhados para serem
reversiveis, de modo a que 0s animais possam novamente reproduzirem-se se tal for o
pretendido. Em contraste, utilizam o termo esterilizacdo para os métodos que sao
considerados permanentes. Bertschinger (2010) alega que, um contraceptivo ideal tem de ser
reversivel mas considera também como contraceptivos métodos cirlrgicos permanentes,
como a gonadectomia.

De uma forma geral, um método contraceptivo é eficaz se ndo ocorrer concep¢cdo nem
nascimento de crias, enquanto o tratamento ocorre e, é reversivel se ocorrer concepgdo e
nascimento de crias quando este cessa (vivas, nados-mortos ou abortos) (Asa & Porton, 2005;
Asa e Porton 2010).

1.4.2 Programa de contracep¢do em animais de jardim zool6gico

Em animais de jardim zool6gico, o programa de contracepcao teve inicio em meados dos anos
70, com testes efectuados em ledes e tigres pelo Dr. Ulysses Seal, tendo selecionado estas
espécies devido ao seu elevado grau de reproducdo em cativeiro (Asa & Porton, 2005). Seal
concluiu que, o acetato de melengestrol (MGA) impregnando implantes de silicone, era mais
eficiente que o de acetato de medroxiprogesterona (MDP) (Asa, 1993), comecando entdo
aquele método a ser utilizado em jardins zooldgicos, em felideos e outros mamiferos (Asa &
Porton, 2005). Actualmente, a contracepc¢do é uma parte integrante do maneio reprodutivo dos
animais na maioria dos jardins zoologicos e aquarios, podendo inclusive, ser necessaria em
programas de conservacdo (Asa & Boutelle, 2012).

“Devido a importancia da contracep¢do no maneio animal, em 1989 a Association of Zoos and
Aquariums (AZA) criou um grupo de aconselhamento de contracepg¢do” (Asa, 1993, p. 235).
Posteriormente, foi criado um centro de contracepcdo do AZA Wildlife, que disponibiliza
contraceptivos a comunidade de jardins zooldgicos e aos programas de conservacao e, partilha
informacdes e recomendacoes sobre 0 seu uso. Disponivel em
http://www.stlzoo.org/contraception (Asa & Porton, 2010).

De referir que, 0os contraceptivos aplicados em animais selvagens mantidos em cativeiro,

também podem ser utilizados para tratamento de condi¢cbes médicas e para diminuir
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comportamentos indesejados, como por exemplo a agressividade. De notar, que machos que

habitam préximo uns dos outros tendem a ser bastante agressivos (Spindler & Wildt, 2010).

1.4.3. Métodos contraceptivos

A reducéo selectiva da reproducdo pode ser alcancada por técnicas cirargicas irreversiveis,
como deferentectomia ou gonadectomia ou, recorrendo a quimicos, hormonas ou
imunocontraceptivos, normalmente reversiveis (Seal et al., 1976; Bertschinger, 2010). As
técnicas irreversiveis, embora eficazes, retiram o animal do fundo genético sendo, portanto a
contracepgdo reversivel, muitas vezes, a mais vantajosa. Principalmente em espécies sociais,
0S contraceptivos reversiveis permitem que o grupo possa ficar unido durante o cio, ndo sendo
necessaria remogdo de individuos (macho ou fémea), permitindo uma melhor utilizacdo dos
espacos (as ninhadas podem permanecer com a mae até mais tarde sem risco de cépulas
indesejadas devido a consanguinidade), e sdo considerados por muitos como a solu¢cdo mais
responsavel para a prevencao de sobrepopulacdes em animais cativos (Asa & Porton, 2005).
Estes contraceptivos sdo, normalmente, os mais utilizados em animais valiosos em cativeiro,
enquanto os irreversiveis sao mais apropriados para animais nos quais ndo se pretende a

reproducdo futuramente (Jewgenow et al., 2006a).

1.4.3.1 Métodos cirargicos

Os procedimentos cirargicos sendo irreversiveis removem o animal do fundo genético. Além
disso, estes métodos provocam uma atenuacdo das caracteristicas sexuais secundarias nos
machos o que pode alterar o ciclo sazonal ou mesmo levar a sua inexisténcia (Seal et al.,
1976). Estes procedimentos podem ainda ser relativamente caros, devido ao uso de
medicamentos, pessoal especializado e instalacdes, e tém sempre o risco de complicacdes
anestésicas ou secundarias a cirurgia (Howe, 2006; Bowen, 2008; Massei & Miller, 2013). Os
métodos cirurgicos normalmente utilizados em machos sdo a gonadectomia e a

deferentectomia.

Gonadectomia

A gonadectomia, remocdo dos testiculos ou ovarios, foi durante muito tempo o Unico
procedimento utilizado em animais para controlo de reproducéo (Massei & Miller, 2013). Em
animais selvagens, visto esta técnica ser irreversivel, muitas vezes nao é a escolhida, quando
se trata de animais valiosos e se pretende a sua futura reproducdo. No entanto, pode ser um

recurso no controlo de populagdes de animais com indices prolificos elevados, nomeadamente
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lebes. Em ledes africanos (Panthera leo) esta técnica ja foi utilizada, no entanto, ndo é
recomendada por provocar a perda da juba. Esta €, nesta espécie, um indicador da condicéo
reprodutiva do macho e, consequentemente, do seu estatuto no grupo. A sua perda provoca a
da dominancia e promove alteracdes hierarquicas, normalmente indesejadas (Hillermann,
2009; Miller et al., 2013).

A gonadectomia pode ainda, provocar outras alteragbes comportamentais, como a diminuigéo
ndo desejada da actividade fisica. Esta alteragdo, comprovada no gato, deve-se a redugdo do
estradiol (fémeas) ou da testosterona (machos), responsavel pela estimulacdo da actividade
fisica e do comportamento de vaguear (Nguyen et al., 2004; Belsito, Vester, Keel, Graves, &
Swanson, 2009). Esta cirurgia promove alteragdes na taxa metabdlica dos animais e nos seus
padrbes de alimentacdo, tornando os seus requisitos energéticos, substancialmente inferiores
aos de animais inteiros (Nguyen et al., 2004). Por isso, normalmente, provoca também
alteracdes no peso dos animais, promovendo a obesidade, o que também ndo é desejavel
(Bertschinger, 2010).

Para além destes efeitos secundarios indesejados, a gonadectomia muitas vezes ndo €
realizada em animais selvagens por tornar-se impraticavel, quer pela necessidade de recursos,

estruturas e material, quer pelos custos envolvidos (De Nys et al., 2010).

Deferentectomia

A deferentectomia envolve a remocdo bilateral ou oclusdo de uma por¢do do ducto deferente
(vaso que transporta o esperma a partir dos testiculos) prevenindo que haja ejaculacdo durante
a copula (Howe, 2006). Machos vasectomizados devem ser considerados potencialmente
férteis durante 6 a 8 semanas ap0s a cirurgia, uma vez que 0S espermatozoides podem
sobreviver no tracto reprodutivo masculino durante varias semanas (Asa & Porton, 2010).
Esta abordagem requere cirurgia de alto nivel e por isso, normalmente, € uma técnica ainda
mais dispendiosa que uma gonadectomia (Asa & Porton, 2010; Bertschinger, 2010).
Convencionalmente, requere ainda uma anestesia de longa duracdo e um tempo de
internamento prolongado, o que em algumas espécies, como o Sambar (Cervus unicolor),
pode causar taxas elevadas de stress, morbilidade e mortalidade (William et al., 2014).

A deferentectomia realiza-se quando se pretende manter a funcao testicular e as caracteristicas
sexuais secundarias, pois como ndo ha interrupgdo da producdo de androgénios elas ndo sdo
afectadas (Bowen, 2008). De referir ainda que, esta técnica, pode ser reversivel, o que em
certos casos ainda € mais vantajoso (Asa & Porton, 2010; Bertschinger, 2010). Em espécies

em que as fémeas tém ovulacdo induzida, a deferentectomia tem de ser utilizada com
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precaucdo devido aos riscos de saude consequentes para as fémeas co-habitantes com esses
machos (Asa & Porton, 2005). Nestes casos, as copulas ocorrem de igual forma mas, dado
que os machos sdo inférteis e ndo h& gestacdo, as fémeas entram repetidamente em cio.
Periodos repetidos de progesterona elevada podem resultar em falsas gestacdes e num
aumento do risco de patologias uterinas e mamarias (Asa & Boutelle, 2012). Com as repetidas
interacgdes entre macho e fémea, a agressividade entre estes, normalmente, aumenta
(Bertschinger, 2010).

Em animais selvagens, a deferentectomia é realizada principalmente em grandes predadores,
como ledes e tigres, sendo utilizada em lebes desde 1970. Esta técnica é relativamente facil de
realizar nestes animais devido ao seu porte e, consequente, tamanho das suas estruturas
fisiologicas. No entanto, pode ser falivel, existindo casos em que 0s machos mantém a
fertilidade. Principalmente em ledes, como ndo perdem as caracteristicas sexuais secundarias
como a juba, esta técnica pode ser vantajosa relativamente a gonadectomia. Porém, mesmo
sem a perda das caracteristicas referidas, podem ocorrer alteragdes na dindmica social dos
grupos, uma vez mais indesejadas. As fémeas que co-habitam com os machos vasectomizados
podem comecar a procurar apenas 0s machos que o ndo sdo, se disponiveis, alterando-se a
hierarquia do grupo. Para além das alteracdes hierarquicas, esta situacdo pode promover ainda
um aumento da taxa de consanguinidade, uma vez que 0S pares sexuais se repetem mais
frequentemente (Miller et al., 2013). Para além disso, como os leGes sdo uma espécie em que
as fémeas tém ovulacdo induzida, esta técnica tem de ser cuidadosamente utilizada devido aos

riscos consequentes para as fémeas (Miller et al., 2013).

1.4.3.2 Métodos ndo-cirargicos

Quando se pretende controlar a reproducdo em animais com bom potencial reprodutor e em
animais com risco anestésico acrescido, os métodos irreversiveis e cirirgicos ndo sdo
aconselhados, surgindo, portanto, a necessidade de outro tipo de contracepcao (Bertschinger,
2010). Existem quatro tipos de contraceptivos reversiveis: contraceptivos hormonais, vacinas

imunocontraceptivas, mecanismos contraceptivos e contraceptivos quimicos.

1.4.3.2.1 Contraceptivos hormonais
Uma forma de promover a contracepcdo é através da regulacdo directa das hormonas
envolvidas nos processos de reproducdo. Tal pode ser alcangado com a administracdo de

hormonas exdgenas, como por exemplo esterdides, progestagénios, androgénios e analogos da
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GnRH (Kutzler & Wood, 2006; Bowen, 2008; Alliance for contraception in cats & dogs
[ACC&D], 2013).

Progestagénios

Nos anos 60, surgiram na Europa os primeiros contraceptivos orais para animais, 0S
progestagénios, substancias com actividade semelhante & progesterona. Em 1963, surgiu o
acetato de medroxiprogesterona (MDP). Em 1970, o acetato de megestrol (MA) e depois,
outros como o acetato de clormadinona, o acetato de delmadinona e a poligestona (Purswell &
Jochle, 2010). Estes compostos, utilizados inicialmente com o principal objectivo de controlo
do estro em cadelas, provocaram resultados muito diversificados, assim como diferentes
opiniBes entre proprietarios e médicos veterinarios. Ao longo dos anos, a diminuicéo da dose
e 0 ajuste do momento de administracdo, melhoraram os resultados destes medicamentos e a
visdo dos médicos veterinarios sobre 0s mesmos, comec¢ando entdo a ser mais populares (Asa
e Porton, 2005; Purswell & Jochle, 2010).

A administragdo de progestagénios pretende maioritariamente a inibicdo da secrecdo das
gonadotrofinas (FSH e ICSH ou LH) pela adenohipéfise. Nas fémeas, ha pois, inibicdo da
ovulacdo por feedback negativo sobre a LH e pode também ocorrer espessamento do muco
cervical, impedindo a passagem de esperma, interrompendo o transporte deste Gltimo e do
6vulo e/ou interferindo com a implantacdo (Jewgenow et al., 2006a; Asa & Porton, 2010).
Dependendo da dose aplicada os progestagénios sintéticos podem provocar variados efeitos,
sendo esses semelhantes aos da progesterona na gestacdo. No entanto, tem de se considerar
gue nos casos em que sao utilizados ndo ha gestacdo e, portanto, nem todos os efeitos sdo
benéficos. Nos machos, esperava-se que 0s progestagénios inibissem a espermatogénese
(regulada pelas gonadotrofinas). Porém, a sua ac¢do ainda ndo é bem conhecida. Na maioria
das espécies, 0s progestagenios ndo sao, usualmente, utilizados em machos, dado que os
resultados ndo sdo os aguardados, mas quando o sdo, é essencialmente para tratamento de
comportamento indesejado (Goericke-Pesch, 2010). Estudos realizados em cdes machos
comprovaram que estes medicamentos ndo tém qualquer efeito na qualidade do esperma, mas
que foram capazes de reduzir comportamentos sexuais, como monta, copula, marcagdo e
agressividade (Kutzler & Wood, 2006; Goericke-Pesch, 2010). Em felideos, de ambos o0s
sexos, normalmente ndo sdo recomendados pois provocam efeitos secundarios nocivos
(diabetes mellitus, fibroadenomatose, hiperplasia mamaria e tumores mamarios), efeitos esses
gue também podem ocorrer em animais de outras familias (p.ex.: Canideos) (Asa & Porton,
2005; Goericke-Pesch, Georgiev, Antonov, Albouy & Wehrend, 2011; Novotny et al., 2012).
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Em animais de jardim zoologico (primatas e ungulados), o0 MGA na forma de implante
subcutdneo é o progestagénio mais utilizado com uma taxa de sucesso de 99% (contracepgao
aproximada durante 2 anos) (Asa, 1993; Jewgenow et al., 2006a). E muito utilizado nestes
animais, ndo sendo no entanto aconselhado como contraceptivo a longo prazo. Estudos
comprovaram que, 0 seu uso prolongado aumentava o risco de doencas mamarias e uterinas e
que provocava efeitos secundarios nas funcGes hormonais e reprodutivas, ocasionalmente
irreversiveis (Asa & Porton, 2005; Chuei, Asa, Hall-woods & Ballou, 2007; Massei & Miller,
2013). Assim, 0 uso deste contraceptivo € recomendado por ndo mais do que 4 anos de vida
do animal e, apenas, por 2 anos consecutivos, apos 0s quais deve ocorrer uma gestacdo (Chuei
et al., 2007). Tal facto é importante pois estd comprovado que a regressao do endométrio e a
sua remodelacdo € mais completa depois de um parto do que ap6s uma fase lutea (Asa,
Boutelle & Bauman, 2012).

Androgénios

Como os progestagénios, também alguns androgénios como a testosterona e a mibolerona séo
utilizados como contraceptivos (Purswell & Jochle, 2010; ACC&D, 2013). Em animais
selvagens em cativeiro, o uso de mibolerona foi testado em fémeas de diversas espécies, como
leopardo (Panthera pardus) e lobo-cinzento (Canis lupus) para inibi¢do do estro. No entanto,
este medicamento provocou efeitos indesejaveis como agressividade e masculiniza¢do. O uso
de Mibolerona €, desaconselhado em animais selvagens em cativeiro, uma vez que,

potencialmente, provoca um aumento de agressividade dos animais (Asa & Porton, 2005).

Analogos da GnRH

A GnRH, gonadoliberina ou hormona libertadora da hormona luteinizante (LHRH), é um
decapéptido hipotalamico. E libertada de forma pulsatil no organismo e tem um tempo de
semi-vida de 2 a 5 minutos, devido a rapida degradacdo que sofre por accdo de proteases.
Actua nos receptores especificos da adenohipéfise e como o nome indica, estimula a producéo
e libertacdo de gonadotrofinas, a FSH e a LH. Estas duas Ultimas actuam nas gonadas
regulando a producdo de esterdides, a espermatogenese, o desenvolvimento folicular e a
ovulagéo (Gobello, 2007).

Em 1971, com o isolamento e a caracterizacdo quimica da hormona GnRH, surgiram 0s seus
analogos, agonistas e antagonistas, produzidos por substituicdo de aminoacidos na molécula
original. Estas substituicdes promoveram um aumento no tempo de semi-vida dos anélogos,

relativamente a molécula original e um aumento da sua afinidade para os receptores da
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GnRH. De referir que, os antagonistas diferem em mais aminoacidos da hormona original que
0s agonistas (Gobello, 2007; Aboulgar & Rizk, 2011). Também por substituicdo de
aminoacidos na molécula foram inventados os chamados superagonistas, moléculas 200 vezes
mais potentes que a hormona natural (Nestor, 1984).

Inicialmente, os anadlogos da GnRH por serem susceptiveis a degradacdo gastrointestinal
(peptidases), ndo eram eficazes por via oral, e sendo frequentemente administrados por via
parentérica, tinham uma utiliza¢o clinica muito reduzida (Gobello, 2007; Purswell & Jochle,
2010). No entanto, 0 seu uso viu-se ampliado com o desenvolvimento de produtos de
libertacdo lenta, administrados facilmente por injec¢do intramuscular ou por implante
subcutaneo (Weckermann & Harzmann, 2004). De referir que, desde de 1971 até aos nossos
dias, j& foram desenvolvidos mais de 3000 andlogos da GnRH, tanto agonistas como

antagonistas da hormona (Gobello, 2007).

1. Agonistas da GnRH:

Os agonistas da GnRH sdo substancias que actuam nos receptores gonadotroficos da GnRH
de modo semelhante ao da hormona endogena. Estes andlogos, inicialmente e por um curto
periodo, estimulam o sistema reprodutivo (eixo hipéfise-gonadal) provocando um “pico”
inicial de libertacdo de gonadotrofinas. Quando administrados prolongadamente superam a
accdo pulsatil da GnRH enddgena e inibem a reproducdo. Ocorre um feedback negativo nos
receptores da adenohipdfise, que provoca uma dessensibilizacdo dos mesmos e por,
consequéncia, uma regulacdo negativa ciclica e uma diminuicdo do nimero destes receptores.
Estes acontecimentos provocam uma diminuic¢do da producdo de FSH e de LH, nas fémeas,
ou ICSH, nos machos, e, portanto, uma diminui¢cdo na actividade gonadal (Novotny et al.,
2012).

