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RESUMO

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), espécie brasileira vulneravel a extingdo, é largamente
encontrado em zooldgicos brasileiros. Restricdes impostas pelo ambiente antropogénico
podem limitar a diversidade comportamental desses animais e, assim, comprometer seu bem-
estar. Técnicas de enriquecimento ambiental tém sido recomendadas as instituicdoes de
manuten¢do de animais silvestres, para promog¢ao do aumento da imprevisibilidade ambiental
- 0 que contribui para a exibi¢ao de uma maior diversidade de comportamentos pelos animais.
Em trabalhos anteriores, foram registradas, em lobos-guards, diferentes respostas
comportamentais € hormonais a estimulos de imprevisibilidade, inclusive com aumento de
hormdnios de estresse em certas situagdes. Neste estudo, investigamos suas respostas a
condig¢des de forrageio que proporcionassem graus variaveis de imprevisibilidade com relagao
ao acesso dos recursos. Nosso objetivo neste trabalho foi levantar possiveis fatores
relacionados as diferentes respostas de lobos-guards ao enriquecimento. Foram
implementadas condi¢des controle e experimental, com manipulagdo da dificuldade de acesso
ao alimento, visando investigar como a imprevisibilidade afeta cada sexo. Também foram
aplicados testes de temperamento (por Indice de Cautela), como forma de correlacionar as
respostas fisioldgicas e comportamentais dos lobos com perfis individuais. Aplicamos
técnicas de enriquecimento ambiental a 13 lobos-guards mantidos em criadouros
conservacionistas ou zoologicos, com amostragem comportamental pelo método animal focal
e registros dos comportamentos por intervalos. Foram feitas oito sessdes por dia para cada
lobo, em trés etapas diferentes: Linha de Base I, Enriquecimento e Linha de Base II, sendo 5
dias, intercalados, de observagdo por etapa e dosagem de metabdlitos de glicocorticoides
(hormonios relacionados a resposta ao estresse) das fezes. Os temperamentos dos lobos-
guards nao se alteraram em funcao da apresentacdo de objetos diferentes, do Sexo, da Idade,
da Origem ou da forma de Criagdo dos animais. Os comportamentos dos lobos-guaras foram
influenciados pelo seu Temperamento, assim como pela oferta do Enriquecimento Ambiental,
sua Idade, Sexo e Origem; a Criagdo dos individuos ndo afetou seu comportamento. Os niveis
de metabolitos de glicocorticoides foram reduzidos durante a etapa de Enriquecimento
Ambiental, e sofreram aumento durante a Ultima fase (controle). Machos e Fémeas
apresentaram valores diferentes para todas as variaveis analisadas, demonstrando a influéncia
do sexo destes animais em seu comportamento e fisiologia. Os dados demonstram a existéncia
de uma necessidade de se conhecerem as individualidades dos animais cativos, para se
estabelecer um modelo de manipulagdao ambiental que favoreca a manutencao de lobos-guaras
em boas condi¢des de bem-estar, contribuindo também para a conservagdo ex-situ da espécie.

Palavras-chave: Comportamento Animal; Bem-estar Animal; Conservagao.