Em geral, os agonistas da GnRH sdo uma excelente alternativa a gonadectomia, sendo
recomendados em animais domésticos (cdes e gatos) e em animais selvagens mantidos em
cativeiro, para uma supressdo reversivel a longo prazo, cerca de 6 a 24 meses (Jewgenow et
al., 2006a; Munson, 2006; Novotny et al., 2012). A sua baixa toxicidade permite tratamentos
repetidos, podendo ser iniciados mesmo quando o efeito do ultimo ainda ndo expirou
(Purswell & Jochle, 2010).

E importante mencionar que, quando os machos sdo submetidos a tratamento com estes
analogos e continuam a copular, fémeas que com eles co-habitem podem desenvolver doencas
associadas a uma exposicdo prolongada a progesterona enddgena, como ja referido para a

deferentectomia (Munson, 2006). Os efeitos secundarios destes analogos séo
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fundamentalmente semelhantes aos de uma gonadectomia, ja referidos, sendo no entanto
reversiveis, quando o tratamento cessa (Massei & Miller, 2013).

Nos anos 1990, o agonista Leuprolide (Lupron Depot®) foi comercializado e utilizado com
sucesso em diversas espécies. No entanto, como o produto foi aprovado para o tratamento de
cancro da prostata no homem, o seu custo tornou-se muito elevado e, por isso, inalcancavel ao
uso veterinario (Purswell & Jochle, 2010; Asa & Boutelle, 2012). No segundo milénio, surgiu
a Deslorelina, contraceptivo para animais, menos dispendioso e ao alcance dos médicos
veterinarios (Gobello, 2007).

Deslorelina

A Deslorelina é um anélogo e agonista, ou super-agonista, da GnRH. Os seus implantes, com
0 nome de Suprelorin®, foram aprovados para venda na Unido Europeia, em 2007 (Purswell
& Jochle, 2010). Aqueles promoveriam uma libertacdo lenta do produto, superior a 1 pg/dia,
por um periodo aproximado de 1 ano, e por isso, seriam considerados de ac¢do prolongada
(Trigg et al., 2001; Herbert et al., 2004; Bertschinger, 2010). De referir que, a fim de serem
utilizados em diferentes espécies, foram formulados com diferentes quantidades e dimens6es
(5 mg com 12,5 mm de comprimento e 2,3 mm de diametro, 6 mg com 2 cm de comprimento
e 2,3 mm de didmetro) (Trigg et al., 2001; Herbert et al., 2004).

Na maioria das espécies, a administracdo de Deslorelina provoca uma estimulacdo inicial
sobre a adenohipdfise, promovendo a producdo e secrecdo de FSH e de LH ou ICSH, e,
consequentemente, a ovulacdo nas fémeas e, nos machos, um aumento pontual, de alguns
dias, da concentracdo da testosterona plasmatica e da producao de sémen. Este pico inicial de
testosterona observado quando sdo realizadas medic¢Oes desta hormona, pode provocar um
aumento fugaz da agressividade do animal (Melville, Brien, Crichton, Theilemann &
Mckinnon, 2012). Quando administrado por um periodo de tempo longo, o agonista da GnRH
exogeno supera a GnRH enddgena, ocorrendo uma dessensibilizacdo dos receptores da GnRH
das células gonadotréficas da adenohipofise e, consequentemente, ocorrendo uma diminuigédo
da secrecdo daquelas hormonas (Novotny et al., 2012). Os baixos niveis hormonais
promovem uma diminui¢do na actividade ovarica ou testicular. Nas fémeas, ocorre uma
diminuicdo da funcdo ovérica e inibicdo do estro. Nos machos, regista-se uma reducdo de
producdo de testosterona e, consequentemente, da espermatogénese (Bertschinger, 2010;
Melville et al., 2012). Como referido, a espermatogénese, prolonga-se por 6 a 8 semanas, na
maioria dos mamiferos, e por isso, enquanto houver producdo sustentavel de testosterona, ha

espermatogénese (Asa & Porton, 2010). Quando a libertacdo desta hormona cessa, a
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infertilidade ndo é imediatamente alcancada. Ha ainda um periodo adicional de fertilidade
enquanto ocorrer maturacdo e libertacdo dos espermatozdides previamente produzidos
(Goericke-Pesch et al., 2011).

Deslorelina nos carnivoros domesticos:

Em gatos machos tratados com Suprelorin® (4,7 mg de Deslorelina), hd um aumento inicial
na concentracdo de testosterona plasmatica que depois decresce para valores ndo detectaveis,
0 que s6 acontece por volta da semana 11 (Goericke-Pesch et al., 2011). O semen recolhido e
examinado, 1 més apo6s a colocacdo do implante, revela um aumento no numero total de
espermatozéides, nimero que diminui posteriormente, ao longo dos meses de tratamento. O
tamanho dos testiculos diminui e as espiculas penianas tornam-se invisiveis aproximadamente
as 9 semanas (Goericke-Pesch et al., 2011; Novotny et al., 2012). Considerando o ciclo da
espermatogénese e a sua duracdo, de cerca de 46,8 dias no gato, presume-se que a fertilidade
se mantenha por 2 a 3 meses, apés a colocacdo do implante (Novotny et al., 2012).
Relativamente ao comportamento sexual (libido, monta e copula), num estudo realizado por
(Goericke-Pesch et al., 2011), este intensificou-se inicialmente (até préximo do dia 16) e
depois decresceu, ndo revelando a maioria dos machos, qualquer interesse pelas fémeas em
cio. Foi realizada uma pontuagdo do comportamento sexual dos gatos na presenca de fémeas
no cio ou noutro estadio, avaliando-se a libido, as tentativas de copula e as copulas. Quatro
semanas apos o inicio do tratamento perderam o odor caracteristico de gato inteiro e até a 112
semana cessaram as marca¢des com urina, acontecimento que ocorre também em animais
esterilizados. De realgar que, durante o tratamento, ndo houve aumento do peso corporal. No
entanto, 0s agonistas podem provocar aumento de apetite e consequente ganho de peso e,
portanto, a dieta deve ser controlada se este for um efeito indesejado (AZA contraception
advisory group, 2003; Goericke-Pesch et al., 2011).

O efeito reversivel da Deslorelina foi também comprovado em gatos, tendo-se avaliado
diversos parametros depois da remocdo do implante (4 meses depois da sua colocacdo). As
concentragfes de testosterona plasmética aumentaram gradualmente, demonstrando a
reversibilidade do contraceptivo e, dai, a capacidade renovada das células de Leydig de
produzirem testosterona. Os testiculos aumentaram rapidamente de tamanho e a sua avaliacao
histologica, ap6s um més da remocdo do implante, observou um rapido restabelecimento da
espermatogénese (Novotny et al., 2012). Pode-se concluir que a Deslorelina numa dose de
4,7mg, é um contraceptivo eficaz e reversivel em gatos (Goericke-Pesch et al., 2011; Novotny
etal., 2012).
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Em cées, a Deslorelina também provou ser eficaz. Em fémeas, inibiu o estro por mais de 27
meses, ndo dependendo a duracdo da eficacia, do estadio do ciclo éstrico em que o animal se
encontrava quando foi tratado (Massei & Miller, 2013). Em machos, os resultados foram
semelhantes aos do gato, tendo diversos estudos comprovado que, naquela espécie, o implante
tem uma duracdo minima de 1 ano, sendo reversivel e ndo provocando efeitos secundarios
indesejaveis (Junaidi, 2003; Trigg et al., 2001; Trigg, Doyle, Walsh & Swangchan-uthali,
2006). Foi registada uma variabilidade individual na resposta a Deslorelina, em diversas
espécies, como no cdo doméstico (Canis lupus familiaris), relativamente ao tempo que
demora a iniciar o efeito e, também, a duracdo do mesmo. O peso corporal, o estado
nutricional, a taxa metabdlica, a quantidade de receptores da GnRH e o estatuto social do
individuo podem ser factores que contribuem para essa variabilidade (Trigg et al., 2006;
Melville et al., 2012).

Em cdes machos a Deslorelina foi eficaz na supressdo de agressividade (Purswell & Jochle,
2010). No entanto, este comportamento, assim como a libido, podem persistir, uma vez que
podem estar relacionados com a experiéncia anterior (como no caso de machos sexualmente
experientes), sendo independentes das concentracdes sanguineas de testosterona (Asa &
Boutelle, 2012).

Deslorelina nos carnivoros selvagens

A Deslorelina foi testada em algumas espécies de carnivoros selvagens tendo sido
comprovado o seu efeito como contraceptivo em varias como em leoas, fémeas de leopardo e
de chita e, nos machos desta Ultima espécie e de mabecos. A duracdo do efeito parece ser
maior nos machos do que nas fémeas e o0 seu uso ndo é aconselhado em ledes machos devido
aos efeitos negativos provaveis, tanto no comportamento territorial, como nas caracteristicas
sexuais secundarias masculinas dependentes da testosterona (Bertschinger et al., 2002).

Em machos de chita (Acinonyx jubatus) aplicando um implante de 6 mg de Deslorelina
verificou-se que apds 6 semanas ainda existiam espermatozéides normais no ejaculado, sendo,
no entanto, a concentragcdo plasmética de testosterona ja indetectavel. Ap6s 12 meses de
tratamento procedeu-se a re-avaliacio dos machos. A observagio, os testiculos apresentavam-
se pequenos e duros ao toque e as espiculas penianas eram praticamente invisiveis. Este
ultimo parametro é considerado um bom indicador da eficacia do tratamento, uma vez que
reflecte o efeito supressivo na produgdo de testosterona. A concentracdo plasmatica desta

hormona apresentava valores minimos. A electroejaculacio ndo se detectaram
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espermatozoides viaveis e o volume de ejaculado obtido foi, substancialmente, menor, do que
o0 recuperado antes do tratamento (Bertschinger et al., 2002). Nesta espécie, um implante com
6 mg teve eficacia entre 1 e 2 anos, podendo ser utilizado repetidamente a cada 12 meses na
mesma dose, sem revelar efeitos secundarios (Bertschinger et al., 2002; Bertschinger, Jago,
Nothling, & Human, 2006). A hierarquia dentro dos grupos de machos tratados ndo foi
afectada e o comportamento sexual foi, eficazmente, suprimido, n&o tendo sido observadas
tentativas de copula (Bertschinger et al., 2006).

Em machos de mabecos (Lycaon pictus) a Deslorelina também foi eficaz, tendo, no entanto,
um implante com a mesma dose, uma menor duracdo, de apenas 12 a 16 meses, em
comparacao com as chitas. De realcar que, nesta espécie, foi observado, que a marcagdo com
cheiro continuou. Este comportamento que se pensava dever-se a conversdo no cérebro da
testosterona em estradiol pode, no entanto, ser um comportamento padrdo aprendido na vida
fetal, ou durante a puberdade. Continuando a ocorrer mesmo quando as concentracdes de
testosterona diminuem (Bertschinger et al., 2002).

Em geral, em carnivoros selvagens, o resultado em machos parece ser mais fidedigno se estes
ndo forem expostos a fémeas em cio, nas primeiras 6 semanas de tratamento (Bertschinger et
al., 2002). Estudos anteriores revelaram que, podera ocorrer uma perda de peso devido a
perda da massa muscular, se esta ndo for substituida por tecido adiposo e em espécies com
dimorfismo sexual: os machos podem ficar com um tamanho (peso) semelhante ao das fémeas
(AZA wildlife contraception center, 2003).

Recentemente, descobriu-se que, em fémeas de 7 espécies de carnivoros selvagens, incluindo
o0 lobo-vermelho (Canis rufus), mabecos (Lycaon pictus) e raposas-do-deserto (Vulpes zerda),
tratadas com Suprelorin®, ocorreu um maior nimero de casos de hiperplasia do endométrio e
piometra, do que com qualquer outro método contraceptivo, incluindo o implante de MGA
(Asa et al., 2012). O agonista da GnRH, provoca um pico inicial de estrogénios que, seguido
de dois meses de concentracdes elevadas de progesterona, tem um efeito sobre o Utero, maior
do que, 0 estrogénio ou a progesterona, por si sOs, e portanto, maior do que um tratamento
prolongado com progestagénios (Asa et al., 2013). Se o tratamento com Suprelorin® for
realizado juntamente com a administracdo oral de MA (p.ex.: Ovaban®), previne-se a fase de
estimulacdo inicial e 0 nimero de casos com complicagfes uterinas diminui. Assim, para
fémeas de carnivoros selvagens, actualmente sO se recomenda o uso deste contraceptivo se
puder ser administrado MA nos 7 dias anteriores e nos 7 dias posteriores a colocacdo do
implante (Asa et al., 2012; Asa et al., 2013).
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Presentemente admite-se que, a duracdo do efeito de Suprelorin® em canideos e felideos
selvagens seja, aproximadamente, o dobro do minimo apresentado pelo produtor, como foi
reportado para cdes domésticos (Junaidi, 2009). Isto é, um implante de 4,7 mg com uma
duracdo minima de 6 meses €, normalmente, eficaz por um periodo de 1 ano e, um implante
de 9,4 mg, com um minimo de 1 ano de eficacia, dura 2 anos aproximadamente (Asa et al.,
2012).

Deslorelina noutras espécies

Em algumas outras espécies, 0 uso de Deslorelina ndo parece ter efeito contraceptivo. Na
espécie de cangurus Macropus eugenii pensa-se que, 0 mecanismo que regula a secre¢do da
testosterona, seja diferente, ocorrendo de igual forma a dessensibilizacdo da hipofise a GnRH,
mantendo-se porém, niveis de ICSH (LH) capazes de sustentar a actividade testicular (Herbert
et al., 2004). Nos touros, os de niveis de ICSH (LH) também se mantiveram ou aumentaram
ligeiramente, provocando as respectivas alteracbes na concentracdo de testosterona. Nesta
espécie, supde-se ser a hipofise insensivel a GnRH enddgena e exdgena, ndo sendo o

mecanismo responsavel por isso ainda totalmente conhecido (D’Occhio & Aspden, 1996).

2. Antagonistas

Os antagonistas da GnRH séo substancias que se ligam aos receptores gonadotroficos da
hormona mas que nao os activam, impedindo que as moléculas endogenas da GnRH se
liguem e actuem. Quando estas substancias sdo administradas hd uma interrupcdo, imediata,
da libertacdo de gonadotrofinas, ndo ocorrendo o pico inicial como sucede com 0s agonistas.
Consequentemente, a inibi¢cdo gonadal € mais rapida, assim como, a reversibilidade do efeito,
pois uma vez terminando o tratamento, a hip6fise continua sensivel a administracdo da GnRH
exogena e seus agonistas (Gobello, 2007). O grau e a duracdo do efeito dependem da
quantidade de antagonista administrada, facto que ndo se verifica com os agonistas. Com
aqueles, o efeito resulta da ocupacdo dos receptores, enquanto que com 0s agonistas, ha uma
regulacdo negativa nesses mesmos receptores (D’Occhio & Aspden, 1996). Se o tratamento
com estes for prolongado, pode também ocorrer regulacdo negativa (Gobello, 2007).

Os antagonistas, que foram desenvolvidos com o intuito de evitar o estimulo inicial que
ocorre com 0s agonistas, ndo tém sido muito comercializados devido a dificuldade em criar
formulacGes de libertagdo prolongada. Para que o seu uso seja recomendado com seguranca,

precisam de ser realizados mais estudos (Gobello, 2012).
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Em geral, as principais vantagens dos analogos da GnRH s&o a sua eficacia contraceptiva em
machos e fémeas de diferentes espécies e a sua reversibilidade (Munson, 2006).
Consequentemente é um tipo de contraceptivo cada vez mais requisitado por médicos
veterinarios. As principais desvantagens sao 0 seu custo, a estimulacdo inicial do sistema
reprodutivo, (agonistas) e portanto, o atraso na inibicdo gonadal (cerca de 7 a 14 dias), e
ainda, a elevada variabilidade individual na duragdo da contracepgdo (Gobello, 2007,
Purswell & Jochle, 2010). Relativamente a duracdo do efeito, ela pode ser muito variavel,
podendo o desconhecimento do periodo de eficacia conduzir a conclusbes erradas
relativamente a reversibilidade. Tem-se em consideracdo o periodo minimo em que 0
implante € eficaz, podendo no entanto 0 mesmo prolongar a sua actividade para além desse
periodo (Asa & Porton, 2010).

1.4.3.2.2 Vacinas imunocontraceptivas

Outros exemplos de contraceptivos sdo as vacinas imunocontraceptivas. Os
imunocontraceptivos baseiam-se na promocdo de uma resposta auto-imune que bloqueie a
fertilidade, neutralizando as proteinas que estdo envolvidas em processos criticos da
reproducdo (Bertschinger, 2010). Diversos sdo o0s antigénios ja utilizados nas vacinas
imunocontraceptivas, tais como, os de superficie do esperma, do odcito (zona pellcida), a
hormona GnRH e as gonadotrofinas (FSH e LH) e os seus receptores (Jewgenow et al.,
2006a). As vacinas mais utilizadas em animais domésticos e selvagens sdo as da zona
pellcida e as da GnRH (Massei & Miller, 2013).

Estas Gltimas consistem em péptidos modificados da hormona, conjugados com proteinas
“estranhas” ao organismo (p.ex.: hemocianina de Megathura crenulata) o que aumenta a sua
antigenicidade. No animal alvo, estimulam a producdo de anticorpos neutralizantes da GnRH
e, se o titulo de anticorpos anti-GnRH for suficiente, neutralizam a GnRH hipotalamica
(endodgena), bloqueando a capacidade desta hormona em estimular a secrecdo de
gonadotrofinas pela adenohipdfise. Inibem a reproducdo em ambos os sexos (Bertschinger,
2010). No entanto, nos machos a sua principal utilizacdo é para a supressdo da secrecdo de
testosterona, responsavel pelas caracteristicas sexuais secundarias (Asa, 1993; Massei &
Miller, 2013). Estas vacinas, em teoria reversiveis e faceis de administrar a distancia, poderéo
ser utilizadas no controlo da agressividade dos machos selvagens e em cativeiro

(Bertschinger, 2010; Asa & Boutelle, 2012). Porém, como existe uma grande disparidade de
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resposta imunitaria para cada espécie, sera necessario adaptar protocolos vacinais especificos,

0 que se pode tornar desvantajoso (Jewgenow et al., 2006a).

1.4.3.2.3 Mecanismos contraceptivos:

Os mecanismos contraceptivos, como 0 home indica, promovem uma contracep¢do mecanica.
Actuam como barreiras fisicas, evitando que o esperma ou o 6vulo atinjam certas zonas do
aparelho genital (Barfield, Nieschlag & Cooper, 2006).

Os mecanismos mais comuns na contracepcdo animal sdo os chamados vas plugs (tampd&es de
vaso). Desenvolvidos por Zaneveld em 1988, os vas plugs surgiam como uma tentativa de
contracepcdo reversivel. O silicone era injectado no ducto deferente que se tornava rigido,
formando uma barreira a passagem do esperma (Asa, 1993). Estes contraceptivos eram
eficazes na interrupcdo da passagem do esperma. Porém, devido a reaccao inflamatéria local
dai resultante, ndo eram reversiveis (Asa & Porton, 2005; Barfield et al., 2006; Munson,
2006). Para além disso, a necessidade de uma microcirurgia complexa para os colocar tornava
impraticével recorrer a estes mecanismos (Asa & Porton, 2005; Barfield et al., 2006; Munson,
2006). E de referir que, os vas plugs foram testados em diversos animais selvagens, incluindo
felideos, marsupiais, primatas e ungulados (Asa, 1993). A titulo de curiosidade, Zaneveld
experimentou ainda colocar plugs pré-formados nos animais. Contudo, esse procedimento
revelou ser inadequado dado as diferencas morfoldgicas individuais relativamente aos ductos
(Asa, 1993).

1.4.3.2.4 Contraceptivos quimicos:

Muito estudados nas ultimas décadas, os injectaveis intratesticulares, sdo contraceptivos
quimicos injectados nos testiculos, epididimo ou ductos deferentes. Os produtos mais
comercializados tém como base zinco (gluconato de zinco) ou calcio (cloreto de calcio),
eletrolitos constituintes do plasma seminal e dos tecidos do 6rgdo reprodutor dos machos (de
Souza, Lopes & Bicudo, 1999). Os injectaveis intratesticulares actuam por destruicdo
irreversivel das células germinativas e das células produtoras de hormonas, provocando
esclerose testicular e, consequentemente, azoospermia (auséncia de espermatozoides no
ejaculado) ou aspermia (auséncia de esperma) e infertilidade (Purswell & Jochle, 2010;
Massei & Miller, 2013). Causam inflamagéo na zona testicular, que pode persistir por algum
tempo e, para além disso, e do desconforto durante a injeccdo, tém como desvantagens
demorarem cerca de 4 a 6 semanas a fazerem o efeito desejado e de requererem um desenho

especifico para cada especie (ACC&D, 2013). Como néo envolvem a remocdo dos testiculos,
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a testosterona ndo € totalmente inibida e, portanto, as caracteristicas sexuais secundarias
podem continuar a ser expressas (Massei & Miller, 2013). As vantagens mais significativas
destes injectaveis sdo o0 seu baixo custo e a sua facil administracdo. O seu uso foi testado em
cdes e gatos, ndo sendo, no entanto, aprovado na Europa. Sao utilizados no resto do mundo,
principalmente, em campanhas de esterilizacdo em grande escala, destes animais (ACC&D,
2013; Massei & Miller, 2013).

Para além dos injectaveis intratesticulares, existem contraceptivos quimicos orais, sendo o
melhor exemplo, o bisdiamine. Este € um contraceptivo amebicida cujo alvo € o epitélio
germinativo masculino (Munson, 2006). Actua apenas na espermatogénese e ndo na producéo
de testosterona, sendo eficaz, seguro e reversivel. O primeiro teste em animais selvagens foi
realizado em lobos em cativeiro, tendo sido administrado diariamente, com a comida.
Promoveu supressdo da espermatogénese, sem alteracbes do comportamento e o efeito foi
reversivel (Asa, 1993). Em animais domésticos, foi testado em gatos, tendo sido satisfatorios
os resultados e analogos aos obtidos com lobos. Embora seguros e eficazes nos gatos machos,
a sua administracdo deve ser cuidadosa tendo atencdo que s6 0 macho o ingere, uma vez que
nas fémeas gestantes podem ter efeitos teratogénicos (Munson, 2006). Apesar da sua eficacia
e reversibilidade nos machos, este medicamento ndo € utilizado como contraceptivo pelos
meédicos veterinarios devido ao seu elevado custo (Munson, 2006).

1.4.3.3 Consideracdes relativas aos diferentes métodos

Para felideos e canideos selvagens, o grupo de aconselhamento de contracepcdo da AZA
recomenda como métodos contraceptivos, a esterilizacdo cirargica e o uso de agonistas da
GnRH, nomeadamente o Suprelorin® (implantes de Deslorelina) ou o Lupron® (acetato de
leuprolida injectavel) sendo em seu entender, os mais eficazes e seguros (AZA wildlife
contraception center, 2003).

Relativamente a agressividade, a esterilizacdo é o método mais eficaz para reduzir o teor de
androgénios. No entanto, ela nem sempre esta relacionada com estas hormonas e, portanto, o
efeito da esterilizacdo pode ser variavel. Os progestagenios provaram ser eficazes na reducéo
da agressividade entre cdes, mas nem sempre modificam esse comportamento em relagcéo aos
proprietarios. Os andlogos da GnRH (agonistas e antagonistas) sdo seguros e eficazes no
controlo da agressividade, uma vez que inibem a producao de testosterona (Asa, 1993; Asa &
Porton, 2005).
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1.4.4 Aplicacdes da contracepcdo em programas de conservacgao ex-situ

Nos programas de conservacdo ex situ, onde se encontram animais selvagens mantidos em
cativeiro, pode tornar-se necessario controlar a reproducdo para gestdo populacional, genética
e do bem-estar dos animais. O contraceptivo ideal para animais selvagens deve ser eficaz,
duradouro, possivel de administrar a distancia, ou numa sé aplicacdo sob anestesia, e
reversivel. Deve ter nenhum ou pouco efeito no comportamento social ou na organizagdo
hierdrquica; ndo ter efeitos secundarios indesejaveis a curto e a longo prazo e ter custos de

producdo e aplicacdo acessiveis (Junaidi, 2003; Bertschinger, 2010).

1.4.4.1 Gestdo populacional

Apesar de ser comum pensar que quanto maior o nimero de animais melhor, os programas de
conservacao, em cativeiro, tém sempre limitacGes de espaco. As instalacdes quando criadas
sdo calculadas para um numero maximo especifico de individuos e, normalmente, ndo podem
ser ampliadas (Vargas et al., 2009). Para além disso, qualquer que seja o estatuto de
conservacdo dos animais em questdo, podem sempre tornarem-se excedentes, ou seja,
desnecessarios para os objectivos do programa (Carter & Kagan, 2010). De referir que, uma
espécie em cativeiro tende a crescer como populacdo mais rapidamente do que no habitat
natural, uma vez que, no primeiro caso, normalmente, a taxa de mortalidade é menor e 0
sucesso reprodutivo da fémea é maior (Leus & Lacy, 2009). No caso especifico do programa
de conservacdo ex situ do lince-ibérico, 0 sucesso reprodutivo pode ser maior do que o
esperado, obtendo-se um numero de individuos aptos a reintroducdo superior ao estimado a
reintroduzir na natureza, nesse ano. Esses animais serdo, entdo, excedentérios, tendo
provavelmente de ser mantidos nas instalagcdes que ndo tém espaco suficiente para os albergar
(Godoy, Casas & Fernandez, 2009). A contracep¢do pode, nesse caso, ser utilizada para o
maneio responsavel da populacdo, para a reducdo substancial do numero de individuos

desnecessarios ao programa (Carter & Kagan, 2010).

1.4.4.2 Gestdo genética

Em termos genéticos, para que se mantenha uma populacdo saudavel (em cativeiro e a de
futura reintroducgéo), com o minimo de defeitos e/ou de doencas hereditarias e com 0 maximo
de variabilidade genética, € necessario gerir essa populagdo. Em programas com animais
criticamente ameagados, como € o caso do lince-ibérico, os pares reprodutores tém de ser
escolhidos considerando o seu valor genético (com base na genealogia dos animais). Os mais

valiosos, deste ponto de vista, devem-se reproduzir mais, em detrimento dos menos valiosos
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(sobrerepresentados ou genéticamente deficientes), que se pretende que se reproduzam menos
(Godoy, et al., 2009; Asa & Porton, 2010; Asa et al., 2012). Para este efeito, pode utilizar-se a

contracepg¢éo nos animais menos valiosos.

1.4.4.3 Gestéo do bem-estar

As questes de comportamento e bem-estar também s&o importantes quando se elabora um
plano reprodutivo nestes programas. Pretende-se que, 0s animais em cativeiro mantenham os
seus comportamentos naturais, dado que a sua alteracdo pode p6r em causa 0s objectivos do
programa. Alteracdes de comportamento podem ser pontuais, mas também prolongadas e
aprendidas por toda a populagdo, podendo mesmo ser transmitidas aos descendentes.
Situagdes de stress, normalmente, provocam alteragdes do comportamento dos animais e, por
isso, devem ser evitadas. A sobrepopulacdo de animais na mesma instalacdo, ou em
instalacBes proximas, pode ser uma das razdes deste tipo de situacdes. Portanto, também neste
caso para evitar 0 excesso de animais e para que os existentes tenham boas condigdes de vida,
devem ser utilizados métodos contraceptivos (Godoy, et al., 2009; McPhee & Carlsteaad,
2010).

1.5 Comportamento

1.5.1 Avaliagdo comportamental

Existem varios métodos para se avaliar o comportamento de animais em cativeiro, tais como,
0 método de observacdo continua (total ou por intervalos de tempo), o método de varrimento

(scan) e o método pontual (oportunistico) (Lehner, 1996).

1.5.1.1 Método focal de observacdo continua

O meétodo focal de observacao continua baseia-se no seguimento de um individuo, ou de um
grupo especifico de individuos, que é seguido em todo o espaco fisico possivel durante um
determinado periodo de tempo (sessdo) (Altman, 1974). Uma vez que, todas as acg¢bes do
animal séo registadas durante a sessdo, esta forma de amostragem permite registar estados e
eventos, obtendo-se dados completos e precisos, relativamente a frequéncia e dura¢do dos
comportamentos. Refira-se que, um estado € um comportamento em que é facil para o
observador perceber quando comeca e quando acaba (comportamento com uma duragédo
significativa) e, um evento é uma alteragdo entre estados, aproximando-se de uma ocorréncia
instantanea que acontece tdo rapidamente que o observador s a regista como tendo ocorrido

(comportamento momentéaneo) (Lehner, 1996).
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1.5.1.2 Método de varrimento (Scan)

Segundo Lehner (1996), a recolha de dados por scan é um método de amostragem instantaneo
pelo qual os individuos sdo observados em periodos pré-determinados e 0 seu comportamento
¢ registado. Este método permite que o observador registe dados comportamentais
relativamente precisos para um numero relativamente elevado de animais, e € muito Util para
estimar a percentagem de tempo que um individuo gasta nas diversas actividades. E muito
eficiente para avaliar estados de comportamento mas nao € recomendado para eventos, dado
que 0s eventos comportamentais sdo instantaneos assim como os pontos de recolha de
amostragem e logo a probabilidade de acontecerem os 2 simultaneamente, é muito remota
(Lehner, 1996).

1.5.1.3 Método pontual (oportunistico)

O método pontual ou oportunistico baseia-se na recolha de todos os dados de um determinado
comportamento, ou de varios comportamentos especificos (p.ex.: comportamentos de
interaccdo), em todos os individuos e sempre que estes comportamentos sdo observados
(Altman, 1974).

2. Objectivos

2.1 Objectivo do estudo

O principal objectivo do estudo foi o de avaliar a ocorréncia de alteracdes provocadas por
implante de Deslorelina aplicado num macho de lince-ibérico: alteraces comportamentais,

fisioldgicas e clinicas. Assim, como tentar avaliar se o contraceptivo foi eficaz nesta espécie.

2.2 Razbes para a aplicacdo de um contraceptivo num lince-ibérico

Como ja referido, os animais em cativeiro estdo protegidos das suas maiores causas de morte
natural, como sejam a predacdo e as doencas e assim, a sobrepopulacdo é mais facil de ocorrer
(Carter & Kagan, 2010). Sendo o lince-ibérico uma espécie criticamente ameacada 0 uso de
um contraceptivo nesta parece incongruente. No entanto, o nimero de individuos esta a
aumentar, podendo futuramente ocorrer nos centros, uma sobrepopulacdo. De referir que,
alguns exemplares j& se encontram em jardins zooldgicos (p. ex.: o sujeito do estudo
(Gamma) que se encontra no Jardim Zoologico de Lisboa desde Dezembro de 2014), locais
onde, por vezes, por questdes de bem-estar e de espaco, ndo se pretende a reproducdo. O uso
de um contraceptivo nestes sitios pode permitir também a co-habitacdo de animais que, em

situacdo normal, ndo poderiam partilhar o0 mesmo espaco (p. ex.. macho e fémea néo
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escolhidos para reproducéo). Alguns linces pelo seu perfil genético (sobrerepresentados no
programa ou portadores de doencas potencialmente genéticas) ndo sdo bons exemplares para
reproduzir ou reintroduzir. Porém, um exemplar que ndo é ideal para reproducdo num
momento pode sé-lo noutro, dependendo da futura evolugdo da composicdo geneética e
demogréafica do programa. As flutuacbes de populacdes e mesmo o desaparecimento de uma
populagéo pode tornar um exemplar que, inicialmente, ndo tinha muito valor reprodutor, num
animal ideal para reproducdo. Tendo em conta estes factores, o controlo da populagéo de
linces, futuramente, pode ser necessario, sendo o ideal recorrer a um contraceptivo reversivel.
Com o inuito de testar a eficacia, tempo de duracdo e ocorréncia de efeitos secundarios de um

contraceptivo reversivel, este foi colocado num lince-ibérico macho.

2.3 Razbes para a aplicagdo num macho

Normalmente, a contracepc¢do é dirigida as fémeas dado que os acontecimentos que levam a
oogénese, ovulacgdo, transporte de gametas e implantacdo demoram varios dias, mas sdo mais
faceis de interromper do que a espermatogénese e a maturacdo do esperma no epididimo, que
€ um processo continuo (Jewgenow et al., 2006a; Munson, 2006; Asa & Porton, 2010). No
CNRLI, o objectivo principal é a reproducdo e, portanto, como todas as fémeas eram

saudaveis e aptas a reproduzir, foi escolhido um macho como sujeito em estudo.
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3. Material e Métodos

3.1 Sujeito em estudo

Quando o presente estudo teve inicio, 0 CNRLI albergava 16 linces adultos: 7 fémeas
(Azahar, Biznaga, Castafiuela, Era, Flora, Fresa e Fruta) e 9 machos (Calabacin, Drago,
Enebro, Eon, Fresco, Fado, Fauno, Foco e Gamma). A escolha do animal para colocacdo do
implante foi feita tendo em conta os objectivos principais do centro, como ja referido. De
entre os varios machos, 0 Gamma foi o escolhido (Figura 2). Este animal é um macho adulto
nascido em 2010, que de acordo com o Grupo de Aspectos Genéticos e Demograficos do
Comité de Cria em Cativeiro do lince-ibérico, ndo deve ser reproduzido porque,
potencialmente, é portador de uma doenca de caracter genético (epilepsia juvenil idiopatica)
(Anexo 1). Para além disso, actualmente, a sua linha genética estd sobrerrepresentada no
programa e, por isso, 0 seu valor genético é baixo, ndo interessando reproduzir. E importante
referir que, sendo a primeira vez que se utiliza este contraceptivo nesta espécie, ndo existia
qualquer informacdo prévia sobre o potencial impacto do contraceptivo no futuro dos
reprodutores. Devido aos factores ja referidos, o risco da utilizacdo do contraceptivo neste
animal foi considerado aceitavel. Dado ndo se poder prever se futuramente a sua linha

genética podera ser necessaria, optou-se por um mecanismo reversivel de contracepcéo.
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Figura 2 - Sujeito em estudo (Gamma) nas instalacées do CNRLI.

(Foto gentilmente cedida por Vanessa Requeijao)

3.2 Método contraceptivo

O meétodo contraceptivo reversivel escolhido foi a Deslorelina, analogo e agonista da GnRH.
Os procedimentos irreversiveis (gonadectomia, mecanismos contraceptivos e injectaveis
intratesticulares) ou aqueles cuja reversibilidade ndo é segura (vacinas imunocontraceptivas),
ndo foram uma opc¢do, uma vez que ndo se pretendia a exclusdo do animal do fundo genético.
Dos contraceptivos hormonais, 0s progestagénios revelaram efeitos nocivos em felideos e a
sua accdo sobre a espermatogénese nao € clara. Os androgénios, normalmente, ndo sdo
aconselhados em animais selvagens, pois podem provocar um aumento na agressividade e tém
efeitos diferenciados nos machos. Os analogos da GnRH, nomeadamente a Deslorelina, sdo
referidos pelo grupo de aconselhamento de contracepcdo da AZA como o método reversivel
mais eficaz e seguro para felideos selvagens, sendo recomendados para uma contracepc¢do a
longo prazo. Os seus efeitos secundarios, em machos, sdo normalmente inofensivos e cessam
com o final do tratamento. A Deslorelina como implante, ja foi utilizada em machos de chitas
e ledes, e a sua eficacia e reversibilidade foi comprovada.

Das diversas formas de administracdo de contraceptivos, a escolhida foi por colocacdo de um
implante, uma vez que o tempo de duracdo é prolongado e por se tratar da forma mais

utilizada para a administracdo de Deslorelina a animais selvagens.

Antes de se referirem os procedimentos (para colocacdo do contraceptivo e para re-avaliagdo
do animal) e os métodos de avaliacdo dos efeitos do contraceptivo, sumarizam-se 0s

acontecimentos por ordem cronoldgica (Figura 3).