ABSTRACT

The maned wolf (Chrysocyon brachyurus), a Brazilian species vulnerable to extinction,
widely found in Brazilian zoos. Restrictions imposed by the anthropogenic environment can
limit the behavioral diversity of these animals and thus compromise their well-being.
Environmental enrichment techniques have been recommended to institutions that keep wild
animals, to promote an increase in environmental unpredictability - which contributes to the
display of a greater diversity of behavior by animals. In previous studies, different behavioral
and hormonal responses to unpredictability stimuli were recorded in maned wolves, including
an increase in stress hormones in certain situations. In this study, we investigated their
responses to foraging conditions that provide varying degrees of unpredictability with regard
to location and amount of available resources. Our objective in this work was to raise possible
factors related to their different responses to enrichment. Control and experimental conditions
were implemented, with manipulation of location and difficulty in accessing food, in order to
investigate how unpredictability affects each sex. Temperament tests were also applied (by
Caution Index), as a way to correlate the physiological and behavioral responses of the wolves
with individual profiles. We applied environmental enrichment techniques to 13 maned
wolves kept in conservationist or zoological breeding grounds, with behavioral sampling
using the focal animal method and recording of behavior at intervals, with eight sessions per
day, in three different stages: Baseline I, Enrichment and Baseline II, with 5 days,
interspersed, of observation by stage and dosage of glucocorticoids (hormones related to the
response to stress) in the stool. The Temperaments of maned wolves did not change due to the
presentation of different objects, Sex, Age, Origin or Creation of the animals. The behaviors
of the maned wolves were influenced by their Temperament, as well as by the offer of
Environmental Enrichment, their Age, Sex and Origin, the Creation of individuals did not
affect their behavior. The levels of glucocorticoid metabolites were reduced during the
Environmental Enrichment step, and increased during the last phase. Males and females
showed different values for all analyzed variables, demonstrating the influence of the sex of
these animals on their behavior and physiology. The data demonstrate the existence of a need
to know the individualities of captive animals, to establish a model of environmental
manipulation that favors the maintenance of maned wolves in good welfare conditions, thus
contributing to the ex-situ conservation of the species.

Keywords: Animal Behavior; Animal welfare; Conservation.
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1. INTRODUCAO

A manutencao de animais silvestres sob cuidados humanos data de mais de cinco mil
anos, época em que 0s egipcios capturavam pequenos gatos, babuinos e ledes, para
demonstrar for¢ca e poder, passando esse costume para os demais cidadaos (Sanders, Feijo,
2007). Por muito tempo, a manutengao de animais silvestres perdurou apenas com carater de
entretenimento, tendo essa realidade sido alterada somente em 1752, na cidade de Viena, no
Zoologico Imperial de Schonbrunn e, posteriormente, em 1794, no Zooldgico de Paris. Essas
instituigdes passaram a desenvolver pesquisas, ¢ a entrada so era permitida com a autorizagao
de um pesquisador, sendo posteriormente ampliada para permitir que estudantes do Museu
frequentassem as institui¢des (Tavares, 2011).

Com o desenvolvimento de pesquisas em instituicdes zoologicas ¢ o avango dos
esforcos de conservagdo, zoologicos e criadouros tém contribuido cada vez mais para a
conservacao de espécies ameagadas, em ac¢do chamada de “conservacdo ex-Situ”. A
conservacdo ex-Situ surge como um complemento relevante para a conservagdo In-situ,
principalmente, quando se trata de espécies raras ou com altos niveis de ameaga de extin¢do
(Back et al., 2021). Modernamente, esfor¢os de conservagdo tém sido empreendidos de forma
integrada, unindo agdes in-situ e ex-situ, uma abordagem conhecida como conservagdo pan-
situ (Keulartz, 2015). Nessa abordagem, os zooldgicos e criadouros tém uma importante
responsabilidade em relagdo a conservagdo: a manutengdo de animais em boas condi¢des de
bem-estar (Mellor e colaboradores, 2015), servindo como banco genético, ou aderindo a
programas de soltura.

As restricdes impostas pelo ambiente de cativeiro, entretanto, podem limitar a
diversidade comportamental dos animais e, assim, comprometer seu bem-estar (Carlstead,

1996). Para mitigar este efeito, ¢ aplicado o enriquecimento ambiental, um conjunto de
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técnicas usadas para modificar o ambiente, tanto fisico quanto social em que animais sao
mantidos sob cuidados humanos, a fim de melhorar sua qualidade de vida, tendo véarios
trabalhos comprovado sua eficacia (ex: Clegg et al., 2023, Radical et al., 2023, Vasconcellos,
2009). Alguns enriquecimentos encorajam comportamentos ¢ habilidades que seriam
exibidos em ambiente natural, gerando resultados desejaveis, como o desenvolvimento motor
e cognitivo, como mostram os resultados de Clegg e colaboradores (2023) em seu estudo com
golfinhos, como também em reduzir comportamentos indesejados, assim como aferido por
Donald e colaboradores (2023) em estudo com ledes-marinhos e elefantes-marinhos.