Figura 3 - Cronograma do estudo
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2012 2013

Dezembro | Janeiro | Fevereiro Margo Abril Maio Dezembro

4 de Dezembro — Colocagdo do contraceptivo 3 de Dezembro — re-avaliagdo do animal
* captura e anestesia * captura e anestesia

* Exame fisico geral (EFG) * EFG+EGE

* Exame dos genitais externos (EGE) * Exame do sémen (electroejaculagado)

* Recolha de sangue para posterior
medic3o da testosterona sanguinea

SessOes de observagao continua
Scan

Quantidade de alimento ingerida
e apetite do animal

Interacgdes entre o sujeito de estudo e uma fémea

3.3 Procedimento para colocagao do contraceptivo

Para se proceder a colocagdo do contraceptivo, no dia 4 de Dezembro de 2012 (Figura 3) o
sujeito em estudo foi capturado com jaula de captura no campeio do seu cercado e
transpostado para a clinica do CNRLI. A inducdo anestésica foi realizada com uma
combinacdo de dexmedetomidina (Dexdomitor®, 0,56 ml, 20 pug/kg) e Midazolam (1,12 ml,
0,4 mg/kg), administrada por via intra-muscular ao animal, ainda na jaula de captura. De
referir que se usou um protocolo de anestesia sem quetamina e com administracdo precoce de
isoflurano, por se tratar de um animal com historial de epilepsia e para prevenir convulsdes
secundarias a administracdo daquele farmaco. Antes de ser colocado o implante, realizou-se
uma tricotomia com tesoura e maquina, na zona da omoplata direita do animal. Limpou-se a
zona dos pélos ainda presentes e procedeu-se a desinfeccdo (primeiro com alcool, depois com
Betadine® e novamente com alcool) (Figura 4). Em seguida, procedeu-se a insercdo do
implante (Suprelorin®, 4,7 mg), como referido no resumo das caracteristicas do medicamento
em anexo (Anexo Il) e entdo, uma vez mais, foi feita a limpeza e desinfecdo da area (apenas
com alcool). Por fim, aplicou-se na zona cola de tecidos moles Histoacryl® (Figura 5 e Figura
6).

Figura 4 — Preparacgéo para colocacdo do implante: (1) realizacdo de tricotomia, (2)
realizacdo de desinfeccdo, (3) zona preparada para colocacao do implante.
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(Fotos originais)

Figura 5 — (1) Implante de Suprelorin®, (2) colocacao do implante.

1) )

(Fotos originais)

Figura 6 — Apos a colocacdo do implante: (1) zona onde foi colocado o implante, (2)

realizacdo de desinfeccdo, (3) aplicacdo de cola de tecidos moles.

(2) (3)

(Fotos originais)

3.4 Procedimento para re-avaliacdo do animal depois da colocacéo do contraceptivo

Para se proceder a uma re-avaliacdo do sujeito em estudo, o animal foi capturado no dia 3 de
Dezembro de 2013 (Figura 3). O procedimento para captura, anestesia e sedagdo foi
semelhante ao referido para a anestesia de 2012. Como se pretendia realizar uma colheita de
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sémen, 0 animal foi anestesiado com dexmedetomidina (Dexdomitor®, 0,7 mL, 25 ug/kg),
Butorfanol (0,07 mL, 0,1 pg/kg) e quetamina (Imalgene® 1000, 0,49 mL, 3,5 mg/kg) por via
intra muscular, através da jaula de captura. Neste caso, usou-se um protocolo de anestesia
diferenciado, sem Midazolan, para evitar o risco de contaminacao das amostras de sémen com
urina. Por se tratar de um animal com historial de epilepsia, optou-se pela administracdo

preventiva deste farmaco, Midazolan, no final do procedimento.

3.5 Métodos de avaliacdo dos efeitos do contraceptivo

Para se estimar os efeitos do método contraceptivo aplicado, foram avaliados varios
parametros que a seguir se analisam. De referir que, o tempo de estudo, foi de 3 meses, com
inicio em Dezembro de 2012, com a colocacdo do implante e final, em Fevereiro de 2013
(Figura 3). A anestesia de re-avaliacdo e a unido com a fémea ocorreram posteriormente, e as
interaccdes observadas para o casal em estudo ocorreram neste periodo e posterioremente. O
macho permaneceu no mesmo cercado (cercado 9), de 5 a 13 de Dezembro de 2012, tendo
acesso alternado a todo a sua area ou apenas a parte dela. No dia 13 de Dezembro de 2012 foi
transferido para o cercado 8 e no dia 27 de Fevereiro de 2013 foi para o cercado 7, tendo
igualmente, acesso ao corredor de intercomunicacdo (ci) do cercado 7 para o cercado 8
(Anexo I11: Descricdo dos cercados, Figura 10 e Figura 11).

A anestesia de re-avaliacdo ocorreu no dia 3 de Dezembro de 2013, a unido do macho com a
fémea, no dia 9 de Maio de 2012, sendo que as interaccdes para o casal foram observadas
desde dia 16 de Dezembro de 2012 até ao dia 31 de Maio de 2013 (Figura 3).

3.5.1 Ingestdo de comida e apetite do sujeito em estudo

Para se avaliar a ocorréncia de alteracbes na ingestdo de comida provocadas pelo
contraceptivo, foram analisados o apetite do sujeito e o volume ingerido de alimento. O
animal foi alimentado pelos tratadores durante 0 maneio com o regime normal. A avaliagédo
do apetite foi realizada pela equipa de tratadores segundo a escala: muito apetite - animal
come de uma s6 vez, logo que o alimento Ihe é disponibilizado, apetite médio - come em 24
horas todo o alimento disponibilizado e pouco apetite — ndo come todo o alimento
disponibilizado em 24 horas, deixando restos.

Nota: E importante referir que, para controlo da epilepsia, o sujeito do estudo ingeriu uma vez
por dia uma dose de 7,5 mg de Fenobarbital, que ndo sofreu qualquer alteracdo ao longo do
estudo. O medicamento foi incorporado em parte do alimento, aproximadamente 50g de

coelho morto, e foi-lhe oferecido diariamente pelos tratadores, mesmo nos dias de jejum.
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3.5.2 Comportamento

Para avaliacdo do comportamento do animal foi utilizado o sistema de videovigilancia.
Diversas camaras presentes nos cercados permitiram a monitorizacdo ndo condicionada dos
animais, 24 horas por dia, a partir da sala de coordenacéo.

Neste trabalho, o comportamento do macho foi avaliado recorrendo-se aos 3 tipos de métodos
mencionados na revisdo teorica (focal de observagdo continua, de varrimento — Scan, pontual
- oportunistico). Foram recolhidos pela aluna os dados das sessfes de observacdo continua do
macho, do scan realizado diariamente por toda a equipa de etologia e ainda das fichas de
interacgéo realizadas para o casal do estudo. A avaliagdo do comportamento foi realizada de
Dezembro a Fevereiro, para ndo afectar o trabalho da equipa de etologia/videovigilancia na
época de partos, com inicio em Marco. As interaccOes entre o sujeito e a fémea escolhida,
foram especialmente avaliadas, posteriormente, a este periodo com o mesmo intuito de, ndo
afectar a normalidade dos trabalhos do CNRLI. No presente trabalho, tentou avaliar-se 0s
padrdes de actividade e inactividade do animal, a frequéncia das suas marcacdes e as suas

interacdes com uma fémea.

3.5.2.1 Sessdes de observacao continua

Para se estudar o comportamento do animal em questdo, utilizou-se um método de
amostragem focal continuo. As sessdes de observacdo continua foram efectuadas pela aluna e
pela restante equipa de videovigilancia, tendo-se determinado que as sessGes teriam uma
duracdo de duas horas. O inicio de cada sessdo foi escolhida ao acaso, excluindo-se as horas
de maneio e de possivel intervencdo de tratadores e médicos veterinarios nos cercados (das
08:00 as 12:00 e das 16:00 as 18:00) a fim de ndo afectar o trabalho do videovigilante nas
suas tarefas diarias. No entanto, mesmo respeitando esses periodos, foram realizadas
parcialmente 4 sessdes e 17 ndo foram sequer realizadas por incapacidade do videovigilante
monitorizar as suas tarefas em conjunto com as gravacdes das sessdes. Ndo foram realizadas
as sessoes dos dias 6, 7, 8, 9, 10 e 11 de Dezembro, 2, 15 e 16 de Janeiro e 3, 13, 15, 20, 23,
26, 27 e 28 de Fevereiro.

As gravacOes foram realizadas recorrendo-se a uma camara do cercado 9 (campeio) e a 4
camaras do cercado 8 (maneio-campeio, parideira do maneio grande, superior e inferior do
edificio parideira).

As gravacg0es das sessdes foram visualizadas posteriormente pela aluna, que registou todos os

comportamentos revelados pelo animal naquele periodo, obtendo a ocorréncia, duracdo e
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sequéncia de estados e eventos. Para registo dos comportamentos foi utilizado o etograma da
espécie empregue diariamente na videovigilancia do CNRLI com algumas modificacGes
realizadas pela aluna, orientador e co-orientador e restante equipa de etologia (Anexo 1V). O
etograma original da espécie foi redigido em Castelhano e, portanto, para facilitar o trabalho e
nomeadamente a utilizacdo das siglas no preenchimento do etograma, a aluna utilizou as
siglas originais que aparecem entre paréntesis nas definicdes do etograma. Quando foi
necessario e para melhor compreensao das siglas, surge na definicdo do comportamento a
palavra em Castelhano, em italico. Todas as categorias de actividade foram contabilizadas
para posterior analise de dados, nomeadamente o tempo fora de vista (fv), uma vez que neste

periodo ndo se podia inferir se 0 animal estava ou ndo activo.

3.5.2.2 Scan

Para comparagdo do comportamento do sujeito em estudo com os restantes machos adultos do
CNRLI (Calabacin, Drago, Eon, Enebro, Fado, Fauno, Foco e Fresco), utilizaram-se os dados
recolhidos pela equipa de videovigilancia através do scan diario. No scan diario tenta-se
registar o comportamento de cada animal a cada hora, devendo o tempo, entre recolha de
dados para um mesmo individuo, ser de aproximadamente 60 minutos. E realizado um
varrimento completo do campeio na procura de cada animal que, quando localizado, deve ser
observado por 10 segundos (este periodo aumenta se 0 animal estiver em movimento) para
gue o comportamento seja interpretado correctamente. Se o lince demonstrar mais do que um
comportamento, o registado deve ser 0 que o animal apresentou logo no inicio da observacéo.
O scan esta estruturado em 12 categorias de informacdo (data, hora, minuto, observador,
clima, lince, actividade, comportamento, localizacdo, factor externo, elemento de
enriquecimento ambiental e observacGes) que devem ser completadas a cada intervalo
horéario, para cada exemplar. Este método de amostragem e registo é uniforme para todos os
centros de reproducdo sendo muito importante seguir exaustivamente as instrucfes para
manter a homogeneidade (Programa de Conservacion Ex-situ del Lince Ibérico, 2013).

Com os dados recolhidos por este método, foi avaliada a frequéncia relativa das diversas
categorias de actividade (actividade (a), inactividade (i), fora de vista (fv), sem camara (sc),
ndo identificado (ni), soma de fora de vista, sem cadmara e ndo identificado (fv+sc+ni)) e a
frequéncia absoluta de marcagdes realizadas para cada animal. Para a comparacao dos valores
do sujeito em estudo com os outros machos foi calculado para cada més do estudo, um valor
médio dos resultados obtidos para os restantes. Normalmente, na avalia¢do dos dados do scan

no CNRLLI, eles séo excluidos quando a percentagem de fv (ou a soma da percentagem de
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fv+sc+ni) é superior a 30%. Porém, neste estudo, por decisdo da aluna, orientador e equipa de
etologia, excluiram-se apenas 0s casos em que aquele valor foi superior a 80%, para que 0

sujeito em estudo nunca fosse excluido.

3.5.2.3 Ficha de interac¢Oes

Para se avaliar o comportamento do sujeito em estudo perante uma fémea e 0 Seu
comportamento sexual, 0 macho foi unido a uma fémea (Janes) e as suas interac¢des foram
registadas na ficha respectiva (Anexo V). O método de amostragem foi oportunistico
baseando-se na deteccdo de interaccdes sempre que observadas pelo operador. Este registo,
principalmente, antes e durante o cio, permite uma avaliagdo do comportamento social dos
linces. No periodo anterior ao cio, inicia-se 0 processo de socializagdo dos pares que,
inicialmente, consiste em manter o par em cercados contiguos, permitindo o acesso de um dos
individuos ao passeio entre os cercados e depois permitindo o acesso de um animal ao
campeio do outro, enquanto o ultimo permanece fechado em maneios. Este processo é
alternado, de forma a possibilitar a partilha de territorios e a troca de odores entre os animais,
nomeadamente através da marcacdo. Todo o0 processo é seguido por camaras, sendo as
interaccBes registadas. No final de cada dia, realiza-se uma contagem das interacgdes
positivas e negativas de forma a poderem ser avaliadas as possibilidades de unido entre os
exemplares. Depois dos pares estarem formados, o registo das interac¢des continua, a fim de
se acompanhar a evolu¢do do comportamento do casal desde a época de cio até as copulas
(Anexo IV).

A unido do casal de estudo (Gamma e Janes) foi realizada fora da época reprodutiva, apés 6
meses da colocacdo do implante. No entanto, o processo de socializagdo realizado foi
semelhante ao referido anteriormente, tendo comecado no dia 13 de Dezembro de 2012 e
sendo permitida a primeira unido no dia 9 de Maio. De referir que, para a observacdo desta
unido para além das camaras ja referidas, foi também utilizada a cdmara de campeio do

cercado 7.

3.5.3 Reproducgdo
A avaliagdo reprodutiva do sujeito foi realizada durante as anestesias ja mencionadas. Foi
realizado um exame fisico geral, exame dos genitais externos, recolha e analise de sémen e

ainda recolha de sangue, para posterior quantificacdo da testosterona sanguinea.
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3.5.3.1 Exame fisico geral e exame dos genitais externos

O exame fisico geral e 0 exame dos genitais externos foram realizados durante a anestesia
para colocacdo do implante e novamente na anestesia de re-avaliacéo.

O exame fisico incluiu a medicdo do peso do animal, recorrendo a uma balanca analdgica
presente na clinica, e a avaliacdo da condi¢do corporal, por observacgéo directa do sujeito em
estudo tendo em conta a escala de condi¢éo corporal do lince-ibérico (Anexo VI1).

O exame dos genitais, consistiu na observagdo directa do pénis e testiculos, na realizacdo de
medicdes testiculares, na avaliacdo da aparéncia das espiculas penianas e sua medicao, e ainda
numa ecografia testicular para observacdo do parénquima (Figura 7 e Figura 8). A medicao
dos testiculos foi realizada com a ajuda de uma craveira (comprimento e largura) e também,
com o auxilio do ecografo (comprimento, altura e largura). Com os valores obtidos com este
ultimo calculou-se o volume de cada testiculo e depois o total, ou o peso testicular, segundo o
método descrito por Harcourt et al. (1995) (Gafan et al., 2009). Para cada testiculo,
volume=4/3 x & x (comprimento/2) x (largura/2) x (profundidade/2). O volume total ou peso
testicular (g) = (testiculo esquerdo (cm®) + testiculo direito (cm®)) x 1,1, sendo o 1,1 o factor
de conversdo para calcular o peso de um tecido corporal a partir do seu volume (Gafan et al.,
2009). A avaliacdo da aparéncia das espiculas penianas foi realizada subjectivamente de 1 a 3,
escala referida por Bertschinger et al. (2006): 1- pouco desenvolvidas, 2- moderadamente
desenvolvidas, 3 — proeminentes. A medi¢do quantitativa das espiculas penianas foi realizada
com o auxilio de uma escala de papel quadriculada com quadriculas de 1 cm de lado e linhas
de 1 mm de largura.

Na anestesia de re-avaliacdo, a de Dezembro de 2013, para além do que ja se referiu, foi
também realizado um exame de sémen (recolha por electroejaculacdo) e colheita de sangue,
para posterior quantificacdo da testosterona sanguinea do animal. De referir que nesta

anestesia, os valores testiculares foram medidos antes da electroejaculacéo.

Figura 7 — Anestesia de 2012 - Realizacdo de medicdes testiculares: (1) com craveira,

(2) com ecografo; (3) Avaliagdo da aparéncia das espiculas penianas.

(1) (2) (3)




(Fotos originais)

Figura 8 — Anestesia de 2013 - Realizacdo de medig0es testiculares: (1) com craveira,

(2) com ecografo; (3) Avaliacdo da aparéncia das espiculas penianas.

(1) (2) (3)

(Fotos originais)
3.5.3.2 Exame do sémen
Metodologia da recolha de sémen
Dos métodos utilizados em animais selvagens para recolha de sémen (electroejaculacéo,
estimulagdo manual, vagina artificial ou recolha pds-morte) a electroejaculacdo é o método
mais utilizado visto necessitar de pouco treino e, o animal estar anestesiado, enguanto se
realiza o procedimento (Spindler & Wildt, 2010). No presente trabalho, a recolha de sémen
foi realizada por este método pela equipa do Doutor Eduardo Roldan (Madrid) seguindo o
procedimento descrito por Gafan et al (2010) (Figura 9). Neste caso, foram realizadas apenas

duas séries de estimulos.

Figura 9 — Electroejaculagdo: (1) material utilizado, (2) recolha de sémen

(1) ()

(Fotos originais)

Metodologia de analise do sémen
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A analise de sémen foi realizada pela equipa do Doutor Eduardo Roldan (Madrid) segundo o

procedimento descrito por Gafan et al. (2010).

3.5.3.3 Avaliacdo do perfil hormonal

A analise hormonal é o método indirecto mais preciso para monitorizar o estado funcional do
sistema reprodutivo, uma vez que as hormonas sdo os reguladores do sucesso deste sistema
(Hodges, Brown & Heistermann, 2010; Spindler & Wildt, 2010). Estas estdo presentes e
podem ser medidas em varias matrizes biologicas, dependendo a escolha da matriz do tipo de
informacdo pretendida, das técnicas de analise envolvidas, do metabolismo e via de excrecédo
da hormona (diferente entre espécies) e da facilidade da sua recolha (Hodges et al., 2010). Os
métodos ndo-invasivos de recolha de amostras sdo vantajosos no caso de animais em que o
contacto deve ser evitado, como em jardins zooldgicos e centros de reproducdo. Porém,
podem ser dificeis de recolher, sobretudo quando co-habitam com outros animais (Hodges et
al., 2010).

A avaliacdo hormonal no decurso do estudo foi realizada unicamente por quantificacdo da

testosterona sanguinea, aquando da anestesia de re-avaliacéo.

Testosterona no sangue

1. Metodologia da recolha de sangue, armazenamento e envio

O sangue para quantificacdo da testosterona, foi recolhido por puncédo da veia safena esquerda
do animal (butterfly de 21 Gauge). A amostra pretendida foi recolhida para um tubo com gel
para separacdo de soro e, em seguida, foi imediatamente refrigerada (4 a 8°C). Apos, 20
minutos, aproximadamente, a amostra foi centrifugada (15 minutos, 3000 rpm a 21°C), tendo-
se colocado, 1mL do soro obtido, num tubo eppendorf. A amostra foi entdo congelada a -
20°C. Para expedicdo, ainda congelada, foi colocada no interior de uma caixa de esferovite
(propria para envio de amostras) com placas termoacumuladoras no seu interior e foi enviada
paraa IZW (Berlim).