Em estudos anteriores de nossa equipe (Catapani, et al., 2018; Miglioli, Vasconcellos,
2021; Oliveira, Vasconcellos, 2022; Vasconcellos et al., 2011), foi testada e comprovada a
eficacia de técnicas de enriquecimento ambiental para melhoria das condi¢gdes de bem-estar
de varias espécies silvestres mantidas sob cuidados humanos. Em lobos-guaras (Chrysocyon
brachyurus) (Vasconcellos et al. 2009), registraram-se diferentes respostas comportamentais
e hormonais a estimulos de imprevisibilidade — comumente usados para estimular
comportamentos desejaveis em animais silvestres sob cuidados humanos. Algumas dessas
respostas sugeriram um aumento de niveis de estresse diante da imprevisibilidade em alguns
dos individuos estudados. Resultados como esse apontam para a importincia de se
compreenderem as respostas desses animais aos estimulos de seu ambiente, aspecto
imprescindivel para que individuos da espécie sejam mantidos sob cuidados humanos em
boas condigdes de bem-estar.

A literatura ja documentou a existéncia de diversos temperamentos entre os
individuos de diferentes espécies animais. McDougall e colaboradores (2006) definem o
temperamento como um conjunto relativamente consistente de disposi¢des individuais que
influenciam as manifestacdes comportamentais de um individuo. Essas disposi¢des sdo

resultantes da interacdo entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. As analises de
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temperamento geralmente se baseiam em seis dominios, que abrangem uma variedade de
comportamentos: Neofobia e exploracdo (Archer, 1973; Greenberg e Mettke-Hoffman, 2001;
Walsh e Cummins, 1976), Ousadia (Boissy, 1995; Gosling, 2001), Mansidao (Grandin, 1998;
Price, 2002), Atividade (Archer, 1973), Agressividade (De Boer et al., 2003; Earley et al.,
2000) e Sociabilidade (Faure, Mills, 1998).

O temperamento dos animais pode exercer influéncia significativa em seus
comportamentos, como exemplificado por Drent e colaboradores (2003), que observaram
padrdes de comportamento antipredagdo em Parus major. No contexto deste estudo, nos
concentramos no dominio da Neofobia e exploracdo, conforme descrito por Archer (1973),
Greenberg e Mettke-Hoffman (2001), e Walsh e Cummins (1976). Isso se justifica pelo fato
de que o comportamento de forrageio, especialmente enfatizado nesta pesquisa, esta
intrinsecamente ligado a exploragdo do ambiente e, consequentemente, a sobrevivéncia dos
animais. Essa relagdo entre comportamento de forrageio e sobrevivéncia ¢ evidenciada em
estudos como o de Romtveit e colaboradores (2021) sobre o comportamento de forrageio das
renas (Rangifer tarandus), onde observaram que essa espécie aumenta sua taxa de forrageio
para localizar 4reas com menor cobertura de neve e maior disponibilidade de alimento.

Assim como o temperamento dos individuos pode influenciar nas suas respostas ao
ambiente, o sexo também pode influenciar respostas aos estimulos ambientais. Em estudo
envolvendo animais trangé€nicos, Stam e colaboradores (2008) notaram uma diferenca entre
as respostas de ratos machos e fémeas ao estimulo do Enriquecimento Ambiental, onde as
fémeas se apresentaram mais estressadas que os machos durante e apds a oferta do
enriquecimento, esta diferenca nas respostas entre machos e fémeas também pode ser
encontrada em outras espécies, como relatado por Harrison e colaboradores (2022). Ainda
nao ha dados que suportem a ideia de que, nos lobos-guaras, também haja diferencas entre os

sexos nas reagoes a estimulos ambientais, mas levando em consideragao os achados de
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Vasconcellos (2009), Stam e colaboradores (2008) e Harrison ¢ colaboradores (2022), existe
a possibilidade de ocorrer esta diferenga.