2. Metodologia de medicdo da testosterona no sangue:

A medicéo da testosterone sanguinea foi realizada pela equipa da 1IZW (Berlim) segundo o
procedimento referido por Goritz et al. (2009b).
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3.6 Andlise estatistica

Os dados comportamentais do sujeito em estudo obtidos a partir do método focal foram
registados directamente numa folha de célculo do programa Microsoft Office Excel 2010. O
seu tratamento e analise foram realizados recorrendo a0 mesmo programa e ao Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) 21. Foi realizada uma analise descritiva das diferentes
categorias (actividade, inactividade e fora de vista) relativamente a duracdo das mesmas
(total, média, por sessdo e por més de estudo) e a sua frequéncia relativa. Quanto a categoria
de actividade, foi calculada a frequéncia relativa de cada comportamento realizado pelo
animal. Foi ainda realizada uma analise descritiva especifica do comportamento de marcagéo
relativamente a duracdo do mesmo (total, média e por sessdo) e a sua frequéncia absoluta
(total no estudo, por sessao e por local do cercado).

Os dados recolhidos do scan diario, relativos ao macho em estudo e aos restantes machos,
foram transferidos para uma folha de calculo do programa Microsoft Office Excel 2010,
através da qual, foram igualmente tratados e analisados. Foi feita a analise descritiva das
diferentes categorias (actividade, inactividade, fora de vista, sem camara, ndo identificado e a
soma das trés Ultimas categorias) relativamente a sua frequéncia relativa, por més de estudo.
Foi analisado também o comportamento de marcagdo para cada més de estudo, relativamente

a sua frequéncia relativa.

4. Resultados

4.1 Ingestdo de comida e apetite do sujeito em estudo

O animal comeu em média 900g por dia (ndo ad libitum). Comummente comeu por semana, 3
dias coelho morto, 3 dias coelho vivo e fez um dia de jejum (Domingo). No periodo de
estudo, comeu ainda frango 4 vezes, em média 800g por refeicdo. A quantidade de alimento
oferecido ndo sofreu alteragcdo com o inicio do tratamento nem durante o periodo de estudo e
ndo foram observadas alteragcdes na ingestdo de comida. Pela escala de apetite, o animal foi
avaliado como tendo muito apetite, comendo sempre prontamente e ndo deixando restos. O

animal teve sempre agua disponivel (ad libitum).
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4.2 Comportamento

4.2.1 Sessdes de observagdo continua do animal em estudo

Parametros a avaliar: Actividade, inactividade e fora de vista

A recolha de dados ocorreu de 5 de Dezembro de 2012 a 25 de Fevereiro de 2013, num total
de 69 sessbes. Foram inseridas 5050 entradas de dados. No total desse periodo avaliou-se a
actividade do animal pela descri¢do se o animal estava activo, inactivo ou fora de vista. Para o
estado activo foi registada uma frequéncia relativa de entradas de dados de 77,1% e para o
estado inactivo de 3,8%. A frequéncia relativa de entradas de dados de fora de vista foi de
19,1%. Quando activo, o comportamento mais frequente que o animal realizou foi o de se
deslocar (51,2%), nomeadamente no perimetro (27,6%), seguido do comportamento de
observar (20,4%) e de marcar com urina (11,3%) (Grafico 1). Quando inactivo, o
comportamento que obteve maior frequéncia foi o dormir (64,9%), seguido de descansar

(35,1%). De referir que para inactividade s6 existem estas duas categorias.

Gréafico 1 - Frequéncia relativa, em percentagem, dos diferentes comportamentos de

actividade realizados pelo sujeito em estudo.
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Comportamentos de actividade

Foram registadas e avaliadas 131 horas, 40 minutos e 6 segundos de comportamentos do
animal, o que equivale a 7900,10 minutos. O individuo permaneceu a maior parte do tempo
fora de vista 3526,14 minutos (58h46m8s). Seguiu-se o estado inactivo com 2619,43 minutos
(43h39m26s) e por ultimo, o activo 1754,53 minutos (29h14m32s) (Anexo VII: Tabela 9).
Durante os 3 meses de observacdo (Dezembro a Fevereiro), 0 sujeito permaneceu mais tempo
em actividade no més de Dezembro (824,63minutos), seguido de Janeiro (632,97minutos) e

por ultimo Fevereiro (296,93minutos) (Tabela 1).

Tabela 1 — Duracéo total, em minutos, do tempo observado para o animal no estado activo,

inactivo e fora de vista, por més de estudo.

Duragéo (minutos)

Més de estudo N° de sessdes Activo  Inactivo  Fora de vista Soma
Dezembro 21 824,63 812,43 729,42 2366,48
Janeiro 28 632,97  1135,05 1454,55 3222,57
Fevereiro 20 296,93 671,95 1342,17 2311,05
Total 69 175453  2619,43 3526,14 7900,10

Relativamente a actividade diaria ocorreram varios “picos”, aumentos de actividade seguidos
de uma diminuicdo. Em 10 sessdes, permaneceu em actividade por mais de 60 minutos, sendo

gue, em duas dessas sessdes, esteve activo por mais de 90 minutos (20 e 22.12.2012) (Grafico
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2). A duracdo maxima continua de actividade foi de 29,30 minutos (29m18s) no dia 31 de
Dezembro, e a duragdo média de actividade por sessao foi de 25,43 minutos (25m26s) (Anexo
VII: Tabela 9).

Grafico 2 — Duracdo total, em minutos, do tempo observado do animal em actividade por

sessdo/dia de observacgao.
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Dia de observagéo

Relativamente a inactividade, em 21 sessGes o animal permaneceu mais de 60 minutos
inactivo, em 12 das quais, permaneceu mais de 90 minutos inactivo. A duragdo maxima
continua de inactividade foi de 103,57 minutos (1h43m34s) no dia 27 de Janeiro e a duragdo
média de inactividade por sessao foi de 37,96 minutos (37m58s) (Anexo VII: Tabela 9).

Em 30 sessdes, o animal permaneceu mais de 60 minutos fora de vista, sendo que em 19
delas, esteve mais de 90 minutos fora de vista. A duracdo maxima continua do tempo de fora
de vista foi de 120 minutos, sendo que em 7 sessdes, o animal ndo foi mesmo observado
(19.12;12 e 22.01; 14,16,19 e 25.02). A duracdo média do tempo de fora de vista por sessdo
foi de 51,10 minutos (51m6s) (Anexo VII: Tabela 9).

Marcagéo

Relativamente ao comportamento de marcar, 0 Gamma efectuou um total de 469 marcagdes,
442 com urina, 26 com as patas e uma com o corpo (Anexo VII: Tabela 10). O dia 22 de
Fevereiro foi aquele em que mais se observou a realizacdo de marcacdes, 63 no total, tendo

sido igualmente o dia em que foi observado o maior nimero de marcagdes com urina, 62
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marcacgdes. No dia 23 de Dezembro foi quando se registou 0 maior nimero de marcacgdes com
patas, 4 marcagdes (Anexo VII: Tabela 11).

O dia em que foi registado o maior tempo total despendido pelo animal com o comportamento
de marcacéo foi 4 de Fevereiro, em que ocorreu igualmente maior duracdo de realizacdo do
comportamento de marcacdo com patas. A 22 de Fevereiro registou-se a maior duragdo do
comportamento de marcagdo com urina e, no mesmo dia para marca¢do com corpo. O tempo
total despendido pelo animal no comportamento de marcacao foi de 889 segundos (14m49s).
A duracdo média de cada comportamento de marcacdo foi de 2 segundos (Grafico 3 e Grafico
4; Anexo VII: Tabela 12).

Gréfico 3 - Duracdo total do tempo, em segundos, despendido pelo sujeito em estudo na

realizacdo do comportamento de marcacao, por sessdo/dia de observacao.
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Grafico 4 - Duracdo total, em segundos, do tempo despendido pelo sujeito em estudo na

realizacdo de marcagdo com urina e com patas, por sessdo/dia de observagao.
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Mensalmente, no més de Janeiro registou-se a maior frequéncia e duracdo do comportamento
de marcar (frequéncia=218 e duracdo=342,0 segundos), seguiram-se Fevereiro
(frequéncia=149 e duragdo=313,0 segundos) e Dezembro (frequéncia=101 e duragdo=234,0
segundos) (Gréfico 5). Esta variacdo também se observou de igual forma para o
comportamento especifico de marcacdo com urina, que revelou maior frequéncia e duracéo,
no més de Janeiro (frequéncia= 212 e duracdo=202,0 segundos), seguido de Fevereiro
(frequéncia=137 e duracdo=155,0 segundos) e Dezembro (frequéncia=93 e duracdo=132,0
segundos) (Gréfico 6).
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Gréfico 5 - Duracdo total, em segundos, do tempo despendido pelo sujeito em estudo na

realizacdo do comportamento de marcacéo por més de estudo.
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Gréfico 6 - Duracdo total, em segundos, do tempo despendido pelo sujeito em estudo na

realizacdo do comportamento de marcacdo com urina, por més de estudo.
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Relativamente a localizacdo das marcacfes, 0 Gamma realizou 107 marca¢Ges com urina no
campeio, 53 no maneio grande e 282 no maneio pequeno. De referir que 247 das Ultimas
foram realizadas no mesmo local, poste 2 do telheiro (Anexo VII: Tabela 13 e Anexo IlI:
Figura 12) O comportamento marcar com patas, foi realizado por 7 vezes no campeio e 19, no
maneio grande, as Gltimas na cortica junto a caixa parideira (Anexo VII: Tabela 14). De
referir que durante o estudo, o animal teve acesso a 2 cercados e a localizacGes diferentes
dentro destes (Anexo VII: Tabela 15 e Tabela 16).
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Nas sessdes de duas horas de observacdo do animal, ndo foram registadas as categorias de ndo
identificado (ni) e sem cadmara (sc), nem os comportamentos de actividade de lamber genitais,

cacar, copular, enterrar, jogo, montar, marcar com barbas, picacismo e conduta repetitiva.

4.2.2 Scan

Pardmetros a avaliar: Actividade, inactividade, fora de vista, sem cdmara e soma de fora de
vista, sem camara e ndo identificado

Durante os 3 meses de avaliagdo do etograma para comparacdo do sujeito em estudo e dos
outros machos presentes no CNRLI pode constatar-se que a frequéncia relativa do
comportamento de actividade variou. Assim, a actividade observada foi menor no més de
Dezembro para ambos (sujeito em estudo - 40%, outros machos - 36%) e maior em Janeiro

também para ambos (sujeito em estudo - 46%, outros machos - 42%). (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia relativa, em percentagem, da actividade do sujeito e dos outros machos

por més de estudo.

Frequéncia relativa de actividade (%)

Més de estudo Sujeito Outros

Dezembro 2012 40 36
Janeiro 2013 46 42

Fevereiro 2013 44 37

A inactividade também variou, atingindo valores mais baixos em Dezembro e Fevereiro para
0 sujeito em estudo (24%) e em Dezembro para os outros (14%). Para a percentagem da soma
das categorias fora de vista, sem cadmara e ndo identificado o valor minimo ocorreu em
Janeiro (17% e 32%) e o valor maximo em Dezembro (36% e 48%) para ambos 0s grupos

(sujeito e outros, respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Frequéncia relativa, em percentagem, de inactividade, fora de vista, sem camara e
soma de fora de vista (fv), sem camara (sc) e ndo identificado (ni) (fv + sc+ ni), do sujeito e

dos outros machos por més do estudo.

Frequéncia relativa de cada categoria de actividade (%)

Inactividade Fora de vista Sem camara fv +sc+ni

Més de estudo  Sujeito Outros Sujeito Outros Sujeito Outros Sujeito  Qutros

Dezembro 2012 24 14 3 9 33 37 36 48

Janeiro 2013 37 26 5 15 12 14 17 32
Fevereiro 2013 24 26 4 11 28 24 33 37
Marcacoes

Pelo método de scan, o sujeito em estudo foi observado a realizar 3 marcagdes no més de
Dezembro e uma marcagdo no més de Fevereiro, ndo tendo sido observado no més de Janeiro
a realizar este comportamento. Ocorreu pois, uma diminui¢cdo desse comportamento no
segundo més (Janeiro), seguido de um aumento no més de Fevereiro. Para 0s outros machos
no més de Dezembro foi, também, quando se observou o maior nimero de marcacdes, 4,63
em média por animal. Este valor diminuiu nos dois meses seguintes, tendo ocorrido o valor

mais baixo, no més de Fevereiro (Tabela 4).

Tabela 4 — NUumero de marcacdes realizadas pelo sujeito e pelos outros machos por més de

estudo.

Numero de marcac6es

Més de estudo Sujeito Outros
Dezembro 3,00 4,63
Janeiro 0,00 2,25
Fevereiro 1,00 1,63

Especificamente ao comportamento de marcagdo com urina, os resultados foram semelhantes.
No més de Dezembro, o sujeito em estudo foi observado a realizar 3 marcacgdes e apenas uma
marcacdo, no més de Fevereiro, sendo que no més de Janeiro ndo foi registado esse
comportamento. Para os outros machos, foi no més de Dezembro que se observou o maior
numero de marcacdes, 26 no total e 3,25, em média por animal. Estes valores diminuiram nos

dois meses seguintes, ocorrendo o valor mais baixo, no més de Fevereiro (Tabela 5).
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Tabela 5 — Numero de marcagdes com urina realizadas pelo sujeito e pelos outros machos por

més de estudo.

Numero de marcag¢fes com urina

Més de estudo Sujeito Outros (Media)
Dezembro 3,00 3,25
Janeiro 0,00 1,50
Fevereiro 1,00 1,13

4.2.3 Registo de interacg0es

Foram observadas e registadas as interaccGes entre o casal de estudo para se avaliar a
compatibilidade do casal e o comportamento sexual do macho, depois do tratamento. Estes
episodios foram registados de 16 de Dezembro de 2012 a 31 de Maio de 2013. Foram
avaliados 171 episodios de interaccles, 12 através da rede e 159 por contacto directo. A

fémea iniciou 93 desses episodios e 0 macho, 58 (Tabela 6).

Tabela 6 - NUmero de episodios de interac¢do expressos pelo animal que a inicia e pelo tipo
de contacto. NUmero total de episodios de interaccao iniciados por cada individuo e pelo tipo

de contacto.

Numero de episodios de interaccao

Animal que inicia a interacgao Através da rede Contacto directo Total
Fémea 12 81 93
Macho 0 58 58
Desconhecido 0 19 19

Total 12 159 171

Os episadios de interaccdo observados através da rede tiveram uma duragdo de 14,42 minutos
(14m25s) e por contacto directo de 290,72 minutos (4h50m43s), o que no total perfez 305,13
minutos (5h5m8s) de interacgdes. A duragdo média por episodio de interacgdo foi de 1,80
minutos (1m48s).

Nos 171 episddios de interac¢Bes foram registados 557 comportamentos, 336 dos quais foram
de caréacter positivo, 203 neutros e 18 negativos. No decorrer das interac¢des negativas nunca
houve necessidade de intervir. No dia da unido, 9 de Maio de 2013, observaram-se 29

interaccdes, 22 positivas, 5 neutras e 2 negativas. No dia seguinte, 10 de Maio de 2013, foi 0
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dia em que se observou o maior nimero de interac¢des: 138 no total (68 positivas, 57 neutras
e 13 negativas) (Gréfico 7 e Anexo VIII: Tabela 17).

Relativamente ao comportamento sexual, na semana 23 do tratamento, no 5° dia (13 de Maio
de 2013) em que o casal esteve unido, o sujeito em estudo realizou duas tentativas de cépula.
Ao longo dos episodios de interac¢do do casal, ndo foram registados os comportamentos de

esfregar corpo, esfregar barbas, grunhidos e bufidos.

Grafico 7 — Numero de interaccdes do casal em estudo.
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(Seta assinala o dia da unido do casal, dia 9.05.2013.)

4.3 Reproducao

4.3.1 Exame fisico geral e exame dos genitais externos

Peso e condicéo corporal:

O exame fisico realizado durante as anestesias permitiu obter o peso e condi¢do corporal do
animal, nas duas situacdes. No dia 4 de Dezembro de 2012, o seu peso foi de 13,4 kg com
uma condigéo corporal de 3, e no dia 3 de Dezembro de 2013, pesou 14,15 kg e revelou
idéntica condicdo corporal. Assim, constatou-se que 0 peso do animal aumentou cerca de 750

gramas, mas a sua condigédo corporal manteve-se.

Espiculas penianas
No decorrer da anestesia realizada em Dezembro de 2012, pela observacédo directa do pénis,
classificou-se a aparéncia das espiculas testiculares do sujeito, como moderadamente

desenvolvidas. Na realizada em Dezembro de 2013, as espiculas revelaram-se menos
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desenvolvidas, praticamente invisiveis e portanto, foram classificadas como pouco

desenvolvidas. A medicao quantitativa das espiculas com a quadricula ndo foi conseguida.

Medicdes testiculares

Os valores testiculares, comprimento, largura e profundidade, obtidos aquando das anestesias,
por medicdo ecogréfica e com craveira, diminuiram do ano de 2012 para 0 ano de 2013
(Tabela 7).

Tabela 7 - Medicbes testiculares do sujeito, no ano de 2012 e no ano de 2013.

2012 2013
Testiculo Testiculo
Método _ o o
N Medicao (cm) Esquerdo Direito Esquerdo Direito
utilizado
_ Comprimento 1,70 1,60 1,45 1,44
Craveira
Largura 1,30 1,20 0,954 0,82
Comprimento 1,72 1,87 1,61 1,69
Ecografia Largura 1,50 1,50 0,60 1,08
Profundidade 1,04 1,05 1,08 1,01

O volume e o peso testicular calculados com base nos valores obtidos a ecografia, tambem
sofreram uma reducédo do ano de 2012 para 2013 (Tabela 8).

Tabela 8 - Volume e peso testiculares do sujeito, no ano de 2012 e no ano de 2013.