Neste estudo, investigamos as reacdes comportamentais e fisioldgicas de lobos-guaras
a condi¢des relativamente exigentes de forrageio. Avaliamos os possiveis efeitos do
temperamento ¢ do sexo dos animais nessas respostas, uma vez que Vasconcellos (2009)
encontrou indicios de influéncia do temperamento e do sexo de lobos-guards em suas

respostas comportamentais e fisioldgicas a oferta de enriquecimento ambiental.
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1.1. Espécie em estudo (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1815)

O lobo-guara, o maior representante da familia Canidae na América do Sul, tem uma
altura média de cerca de 47 cm e um comprimento total de aproximadamente 147 cm. Seu
peso varia entre 20 kg e 32 kg, de acordo com Azevedo (2008) e Redford e Eisenberg (1992).
Essa espécie tem sua distribuicdo geografica concentrada principalmente no Brasil central,
Paraguai e nas planicies da Bolivia oriental, conforme ilustrado na Figura 1, de acordo com
as informagdes de Dietz (1985), Rumiz e Sainz (2002) e Queirolo e colaboradores (2011).

O lobo-guara habita areas de campos e cerrados na regido central da América do Sul,
conforme documentado por Dietz (1985) e Queirolo (2011). Além disso, ¢ possivel encontrar
populagdes no estado do Rio Grande do Sul, no norte e nordeste da Argentina, ¢ no Uruguai,
onde seu limite sul de ocorréncia era anteriormente delimitado entre os paralelos 37° ¢ 39°, de
acordo com Queirolo (2011). No entanto, Paula e DeMatteo (2016) sugerem que a espécie
provavelmente esteja extinta no Uruguai atualmente.

No Brasil, o lobo-guara ¢ mais comumente encontrado nos biomas cerrado e pampa,
conforme relatado por De Paula e colaboradores (2013), ocupando ambientes de vegetacao
aberta, como campos, charcos e pantanos. Suas caracteristicas anatomicas lhe conferem a
habilidade de forragear em ambientes com vegetacdo alta, como mencionado por Dietz
(1984).

A espécie ¢ classificada como "Vulneravel" (VU) no estado de Minas Gerais € em
todo o territorio brasileiro, de acordo com COPAM (2010), ICMBio (2013) e Machado e
colaboradores (2008). Em termos internacionais, o lobo-guara ¢ classificado como "Quase
Ameacgado" (NT), conforme relato de Paula e DeMatteo (2016). Essas classificagdes se
devem principalmente a ampla distribuicdo da espécie e as ameacas decorrentes das
atividades humanas, como a fragmentacdo de seu habitat e atropelamentos, como destacado

por Paula e DeMatteo (2016).
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Mapa de distribui¢cao do lobo-guara na América do Sul
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Figura 1 Mapa de distribuigdo de Chrysocyon brachyurus. FONTE: International Union for Conservation of
Nature (IUCN) (2016)

Hé4 uma expansdo na ocorréncia da espécie nas porcoes leste e sudeste do Brasil,
associada ao desmatamento da Mata Atlantica e a conversdao de habitats em pastagens para a
criacdo de gado (Queirolo, 2011), assim como na regido Amazdnica, como no sul do estado
de Rondonia (Goebel et al., 2019) e na regido dos chacos argentinos (Orozco et al., 2023).
Em 2008, Paula e colaboradores estimaram que a populagdo brasileira de Chrysocyon

brachyurus tinha cerca de 21.746 individuos; esse calculo foi feito a partir de varias
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estimativas de densidade entre as populagdes do cerrado. J4 em 2016, Paula e DeMatteo
or¢aram uma populagdo de 17.000 individuos adultos. Foi diagnosticada uma tendéncia de
reducdo dessa populacdo por motivos antropogénicos, como a reducio de sua area natural e
atropelamentos (De Paula et al., 2008).