2012 2013
Testiculo Testiculo
Esquerdo Direito Esquerdo Direito
Volume testicular (cm®) 1,41 1,54 0,55 0,97
Peso testicular (g) 3,25 1,67
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4.3.2 Exame do sémen

A electroejaculacao realizada em 2013 resultou na colheita de um ejaculado azoospérmico.
4.3.3 Avaliacédo do perfil hormonal

Testosterona no sangue

O resultado obtido para testosterona sanguinea foi de 0,3ng/ mL.
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5. Discussao

5.1 Ingesté@o de comida e apetite do sujeito em estudo

Como foi referido por Goericke-Pesch et al. (2011), o apetite do animal pode modificar-se ao
longo do tratamento com Deslorelina e, portanto, ele deve ser avaliado. No presente estudo o
animal ndo demonstrou alteracdes na ingestdo de comida ou do apetite, tendo sido mantida a

quantidade de alimento oferecido, ao longo de todo o estudo.

5.2 Comportamento

Os comportamentos referidos nos estudos ja realizados mencionam apenas 0 comportamento
sexual, a agressividade e o comportamento territorial de marcagdo com urina (Bertschinger et
al., 2006; Goericke-Pesch et al., 2011; Novotny et al., 2012).

5.2.1 Sessdes de observacdo continua do animal em estudo

Parametros a avaliar: Actividade, inactividade e fora de vista

Relativamente a frequéncia de acontecimentos, ou frequéncia relativa de entradas de dados, o
estado activo foi o que mais ocorreu. Isto explica-se facilmente porque, quando o animal esta
em actividade, ele altera frequentemente o seu comportamento, 0 que equivale a mais entradas
de dados, ou seja, € maior a frequéncia. J& quando o animal estd a descansar ou a dormir,
raramente modifica 0 seu comportamento, equivalendo isso a poucas entradas de dados, uma
vez que o comportamento se mantém. Estes ultimos comportamentos tém no entanto uma
maior duracdo. Quando activo, os comportamentos mais realizados pelo animal foram os de
deslocar, observar e marcar com urina. Estes sdo comportamentos tipicos do felino que
pretende defender o seu territorio e, portanto, estdo de acordo com o esperado (Ferreras et al.,
1997; Simon et al., 2012). Destes 3 comportamentos, o mais frequente foi o de se deslocar,
nomeadamente a deslocacdo no perimetro. Como a aluna observou durante o seu estagio, a
maioria dos animais no CNRLI quando patrulham deslocam-se pelo perimetro,
nomeadamente por cima do muro de betdo. Este comportamento pode dever-se ao facto de,
em cima do muro, 0s animais terem uma visdo abrangente do seu territorio.

Em relacdo & duragdo dos comportamentos, durante os 3 meses de estudo, o animal
permaneceu a maior parte do tempo fora de vista, seguindo-se o estado inactivo e, por fim, o
estado activo. O facto de o animal ter permanecido a maior parte do tempo fora de vista, deve-
se provavelmente aos cercados terem varios locais onde o animal ndo era visivel. Isto pode
significar que existem muitos locais de reflgio, o que é bom para os animais, podendo

significar também a necessidade de mais camaras nos cercados, para uma mais eficiente
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observacao dos animais. Para além disso, 0 més em que o animal foi observado mais tempo
em actividade foi em Dezembro e consequentemente, 0 més em que permaneceu menos
tempo fora de vista. Portanto, a maior parte do tempo que o animal esta fora de vista
encontrar-se-a possivelmente, no estado inactivo. Este facto é ainda apoiado pela evidéncia de
no més em que o animal permaneceu mais tempo fora de vista, ter sido 0 mesmo, em que foi
observado mais tempo no estado inactivo. Relativamente a duragdo dos comportamentos de
actividade ao longo dos meses de estudo, observou-se que o animal teve uma diminuigédo
gradual do més de Dezembro para Fevereiro. Tal, seria de esperar uma vez que,
possivelmente, um implante de Deslorelina provoca no animal, efeitos semelhantes aos de
uma gonadectomia, incluindo uma diminui¢do de actividade fisica (Nguyen et al., 2004;
Belsito et al., 2009; Massei & Miller, 2013) No entanto, 0 manual do medicamento refere que
a diminuicéo de actividade fisica no cdo é uma observacao rara (Virbac Portugal, 2012).

Relativamente a actividade diaria é dificil concluir se houve ou ndo um aumento desta.
Hipoteticamente, considerando a acc¢éo da testosterona na actividade fisica, devia observar-se
um pico de actividade no inicio do tratamento. No entanto, como nos primeiros dias apés a
colocacdo do implante, as condi¢des circundantes (p.ex.: movimentacdo entre cercados ou no
mesmo cercado e movimentacdo de animais nos cercados vizinhos ou no mesmo cercado) ao
animal foram alteradas e algumas sessdes ndo foram mesmo realizadas, nada se pode inferir
acerca disto. Estas alteraces podem, possivelmente, explicar alguns picos de actividade. No
dia 13 de Dezembro de 2012, o animal foi movimentado do cercado 9 para 0 8, com acesso
apenas a maneios e, nesse mesmo dia, uma fémea foi transferida para 0 mesmo cercado,
ficando esta apenas com acesso a campeio. Nesse dia, ocorreu um pico de actividade,
provavelmente, devido a necessidade da defesa do novo territorio e a acrescida necessidade
do mesmo, quando na presenca de outro animal. Outro pico de actividade ocorreu no dia 20
do mesmo més, momento em que o animal foi movimentado para o campeio e a fémea para
0s maneios. Novamente, a defesa do novo territério, com patrulha e realizacdo de marcacdes.
Como a aluna observou durante o estagio, quando um animal tem acesso a um cercado ou a
parte deste, onde outro esteve, ele patrulha-o incansavelmente. Para os restantes picos de
actividade ndo ha explicacdo objectiva e seria de se esperar picos de actividade noutros dias,
com novas passagens do animal de maneios para campeio e vice-versa (27.12.2012;
20.02.2013; 27.02.2013). No entanto, tal ndo se verificou, provavelmente também dada a
aleatoriedade em que a hora de observacdo foi escolhida e, portanto, poder ter havido

coincidéncia entre a hora de observacao e o tempo de inactividade normal do macho.
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Marcacoes

O animal em estudo realizou o comportamento de marcar, por diversas vezes, sendo a mais
frequente a marcacdo com urina, um tipo de marcacdo muito usual nesta espécie para defesa
do territério (Simén et al., 2012). Como ja foi referido, os felinos para defender o seu
territorio realizam patrulha da area conjuntamente com marcac6es odoriferas (Ferreras et al.,
1997; Simon et al., 2012).

O dia em que foi observado o maior nimero de marca¢Ges com urina foi a 22 de Fevereiro
(63 marcacdes), primeiro dia em que o animal de estudo foi observado desde que teve
novamente acesso a todo o cercado 8, e ap0s a fémea ter estado nesse cercado. Isto explica-se,
novamente, pelo facto de estes animais se sentirem mais ameacados cada vez que as
condigdes que os rodeiam se alteram, como a mudanca de cercado ou de acesso a locais
diferentes no cercado, e também quando tém outros animais mais proximo deles. Quando a
disponibilidade de lugares aumenta, aumenta o seu territorio e entdo, a patrulha e a marcacgéo
também aumentam.

Mensalmente o numero de marcacdes e, especificamente, a marcacdo com urina teve
variacbes, ndo se tendo observado um aumento ou uma diminuicdo gradual do
comportamento de marcar. Em gatos domésticos tratados com Deslorelina, até a 112 semana
apo6s o inicio do tratamento, a marcagdo com urina cessou por completo, existindo uma
variacdo individual; j& em mabecos, a marcacdo com cheiro persistiu e em todos os animais
(Bertschinger et al., 2002; Goericke-Pesch et al., 2011). Tais registos indicam-nos que este é
um efeito que varia entre espécies e, provavelmente, mesmo entre individuos.

Relativamente a duracdo média de cada comportamento de marcagdo, ela foi muito baixa, de
apenas 2 segundos, sendo importante referir que é devido ao facto de a maioria destes
comportamentos serem momentaneos (eventos).

A localizacdo das marcacdes foi registada como curiosidade por parte da aluna, mas também
na tentativa de perceber se existiria uma relagdo entre a frequéncia de marcagoes e o local. O
animal realizou o maior numero de marca¢fes em maneios, explicando-se pelo facto de ter
tido mais acesso a estes do que ao campeio. Em 58 das 69 sessOes, teve apenas acesso a
maneios. Das marcag¢Ges com urina, o sujeito realizou 107 no campeio, 53 no maneio grande e
282 no maneio pequeno, nomeadamente 247 no mesmo local (poste 2 do telheiro). Sem
duvida que o maneio pequeno foi o local onde o animal foi mais observado durante as
sessOes, 0 que talvez se possa explicar pelo facto de as areas mais utilizadas do territério de
um lince, representarem apenas 40% desse espaco e ser nestas que 0S animais permanecem,

usualmente, mais de 50% do seu tempo diario (Simon et al., 2012).
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5.2.2 Scan

Parametros a avaliar: Actividade, inactividade, fora de vista, sem camara e soma de fora de
vista, sem cdmara e ndo identificado

Quando se comparou a actividade do sujeito do estudo com os outros machos pelo método do
scan, verificou-se que foi em Janeiro que houve maior frequéncia de actividade para ambos.
Tal facto pode explicar-se provavelmente por neste més ter sido aquele em que mais fémeas
se apresentaram em cio no CNRLI. Quando tal sucede o macho tem maior actividade, uma
vez que a segue por um periodo de 48 a 72 horas para ocorrerem as copulas e, também, para
tentar afastar os restantes machos que a procurem (Simén et al., 2012). O animal do estudo
ndo teve acesso a uma fémea neste periodo. No entanto, as interac¢Bes entre casais em
cercados préximos parecem também ter sido a causa de maior actividade deste lince e de
todos os outros linces do CNRLI,

Dos resultados obtidos pode concluir-se que Janeiro foi 0 més em que os animais (Sujeito e
outros) mais foram observados, o que foi confirmado por nesse més se ter obtido o valor de
actividade mais elevado e o menor valor da soma de fora de vista, sem camara e néao
identificado e, Dezembro foi 0 més em que os animais menos foram visualizados, confirmado
por nesse més se ter obtido o menor valor de actividade e o maior valor da soma de fora de

vista, sem camara e nao identificado.

MarcacOes

Pelo método de scan o més em que se observaram menos marcagOes realizadas pelo sujeito
foi Janeiro, 0 que contraria totalmente o observado pelo método de amostragem continua, pois
foi quando se observou maior frequéncia das mesmas. Ainda, pelo método de scan, Dezembro
foi quando se observou maior frequéncia de marcacdes do sujeito em estudo, o que também é
0 oposto do registado pelo método continuo, pelo qual foi 0 més com menor frequéncia de
marcagoes. Estes resultados mostraram que com metodos diferentes se obtém dados diferentes
e que, neste caso, para comportamentos pontuais como € a marcagdo, o método de scan pode
ndo ser capaz de os detectar. Este comportamento é tdo fugaz que pode ndo ser apercebido
pelo observador, quando é utilizado o método de scan ou pode mesmo ndo ser observado,
dada a probabilidade do evento acontecer no exacto momento em que o observador visualiza

0 animal.
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5.2.3 Registo de interaccdes

Um episddio de interaccdo decorre desde que se inicia a interaccdo até que esta cessa. Dos
resultados obtidos pode verificar-se que ocorreram poucas interac¢des negativas, o que pode
significar que o casal era aparentemente compativel. Relativamente ao comportamento sexual,
as duas tentativas de copula mostraram que o animal, passado 6 meses de tratamento,
expressava este comportamento. No entanto, como a unido foi realizada fora da época de cio e
a fémea era inexperiente, ndo se podem retirar mais conclusdes. De referir que o0 sujeito ndo
foi colocado com uma fémea em cio porque, tendo o CNRLI o intuito de reproducédo, ndo se
poderia desperdicar uma reprodutora fértil apenas para avaliar este comportamento e,
também, porque ndo se podia arriscar que 0 sujeito viesse a reproduzir, dado o seu historial de
doenca potencialmente genética.

5.3 Reproducéo

As anestesias realizadas antes e depois da colocagdo do implante permitiram avaliar se
ocorreram alteracbes no animal, motivadas eventualmente pelo tratamento. A re-avaliacédo
deveria ter sido realizada antes da data em que ocorreu, mas ndo houve disponibilidade por
parte da equipa do CNRLI, nem da parte do técnico especialista para o procedimento de
electrogjaculacio. E necessario referir ainda que o protocolo normal de electroejaculacéo
tende a provocar convulsdes nesta espécie e portanto seria um risco executar 0 procedimento

diversas vezes no animal de estudo, epiléptico.

5.3.1 Exame fisico geral e exame dos genitais externos

Peso e condicéo corporal

Como referido, os andlogos da GnRH podem provocar alteracGes no peso dos animais. Podem
provocar um aumento de peso, por inibicdo da testosterona e por alteracdo da taxa metabolica
dos animais, como ocorre na gonadectomia, mas podem também, promover uma diminuicao
de peso, se a massa muscular, que normalmente diminui, ndo for substituida por gordura
(AZA wildlife contraception center, 2003; Nguyen et al.,, 2004; Belsito et al., 2009;
Bertschinger, 2010). O peso do animal aumentou em 750 gramas, ndo se podendo ao certo

concluir que essa alteracdo foi devida ao contraceptivo.

Espiculas penianas
O tamanho das espiculas penianas no sujeito em estudo diminuiu, tornando-se estas

estruturas, praticamente invisiveis aos 12 meses ap0s o tratamento. Tal também foi referido
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em machos de chitas (Bertschinger et al., 2002). A reducéo das espiculas é considerado um
bom indicador da eficacia do tratamento, uma vez que reflecte o efeito supressivo na

producdo de testosterona.

Medicdes testiculares

Quando a recolha de sangue ndo é possivel, e dado que alteragcbes na concentragdo de
testosterona estdo relacionadas com altera¢cdes no tamanho dos testiculos, estes devem ser
mensurados para confirmar o estatuto reprodutivo do macho ou para notar modificacdes
hormonais (Asa, 2010). Estas medicdes foram realizadas e o volume e o0 peso obtidos
permitiram verificar uma diminuicdo das dimensdes médias dos testiculos do animal do
estudo. Estas alteracGes foram igualmente, relatada em gatos e chitas tratados com implante
de Deslorelina (Bertschinger et al., 2002; Goericke-Pesch et al., 2011; Novotny et al., 2012).

5.3.2 Exame do semen

A electroejaculacdo deveria ter sido realizada aquando da anestesia para colocacdo do
implante, para se certificar da existéncia de espermatozdides antes do tratamento. No entanto,
ela ndo foi realizada por indisponibilidade técnica. Quando se procedeu a colheita e analise do
ejaculado, passados 12 meses do tratamento, ndo foram encontrados espermatozoides
(ejaculado azoospérmico), o que também ja tinha sido observado em machos de chita, que
apos 12 meses de tratamento ndo revelaram espermatozoides viaveis (Bertschinger et al.,
2002). Como ja foi referido, a electroejaculacdo deveria ter sido realizada anteriormente ao
tratamento para se poder confirmar uma eventual diminuicdo do nimero de espermatozoides
viaveis. Com esta Unica recolha s6 se pode afirmar a azoospermia. Também é importante
salientar que a avaliacdo correcta de um animal em termos reprodutivos, ndo se deve basear
apenas nas caracteristicas do ejaculado de uma sé recolha (Spindler & Wildt, 2010). Claro
estd que nestes animais, que ndo sdo facilmente manuseados, torna-se um risco acrescido

seda-los e anestesia-los varias vezes para a obtencéo deste tipo de informacdes.

5.3.3 Avaliagéo hormonal

A avaliacdo hormonal no decurso do estudo foi realizada unicamente por quantificacdo da
testosterona sanguinea, aquando da anestesia de re-avaliacdo. A secrecdo de testosterona €
pulsétil e, portanto, a concentracdo da hormona circulante pode variar acentuadamente em
algumas horas ou mesmo minutos, o que torna dificil a interpretacdo enddcrina baseada, na

recolha de uma Unica amostra. No presente estudo, foi realizada a colheita de apenas uma
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amostra e pode dizer-se que mais amostras seriam necessarias para a formulacdo de um juizo

preciso.

6. Conclusoes e estudos futuros

Diariamente, as populac@es animais diminuem e tornam-se mais fragmentadas, aumentando o
nimero de espécies extintas e em risco veemente de extingdo. O uso de métodos
contraceptivos em espécies criticamente ameacadas, nomeadamente, no lince-ibérico, parece
incongruente mas pode ser necessario. Em animais mantidos em cativeiro, pode estar indicado
em diversas situacfes, como por exemplo, para a gestdo populacional, genética e de bem-
estar. No caso do lince-ibérico, o contraceptivo aplicado no estudo, foi para avaliar o
conhecimento dos seus efeitos na espécie, em prol de uma necessidade de gestdo futura nos
centros de reproducdo, nomeadamente, no CNRLI.

Primeiramente, é necessario referir que este trabalho incidiu sobre a primeira utilizacdo de um
contraceptivo nesta espécie, e portanto, ndo existiam dados para comparacdo dentro da
espécie, estando disponiveis apenas os de outros felideos. Segundo, ndo é possivel retirar
conclusBes definitivas do presente estudo, dado ter incidido num Unico animal. Seria
interessante poder utilizar-se uma amostra maior, para estudos futuros, mas a verdade é que
sendo o lince, uma espécie ameacada, ndo existem muitos exemplares com 0s quais se possam
realizar ensaios. Por outro lado, por uma questdo de bem-estar desses individuos, nao
podemos retira-los do meio natural com esse intuito.

O objectivo principal foi alcangado, tendo sido avaliada a ocorréncia de alteragdes provocadas
por um implante de Deslorelina aplicado num macho de lince-ibérico. No entanto, ndo se
pode dizer, de forma assertiva que as alteracOes registadas foram resultantes da ac¢do do
contraceptivo.

A observacdo dos animais permite um grande conhecimento sobre a espécie e o sistema de
videovigilancia é o método de eleicdo para tal, visto ndo perturbar os animais. Relativamente
a avaliacdo comportamental, pode concluir-se que o animal diminuiu a sua actividade fisica
ao longo do estudo. A utilizacdo de um maior nimero de camaras, talvez permitisse um
melhor seguimento do animal, minimizando a ocorréncia de situaces de fora de vista. Dos
diferentes métodos de observagdo utilizados pode concluir-se que, o ideal é um seguimento
continuo do animal, pois fornece registos mais precisos, mas que tal pode tornar-se demasiado

exigente.
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Com a observacéo continua do animal e dos restantes linces, durante o estagio, pode concluir-
se que esta espécie felina, expressa 0s comportamentos mais esperados, de patrulha e de
marcacdo do territorio, e que estes aumentam se as condi¢des vizinhas sofrerem alteracées.
Neste estudo, o sujeito manteve a realizacdo do comportamento de marcacdo. Teria sido
interessante perceber se o animal tendo mais acesso a campeio, ainda assim, escolheria o
maneio pequeno para permanecer e realizar a maioria das suas marcagdes e, se estas
diminuiriam ao longo do tratamento, se 0 macho néo estivesse préximo de fémeas em cio.
Quanto as avaliacbes do foro reprodutivo, pode concluir-se que teria sido mais correcto
realizar exames antes, durante e apos o tratamento. O ideal seria no momento da colocacédo do
implante, outra até aos 6 meses depois da colocacdo do implante e, aos 12 e aos 24. Verificou-
se que as medicdes testiculares diminuiram, assim como o tamanho das espiculas penianas e,
por isso, pode afirmar-se que o tratamento de um macho de lince-ibérico com um implante de
4,7 mg de Deslorelina provavelmente surtiu efeito. E se assim foi, possivelmente, o efeito
durou um minimo de 12 meses, pois passado esse periodo de tempo o animal ndo revelou
presenca de espermatozoides no ejaculado. Contudo, h& a considerar ndo ter havido qualquer
recolha de sémen, antes do inicio do tratamento. Como as alteragdes fisicas foram as mais
Obvias pode, possivelmente, concluir-se que a sua analise € um bom método para avaliar o
efeito deste tipo de contraceptivo.

Sabendo que existem varios métodos contraceptivos, e apesar de ja terem sido realizados
muitos ensaios sobre este tema, é importante que mais sejam levados a efeito em animais,
designadamente, sobre o contraceptivo do estudo e outros analogos da GnRH. Sabe-se que 0s
receptores desta hormona ndo existem apenas na adenohipofise e no tracto reprodutivo e,
portanto, podem ter efeitos noutros tecidos que ndo os mais conhecidos.

O estudo realizado teve também o intuito de contribuir para o conhecimento da espécie,
nomeadamente, quanto ao seu comportamento e fisiologia reprodutiva, sendo igualmente

necessarios mais trabalhos sobre este assunto.
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8. Anexos

Anexo I. Informacdes e historial clinico do sujeito em estudo

Informac6es

Identificacdo do Animal: Gamma  Sexo: Macho

Data de Nascimento: 19/04/2010

Origem: Cativeiro - Centro de Cria de Lince Ibérico "La Olivilla" (CCLI)
Gendtipo: Serra Morena

Progenitores: Castafiuela X Beta

N° de microchip: 941000012459421

Historial Clinico:

Animal nascido em cativeiro no (CCLI) em 19/04/2010.

Nasce com pouca vitalidade, s6 comecando a mover-se aos 30 minutos pds-parto.

Aos 37 dias de vida no periodo de lutas tem de ser assistido devido a um quadro de
dificuldade respiratoria.

Dia 04/07/2010 aos 75 dias de idade apresenta um quadro convulsivo. No dia seguinte
apresenta nova crise convulsiva e € iniciada terapia com fenobarbital. Todas as analises
realizadas estavam dentro dos valores normais, sendo que o Unico agente patogénico
detectado foi Campylobacter.

A 26/11/2010 foi transferido para 0 CNRLI, estando na altura a fazer desmame da medicacéao
(Fenobarbital 3,5 mg SID), que acabou por suspender completamente em Maio de 2011.
Apdbs um episodio de tensdo com a sua irma Guara, apareceu no dia bastante prostrado e
pouco reactivo. A suspeita inicial era que tivesse tido uma crise convulsiva durante a noite,
que ndo tivesse sido detectada por videovigilancia. Foi examinado nédo se detectando sinal de
trauma ou suspeita de processo infeccioso, tendo sido medicado com antibioterapia e
corticoesteroides.

No mesmo dia teve trés crises convulsivas confirmando-se a suspeita de que seria essa a causa

da sua prostracdo. As crises foram controladas com administracdo de Valium e Midazolan e
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reiniciou-se medicagdo com Fenobarbital 15 mg/SID. Esta dose tem sido progressivamente

diminuida estando agora a fazer 7,5 mg/SID.

Anexo Il. Resumo das caracteristicas do medicamento

1. Nome do medicamento veterinario: Suprelorin® 4.7 mg implante para cées

2. Composicdo qualitativa e quantitativa:

Substéncia activa: Deslorelina (sob a forma de acetato de Deslorelina)......... 4,7mg
Excipiente (s): Para a lista completa de excipientes ver seccao 6.1.

3. Forma farmacéutica: Implante, cilindrico branco a amarelo pélido.

4. Informacdes clinicas

4.1 Espécies — alvo: Cées (macho).

4.2 IndicacGes de utilizacdo, especificando as espécies-alvo: Para a inducdo da infertilidade
temporaria em cdes machos saudaveis, ndo castrados, com maturidade Sexual.

4.3 Contra-indicacdes: Nao existem.

4.4 InteracgOes medicamentosas e outras formas de interacgdo: desconhecidas.

4.5 Posologia e via de administrag&o:

Via subcutanea. A dose recomendada é de um implante por cdo, independentemente do seu
tamanho. A desinfeccdo do local de implantacéo deve ser efectuada antes da implantacdo para
evitar a introducdo de infeccdo. Se os pélos forem longos, devem ser bem cortados numa
pequena area, se necessario. O medicamento veterindrio deve ser implantado por via
subcutanea na pele laxa do dorso entre a parte inferior do pescoco e a regido lombar. Evitar
injectar o implante em tecido adiposo, dado que a libertacdo da substancia activa pode ser
alterada em zonas pouco vascularizadas.

1.Retirar a tampa luer lock da seringa para implantes.

2. Prender o dispositivo de administracdo na seringa para implantes usando a conexdo luer
lock.

3. Levantar a pele laxa situada entre as omoplatas. Introduzir por via subcutanea todo o
comprimento da agulha.

4. Premir completamente o émbolo do dispositivo de administracdo e, ao mesmo tempo,

retirar lentamente a agulha.
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5. Exercer pressdo na pele no local de inser¢do a medida que a agulha é retirada e manter a
pressdo durante 30 segundos.
6. Examinar a seringa e a agulha para verificar se o implante ndo ficou na seringa ou na
agulha e que o espacador ¢é visivel. Pode ser possivel palpar o implante in situ.
O implante bio compativel ndo necessita de ser removido. Contudo, se for necessario terminar
0 tratamento, os implantes podem ser removidos cirurgicamente por um médico veterinario.
Os implantes podem ser localizados através de ultra-sons.
5. Propriedades farmacologicas
Grupo farmacoterapéutico: hormonas libertadoras de gonadotrofinas (GnRH), codigo atcvet:
Qh01ca93.
6. Informagdes farmacéuticas
6.1 Lista de excipientes: Oleo de palma hidrogenado, Lecitina, Acetato de s6dio anidro
6.2 Incompatibilidades: Desconhecidas.
Titular da autorizacdo de introducdo no mercado Virbac s.a.

(adaptado de Virbac Portugal, 2012)
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Anexo 1. Informaces acerca dos cercados do CNRLI

Descricdo dos cercados:

O complexo dos cercados “consiste num recinto com cerca de 1,6 ha, vedado em todo o seu
perimetro, com acesso ao interior por duas vias, uma antecimara e um portdo.” (Serra et al.,
2012, p.15). Existem 16 cercados, tendo cada um uma &rea total de 1000 m?. Essa area é
delimitada por um muro de betdo e uma rede com 3,5 m de altura, terminando numa baia
angulada a 45° em direcgdo ao interior. Para evitar estimulos visuais que possam perturbar 0s
animais, os cercados tém ainda uma rede de ensombramento até a altura de 3 m (Serra et al.,
2012).

A érea do cercado esta dividida em 4 locais diferenciados: campeio (C), maneio grande (Mg),
maneio pequeno (Mp - com edificio parideira (ep)) e corredor de intercomunicacdo (ci). O
“edificio Parideira ¢ um pequeno edificio em betdo” que possui “duas plataformas rebativeis a
alturas distintas ¢ uma caixa parideira em madeira” (Serra et al., 2012, p.17). Os corredores de
comunicacdo (ou passeios) entre cercados contiguos tém 1,5 m de largura possibilitando
diversos graus de proximidade entre animais de dois cercados adjacentes: “separados pela
largura do corredor, separados por uma Unica vedacdo (corredor aberto para um dos linces
apenas) ou em contacto completo, segundo o objectivo que se pretenda cumprir.” Os
corredores “entre cercados de linhas opostas permitem movimentar os linces entre cercados
opostos sem a necessidade de os capturar” (passeio de ledo) (Serra et al., 2012, p.17).

Em cada cercado existem 6 a 7 guilhotinas que permitem a movimentagdo dos animais entre
as diferentes areas do cercado e entre cercados, podendo todas elas ser accionadas no exterior
dos mesmos. Uma para cada corredor de comunicagdo com o/s cercado/s contiguo/s, uma
entre campeio e maneio grande, uma entre campeio e maneio pequeno, uma entre maneios,
uma do maneio grande para o corredor central (passeio de ledo) e ainda uma no maneio

pequeno de entrada para o edificio parideira (Serra et al., 2012).
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Como forma de enriquecimento ambiental, ao longo do cercado foram colocadas vegetacéao
natural, pequenas pedras, barreiras visuais e ainda outras estruturas, como observatorios (OT),
plataformas (p) e penthouse. Estas construgOes, com diferentes alturas relativamente ao solo,
sdo ideais para observacdo e descanso. Os observatorios sao estruturas verticais com
prateleiras, existindo 2 no campeio (OT1 e OT2) e um no maneio grande (OT3), as
plataformas, também elas prateleiras, existem duas por cercado, uma no maneio grande e uma
no maneio pequeno (cobertas por um telheiro de betdo, excepto no maneio pequeno dos
cercados 9 a 16) e a penthouse é um telheiro de madeira localizado no fundo de campeio. Por
cercado, existem ainda 3 caixas de madeira (uma no campeio, uma no maneio grande e uma
dentro do edificio parideira), designadas de caixas parideiras, colocadas para aumentar as
possibilidades de seleccédo de parideira das fémeas. No entanto, ndo sdo utilizadas apenas para
este proposito sendo que a maioria dos animais as utiliza como local de abrigo e de descanso.
Em cada cercado existem 3 bebedouros de 4gua, um em cada maneio (automaticos) e um no

campeio (manual), tendo portanto todos os animais agua ad libitum (Serra et al., 2012).

Figura 10 - Esquema da planta dos cercados do CNRLI.

(Esquema gentilmente cedido pelo CNRLI)
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Figura 11 - Esquema da area de um cercado.

j
Hnn T AR A R ""i’f_\}\

(Esquema original)

Legenda: Areas do cercado - campeio (C), maneio
grande (Mg), maneio pequeno (Mp - com edificio
parideira (ep)) e corredor de intercomunicagédo
(ci). Alguns elementos de enriquecimento
ambiental - plataforma de maneio grande (pmg) e
plataforma de maneio pequeno (pmp). Outros
elementos - Guilhotinas () e bebedouro (¥8).

Figura 12 - Esquema representativo dos postes dos telheiros, de maneio grande e maneio

pequeno, enumerando-os.
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Numero postes (marcacdes)
Maneio pequeno Maneio grande

plataforma de mp plataforma de mg

(]

\

Vista com camara de maneios (colocada entre maneios no campeio)

(Esquema original)
Anexo 1V. Defini¢Bes do etograma

Categorias de Informagcao:

O etograma esta estruturado em 13 categorias de informacdo: data, nimero da sessao, horas
da sessdo, quem realizou a gravacdo, hora de inicio, hora de fim e dura¢do do comportamento,
comportamento, actividade, localizacdo e localizacdo especifica, se separado da fémea e
observagdes. As categorias de actividade e comportamento estdo detalhadas em seguida.
Actividade

Activo — quando o animal realiza um comportamento que ndo o descansar ou o dormir,

Fora de vista (fv) - quando o animal estad num local onde néo € visivel.

Inactivo — quando o animal se encontra a descansar ou a dormir.

Né&o identificado (ni) — quando no mesmo cercado ndo é possivel distinguir um animal
de outro.
Comportamento
Alogrooming: o animal em questdo lambe o outro ou vice-versa ou 0s dois procedem a
limpeza um do outro. Ver definicdo de Lamber-se.

Alogrooming activo (aa): o animal lambe outro.

Alogrooming pasivo (ap): outro individuo lambe o animal em questé&o.

Alogrooming muatuo (am): o animal lambe outro individuo e este Gltimo lambe o primeiro.
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Beber (b): Ingestao de agua mediante sucessivas “lambidelas”.
Cacar/Cazar (cz): um comportamento que faz parte da sequéncia de comportamentos
dirigidos a capturar uma presa viva. Se existe a oportunidade de o animal capturar a presa
(presa perto do animal, parada, sem obstaculos entre o lince e a presa) e o animal ndo a
captura (ndo a mata nem a come), anota-se a categoria de “jogo com presa”.
Cheirar/Olfatear (olf): realiza inalagdes curtas e repetidas de ar pelo focinho, estando parado
ou a deslocar-se. Pode cheirar o ar, objectos ou substratos (solo). Também pode exibir a
resposta de flémen: inalacdo do ar levantando o focinho, os labios superiores, enrrugando o
nariz e com a boca ligeiramente aberta.
Cocar-se/Rascarse (ras): O animal esfrega uma zona do corpo com uma das patas.
Comer (c): O animal ingere qualquer tipo de alimento sélido com fins nutritivos.
Condutas repetitivas: animal repete o deslocamento sobre os seus passos e sem focar a
atencdo em mais nada pelo menos 3 vezes, num tempo de 30 segundos de observacéo.
Conduta repetitiva com estimulo. Nos casos em que seja possivel detectar directa ou
indirectamente um estimulo (no qual o animal estd focado, demonstra interesse ou medo)
que coinicide com 0 momento da conduta anota-se uma das categorias:
o Conduta repetitiva, alimentacdo (ra): conduta repetitiva em que se detecta
directamente ou indirectamente alimento ou o acto de alimentacdo como estimulo
desencadeador. Inclui a presenca do tratador com alimento na hora do maneio.
o Conduta repetitiva, evasiva (re): o animal afasta-se de um estimulo negativo (pessoas,
rega, obras ou outro lince). Quando se afasta pode correr ou caminhar com o ventre junto
ao solo.
o Conduta repetitiva, lince (rl): conduta repetitiva em que se detecta directamente ou
indirectamente outro lince como estimulo desencadeador. O animal ndo tem as barbas
abertas nem o pélo ericado (i-, pique), e 0 outro animal ao qual se dirige a conduta ndo faz
deslocamento sincronizado com este (i, passeio em paralelo).
o Conduta repetitiva, outro estimulo (ro): conduta repetitiva em que se detecta
directamente ou indirectamente outro estimulo como desencadeador. Deve-se apontar o
estimulo.
o Conduta repetitiva, tratador/cuidador (rc): conduta repetitiva em que se detecta
directamente ou indirectamente um tratador como estimulo desencadeador fora da hora de
maneio. N&o existe alimento.
Conduta repetitiva sem estimulo (r): Neste caso ndo é detetado directa ou indirectamente

nenhum estimulo que desencadeie 0 comportamento.
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Copular (co): para os dois sexos, quando 0 macho monta a fémea, agarrando-a com 0s
dentes/boca pela nuca.

Defecar (df): Evacuacdo de fezes. O animal posiciona-se com a zona ano-genital um pouco
elevada, separada do solo e com as patas traseiras flectidas. Pode fazer um buraco no solo
antes de defecar.

Descansar (des): o animal estd em dectbito com ou sem a cabeca levantada. Se tem a cabeca
levantada tem os olhos semi-cerrados ou fechados. Se a cabeca ndo esta levantada se os olhos
estdo semi-cerrados. O animal ndo esta focado em nada de concreto e pode exibir movimentos
pequenos como mexer as orelhas ou mudar de posicao.

Dormir (d): O animal esta em decubito com a cabeca apoiada e com os olhos fechados. E est4

relaxado ou seja sem movimentos pequenos constantes das orelhas ou de mudanca de posigéo.

Deslocar:
Deslocar-se (d): o animal movimenta-se no seu cercado sem recorrer ao perimetro e sem
repetir a conduta de repetir sobre 0s seus passos mais de duas vezes num tempo de 30
segundos de observacao. Caso exista simultaneamente o comportamento de cheirar, anota-
se a categoria “Cheirar” e ndo de deslocamento.
Deslocar-se no perimetro (dp): o animal desloca-se no perimetro ou a uma distancia deste
menor que a do seu comprimento corporal.
Enterrar (en): O animal cobre a comida, urina ou fezes com terra e/ou ervas raspando com as
patas anteriores.
Escavar (es): raspa a superficie com as patas para fazer um buraco ou retirar bocados de terra.
Evitar (ev): o animal afasta-se de um estimulo negativo (pessoas, rega, obras ou outro lince)
ou esconde-se utilizando um elemento do campeio. Quando se afasta pode movimentar-se
com o ventre junto ao solo.
Interacgdes:
Interaccdo negativa (i-): Comportamento agressivo realizado por um animal contra outro
individuo. Anota-se quando se observa algum dos seguintes comportamentos:

v Grunhir: o animal emite um ruido surdo grave (como ndo ha sistema de som, este
comportamento, quando perceptivel, € o apenas pela observacdo do movimento da
boca do animal)

v Lutar: dois animais enrolam-se num combate fisico, mordendo-se e arranhando-se

mutuamente.

85



Morder: o animal morde outro animal.

Patadas: o animal atinge o outro individuo directamente ou através da vedagdo com as
patas dianteiras.

Pélo ericado: o animal levanta o pélo do pescoco e/ou da espadua/ombros.

Pique: o animal desloca-se junto a vedacdo, de forma repetitiva ou ndo, com barbas
abertas e/ou pélo ericado. Pode incluir patadas e mordidelas na vedagdo. O animal esta
focado noutro lince que pode ou ndo corresponder.

Interaccdo neutra (i): O animal exibe um dos seguintes comportamentos nao coincidindo com

a categoria de comportamentos de “i-*“ ou “i+”. Sempre que associados a comportamentos de

i- ou i+, se anota i- 0 i+.

v

v
v

Barbas abertas: o animal abre as barbas para ambos os lados, ficando com a cabega em
forma de leque.

Cabecear: os animais chocam a cabeca entre si.

Morder a vedacao: o animal morde a vedagdo que o separa de outro lince.

Paseio em paralelo: o animal desloca-se em sincronia com outro lince, seguindo-o e
por isso deslocando-se ambos em paralelo, num mesmo cercado ou em cercados

contiguos.

Interaccdo positiva (i+): Comportamento amistoso realizado por um animal a outro individuo.

Ndo ha exibicdo de comportamentos negativos/agressivos (pélo ericado, bufidos e/ou

grunhidos). Esta categoria inclui 0s seguintes comportamentos:

v
v
v

Jogar:

Alogrooming: o animal lambe e “mordisca” o pélo do outro individuo

Cheirar: o animal cheira o corpo de outro individuo.

Girar sobre o solo: 0 animal roda o corpo no solo apoiado na espadua perto de outro
individuo. Mais frequentemente na época de cio.

Jogar: dois adultos realizam algum tipo de jogo social. Pode incluir: perseguicéo,
mordidelas, etc.

Marcar com urina: o animal marca com urina em jacto o corpo do outro individuo.
Mostrar genitais: o animal coloca a zona genital perto do focinho do outro individuo
com a cauda erguida.

Rocar cara/corpo: o animal rogca com as barbas ou com o corpo no outro individuo.
Vocalizar: o animal emite um som semelhante a um miado. Pode ser acompanhado de
uma ligeira elevagdo da cabeca, com movimentos das orelhas para tras e com um

esticar da garganta.
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Jogo com objectos (jo): o animal manipula um objecto inanimado com as patas. As formas
mais frequentes sdo: golpear com as patas (com as garras retraidas), langé-lo ao ar, saltar
sobre o objecto ou lutar com este.
Jogo com presa (jp): o animal manipula a presa ou exibe comportamentos que integram a
sequéncia de comportamentos de caga, com a presa viva ou morta, e mesmo tendo a
oportunidade de a capturar, matar ou comer ndo o faz. E frequente que a capture com a
boca ou patas e a volte a soltar para o jogo continuar.
Jogo locomotor (jl): jogo do animal mediante a interaccdo com o meio, sem envolver
especificamente outro individuo ou manipulacdo de objectos inanimados. Jogos de
corridas, saltos e escalada.
Lamber-se/Acicalarse (a): Limpeza da pele ou pélo com a lingua ou com as patas dianteiras.
Também se podem observar pequenos mordiscos na pele.

Lamber genitais (ag): se unido a fémea e ocorrerem copulas.

Marcar (x): o animal impregna com o seu odor um objecto do meio.
Com barbas (xb): o animal roca as barbas contra objectos, vegetacdo ou o solo. Pode
cheirar previamente a zona onde se roga.
Com o corpo (xc): o animal gira o corpo esfregando-se no solo ou na vegetacao.
Com patas (xp): o animal raspa com as patas uma superficie ou vegetacdo, afiando as
garras.
Com urina (xo): o animal dirige a urina em jacto contra um objecto, principalmente em
superficies acima da cota soleira. Enquanto o faz mantem-se de pé com a cauda erguida e
pode realizar um movimento vibratério desta. No caso de marcar crias posiciona 0s
genitais a altura destas.
Montar (mo): o animal monta um lince ou outro elemento do seu ambiente. Pode incluir
mordisco na nuca verificando-se as seguintes condi¢Ges: a) 0s animais ndo sdo um par de
adultos, b) sdo um par de adultos mas ndo se encontram em epoca reprodutiva, ¢) 0
comportamento é dirigido a um elemento que néo outro lince (coelho ou objecto).
Observar (obs): o animal esta parado (de pé sobre as 4 patas, sentado ou deitado) com 0s
olhos abertos, movendo regularmente as orelhas. Caso exista simultaneamente o
comportamento de cheirar anota-se “cheirar”.
Urinar/Orinar (0): O animal excreta urina em jacto. Posiciona-se com a zona ano-genital

perto do solo, quase sentado. E frequente que faca previamente um buraco para urinar.

87



Picacismo (pi): Comer, roer ou lamber substancias ndao nutritivas e pouco usuais como terra,
insectos, papel, madeira ou qualquer outra coisa que nao tenha aparentemente valor nutritivo.
Purgar (pu): Ingestdo de erva.

Trepar ou saltar/Climb (cl): O animal escala ou desce por um elemento vertical (inclui saltar,
por exemplo quando sobem a uma saliéncia, sempre que ndo faz parte de um jogo ou subida).
Vocalizar (vo): o animal emite um som semelhante a um miado. Pode ser acompanhado de
uma ligeira elevacéo da cabeca, com movimentos das orelhas para trds e com um esticar da

garganta.

Anexo V. Ficha de interacgoes

Figura 13 — Exemplo de ficha de interaccGes entre individuos

Casal [ [ |

CONTACTO CONTACTOS + CONTACTOS +/-
NGO | HORAFIM sl o
AV D OL |MAU|MG|[MO| J |GS|FC|FB|ALO CB | BD | PP

DATA

Legenda: Tipo de contacto: AV - atraves de vedagdo, D — directo; Contactos + (positivos): OL —
cheirar, MAU — miados, MG - mostrar genitais, MO - marcar com urina, J — jogo, GS - rodar sobre o
solo, FC - estregar corpo, FB — esfregar barbas, ALO - lamber a outro; Contactos +/- (neutros): DJ -
descansam juntos, CB — cabecadas, BD - barbas abertas, PP -passeio em paralelo, S - posicéo
submissa, ME — morder; TC - tentaviva de cépula; Contactos — (negativos): GRU — grunhidos, BU —
bufidos, MA - bofetadas com patas, PE — luta; Outras: OO - cheira objectos, FO - esfrega-se em
objectos, MO - marcar com urina; F: fémea e M: macho

(Ficha gentilmente cedida pelo CNRLI)
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Anexo VI. Escala de classificacdo da condicéo corporal (CC) do lince-ibérico

A escala de classificacdo da condicdo corporal do lince-ibérico, foi realizada pelo grupo de
maneio sanitario do lince-ibérico (Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014). Estando
expressa seguidamente:

Classificacdo 1 na escala de CC - Caquexia: o animal ndo apresenta gordura e padece de
atrofia muscular. Costelas, coluna vertebral, escapula e proeminéncias 6sseas sdo visiveis
(Figura 14);

Classificacdo 2 na escala de CC — Delgado: Gordura abdominal minima e cintura abdominal
muito evidente. Costelas, coluna vertebral, escapula e proeminéncias Osseas sdo visiveis
(Figura 15);

Classificacdo 3 na escala de CC — Ideal: Pouca gordura abdominal, cintura abdominal
evidente. Costelas, coluna vertebral, escapula e proeminéncias 0sseas nao sdo visiveis, mas
sdo facilmente palpaveis (Figura 16);

Classificacdo 4 na escala de CC — Sobrepeso: Sem cintura abdominal, distensdo abdominal
evidente. As costelas, coluna vertebral, escapula e proeminéncias ésseas sdo dificilmente

palpaveis (Figura 17),
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Classificacdo 5 na escala de CC - Obeso: Depésitos adiposos massivos na regido do torax,

coluna vertebral e abdomen. Distensdo abdominal grande (Figura 18).

Figura 14 — Classificacdo 1 na escala de CC - Caquexia

(Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014)

Figura 15 — Classificacdo 2 na escala de CC — Delgado

(Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014)

Figura 16 — Classificacdo 3 na escala de CC — Ideal




(Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014)

Figura 17 — Classificacédo 4 na escala de CC — Sobrepeso

(Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014)

Figura 18 — Classificac¢do 5 na escala de CC - Obeso

(Grupo de manejo sanitario del lince ibérico, 2014)

Anexo VII. Dados recolhidos nas sessdes de observacdo continua do sujeito em estudo

Tabela 9 — Duragdo em minutos, total e média, dos estados de actividade (activo, inactivo e

fora de vista) do sujeito em estudo por sessdo/dia de observacao.

Duracgdo (minutos)

Dia de observagéo Actividade Inactividade Fora de vista Total
05-12-2012 31,75 47,32 40,57 119,63
12-12-2012 34,75 54,17 30,43 119,35
13-12-2012 55,83 15,15 47,83 118,82
14-12-2012 51,75 13,97 55,15 120,87
15-12-2012 27,70 82,12 8,78 118,60
16-12-2012 14,98 82,98 21,50 119,47
17-12-2012 2,80 0,00 117,18 119,98
18-12-2012 13,87 0,00 105,97 119,83
19-12-2012 0,00 0,00 120,00 120,00
20-12-2012 101,37 0,00 14,97 116,33
21-12-2012 3,70 42,60 0,00 46,30
22-12-2012 99,78 4,78 13,85 118,42
23-12-2012 89,63 26,55 1,95 118,13
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24-12-2012 12,87 105,47 1,32 119,65

25-12-2012 78,12 0,00 39,30 117,42
26-12-2012 65,02 52,65 1,22 118,88
27-12-2012 16,32 81,68 19,50 117,50
28-12-2012 9,63 110,07 0,00 119,70
29-12-2012 0,35 62,17 0,00 62,52
30-12-2012 45,18 9,75 61,03 115,97
31-12-2012 69,23 21,02 28,87 119,12
01-01-2013 61,17 33,18 21,97 116,32
03-01-2013 87,37 11,18 20,82 119,37
04-01-2013 17,30 77,00 24,93 119,23
05-01-2013 19,62 99,52 0,52 119,65
06-01-2013 5,27 114,57 0,00 119,83
07-01-2013 10,00 100,98 8,17 119,15
08-01-2013 29,00 11,93 76,68 117,62
09-01-2013 60,22 23,68 34,18 118,08
10-01-2013 48,95 50,35 18,10 117,40
11-01-2013 32,33 87,17 0,43 119,93
12-01-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
13-01-2013 27,70 0,00 6,57 34,27
14-01-2013 9,12 105,35 0,00 114,47
17-01-2013 7,25 0,00 101,63 108,88
18-01-2013 14,35 0,00 104,60 118,95

Tabela 9 — (continuacéo)

Duragéo (minutos)

Dia de observacao Actividade Inactividade Fora de vista Total
19-01-2013 14,88 89,98 14,65 119,52
20-01-2013 20,88 34,85 63,48 119,22
21-01-2013 34,57 0,00 81,97 116,53
22-01-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
23-01-2013 6,63 85,07 30,60 122,30
24-01-2013 18,78 0,00 100,73 119,52
25-01-2013 14,43 32,18 70,63 117,25
26-01-2013 5,57 57,63 52,13 115,33
27-01-2013 0,00 119,95 0,00 119,95
28-01-2013 11,63 0,00 106,92 118,55
29-01-2013 23,47 0,00 95,60 119,07
30-01-2013 32,57 0,00 83,55 116,12
31-01-2013 19,92 0,47 95,68 116,07
01-02-2013 0,13 0,00 119,82 119,95
02-02-2013 10,02 0,00 107,48 117,50
04-02-2013 47,93 1,38 60,60 109,92
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05-02-2013 2,40 104,83 12,68 119,92

06-02-2013 6,57 113,40 0,00 119,97
07-02-2013 18,90 102,02 0,00 120,92
08-02-2013 25,85 0,00 90,72 116,57
09-02-2013 46,58 0,00 67,23 113,82
10-02-2013 4,17 83,15 31,17 118,48
11-02-2013 1,25 28,93 60,72 90,90
12-02-2013 3,58 96,33 11,40 111,32
14-02-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
16-02-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
17-02-2013 9,40 7,72 102,70 119,82
18-02-2013 13,15 0,00 86,93 100,08
19-02-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
21-02-2013 22,88 16,92 79,48 119,28
22-02-2013 81,42 0,00 31,23 112,65
24-02-2013 2,70 117,27 0,00 119,97
25-02-2013 0,00 0,00 120,00 120,00
Total 1754,53 2619,43 3526,13 7900,10
Média por sessao 25,43 37,96 51,10 114,49

Tabela 10 — Numero de marcagdes (com urina, com patas, com corpo e total) realizadas pelo

sujeito em estudo e respectivo nimero de sessdes em que o comportamento foi observado.

Marcacdo com Marcacdo com Marcagdo com

urina patas corpo Total
N° de marcacdes 442 26 1 469
N° de sessdes em que 0
comportamento foi observado 25 16 1 28

Tabela 11 — Numero de marcagfes (com urina, com patas, com corpo e total) realizadas pelo

sujeito em estudo e a sessao/dia de observacao respectiva/o.

N° de marcacdes observadas

Dia de observacao Com urina Com patas Com corpo Total
18-12-2012 0 1 0 1
20-12-2012 21 0 0 21
23-12-2012 13 4 0 17
25-12-2012 11 2 0 13
30-12-2012 48 0 0 48
31-12-2012 0 1 0 1
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01-01-2013 50 1 0 o1
03-01-2013 33 1 0 34
04-01-2013 5 1 0 6
07-01-2013 3 0 0 3
08-01-2013 6 0 0 6
09-01-2013 6 0 0 6
10-01-2013 14 0 0 14
13-01-2013 23 0 0 23
18-01-2013 4 2 0 6
21-01-2013 5 0 0 5
25-01-2013 1 0 0 1
28-01-2013 1 0 0 1
29-01-2013 15 0 0 15
30-01-2013 34 0 0 34
31-01-2013 12 1 0 13
01-02-2013 0 1 0 1
02-02-2013 7 1 0 8
04-02-2013 33 3 0 36
08-02-2013 11 2 0 13
09-02-2013 22 3 0 25
18-02-2013 2 1 0 3
22-02-2013 62 0 1 63

Tabela 12 - Duracdo do tempo despendido, pelo sujeito em estudo, na realizacdo de
marcacgdes (com urina, com patas, com corpo e total), por cada sessdo/dia de observacdo, em

que foi observado o comportamento.

Duracéo (segundos)

Dia de observacdo Marcacdo com urina Marcacdo com patas Marcacdo com corpo  Total

18-12-2012 0,00 47,00 0,00 47,00
20-12-2012 48,00 5,00 0,00 53,00
23-12-2012 23,00 32,00 0,00 55,00
25-12-2012 12,00 10,00 0,00 22,00
30-12-2012 49,00 0,00 0,00 49,00
31-12-2012 0,00 8,00 0,00 8,00
01-01-2013 52,00 14,00 0,00 66,00
03-01-2013 34,00 23,00 0,00 57,00
04-01-2013 9,00 27,00 0,00 36,00
07-01-2013 4,00 0,00 0,00 4,00
08-01-2013 7,00 0,00 0,00 7,00
09-01-2013 6,00 0,00 0,00 6,00
10-01-2013 23,00 0,00 0,00 23,00
13-01-2013 28,00 0,00 0,00 28,00
18-01-2013 4,00 19,00 0,00 23,00
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21-01-2013 8,00 0,00 0,00 8,00

25-01-2013 1,00 0,00 0,00 1,00
28-01-2013 1,00 0,00 0,00 1,00
29-01-2013 17,00 0,00 0,00 17,00
30-01-2013 47,00 0,00 0,00 47,00
31-01-2013 13,00 5,00 0,00 18,00
01-02-2013 0,00 6,00 0,00 6,00
02-02-2013 8,00 9,00 0,00 17,00
04-02-2013 44,00 49,00 0,00 93,00
08-02-2013 12,00 45,00 0,00 57,00
09-02-2013 24,00 23,00 0,00 47,00
18-02-2013 4,00 5,00 0,00 9,00
22-02-2013 63,00 0,00 21,00 84,00
Total 541,00 327,00 21,00 889,00

Tabela 13 - Namero de marca¢Ges com urina realizadas pelo sujeito, por local do cercado e
localizacédo especifica/elemento de enriquecimento ambiental.

Local do Localizacdo especifica/elemento de enriquecimento  N° de marcacbes com

cercado ambiental urina
Campeio Cortica 1
Caixa parideira 2
Ervas 70
Maroco 26
Perimetro 5
Penthouse 3
Total 107
Maneio . L
Caixa parideira 3
grande
Ervas 30
Perimetro 1
Poste 2 do telheiro 19
Total 53
Maneio Cortica debaixo do telheiro 3
pequeno
Ervas 12
Poste 1 do telheiro 20
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Poste 2 do telheiro 247

Total 282

Tabela 14 - Numero de marcacGes com patas realizadas pelo sujeito, por local do cercado e

localizacdo especifica/elemento de enriquecimento ambiental.

Local do Localizacao especifica/elemento de enriquecimento  N° de marcag¢fes com

cercado ambiental patas
Campeio Arvore 1
Cortica 3
Maroco 3
Total 7
Maneio Cortica 19

grande

Total 19

Tabela 15 — NUmero do cercado onde o animal permaneceu e localizagbes disponiveis, por

dias de observacéo.

: NUmero do Localizagdes disponiveis no cercado
Dias de . - T
< cercado onde Maneio Maneio Edificio .
observagao . Campeio
permaneceu grande pequeno parideira
41221212 9 X X X
13.12a19.12 8 X X X
20.12a26.12 8 X
27.12a19.2 8 X X X
20.02 a 27.02 8 X X X X
Tabela 16 — Localizagdes disponiveis e respectivo nimero de sessdes realizadas.
LocalizagBes disponiveis N° de sessdes
Maneio grande, maneio pequeno, edificio parideira e campeio 4
Apenas Campeio 7
Maneio grande, maneio pequeno e edificio parideira 58
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Anexo VIII. Dados recolhidos da ficha de interac¢6es do casal de estudo

Tabela 17 - Numero de interacgbes (positivas, neutras, negativas e total) por dia de

observacao.

NUmero de interac¢des observadas

Dia de observacao Positivas Neutras Negativas Total

16.12.2012 0
28.12.2012
29.12.2012
27.02.2013
28.02.2013
02.03.2013
15.03.2013
22.03.2013
31.03.2013
04.04.2013
12.04.2013
09.05.2013
10.05.2013
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11.05.2013 31 18 2 o1
12.05.2013 41 44 1 86
13.05.2013 18 13 0 31
15.05.2013 44 24 0 68
16.05.2013 11 2 0 13
17.05.2013 40 20 0 60
18.05.2013 6 5 0 11
19.05.2013 4 0 0 4
20.05.2013 1 0 0 1
22.05.2013 8 0 0 8
24.05.2013 4 4 0 8
25.05.2013 3 0 0 3
26.05.2013 2 2 0 4
27.05.2013 8 2 0 10
28.05.2013 3 0 0 3
31.05.2013 2 0 0 2
Total 336 203 18 557
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