Chrysocyon brachyurus apresenta um comportamento crepuscular-noturno, sendo seu
padrdo de comportamento relacionado a umidade relativa do ar mais do que ao horario (Paula
et al., 2013). Spano e colaboradores (2021) encontraram diferen¢as individuais nos padroes
de locomogao da espécie quando se trata de horarios de pico de atividade; esta diferenga pode
estar relacionada com a idade dos individuos, como discorrem os proprios autores, relatando
que individuos mais novos tendem a apresentar padrdo de atividade noturno. O contato direto
com humanos também alterou seu padrao de atividades; aqueles individuos que, durante seu
tempo de vida, passaram mais tempo em contato com humanos desenvolveram
comportamento antropofilico, alterando seu padrdao de atividade noturno para diurno (Spano
et al. 2021).

A vocalizacdo do lobo-guara ¢ utilizada na marcagdo de territério, mas também para
comunicacao entre casais € na interagdo com filhotes (Brady, 1981; Kleiman, 1972; Silveira,
1999), sendo possivel o reconhecimento individual pela vocalizagdo por outros lobos
(Balieiro; Monticelli, 2019).

A dieta do lobo-guara ¢ onivora generalista e oportunista, de variacdo sazonal. A
espécie consome uma ampla diversidade de frutos e vertebrados de pequeno porte, como
roedores, marsupiais, tatus e sauropsideos, além de representantes de artrépodes (Carvalho,
1976). Podendo incluir em sua alimentacao presas de maior porte, como veados-campeiros,
raposas-do-campo, cachorros-do-mato e porcos-do-mato, conforme relatado por Rodrigues

(2002). Este autor encontrou vestigios desses animais nas fezes de lobos-guards, o que nao
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comprova predacdo, mas sugere que o lobo-guard se alimente dessas espécies quando
encontra suas carcagas.

Em areas de cerrado, ¢ comum que o lobo-guara se alimente de diversos frutos, como
o da lobeira (Solanum lycocorpum) (Queirolo ¢ Motta-Junior, 2007); nos demais biomas em
que o lobo-guara ocorre (Pantanal e Mata Atlantica), a espécie apresenta maior frequéncia de
consumo de outras espécies de frutos (Amboni, 2007).

De acordo com Dietz (1984), o comportamento reprodutivo do lobo-guara ¢
monogamico facultativo; o macho ¢ a fémea que formam o casal apresentam areas de vida
sobrepostas, porém sdo cagadores solitarios e evitam cagar com outros individuos. As fémeas
sdo monoéstricas, com um periodo de gestacdo de 60 a 65 dias e uma ninhada com uma
média de dois filhotes (Fletchall et al., 1995). O acasalamento ocorre desde o final do outono
até principios do inverno e os nascimentos ocorrem no inverno (Carvalho, 1976; Kleiman,
1972; Roeben, 1975). Durante a época reprodutiva, o casal compartilha a mesma érea, que
pode variar de 25,23km? até 80,18km?. E possivel determinar a formagio de casais e inicio da
¢poca reprodutiva através da aceitabilidade da fémea quanto a presenga do macho em seu
territorio (Azevedo, 2008; Brito et al., 2022; Dietz, 1984; Jacomo et al., 2009; Melo et al.,

2006; Silveira, 1999; Vasconcellos, 1995).
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1.2.Metabolitos de glicocorticoides

A mensuracdo de metabolitos de glicocorticoides (MGC) em amostras fecais €
frequente desde meados de 1999 (Brown, 1999). Glicocorticoides sdo liberados pelo cortex
da glandula adrenal, durante a estimulacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal, em resposta
a liberagdo do hormodnio adrenocorticotréfico pela hipofise anterior (Boonstra, 2004). O
hormonio € metabolizado pelos rins e excretado na urina, mas também ¢ metabolizado pelo
figado, onde ¢, junto a bile, armazenados na vesicula biliar e excretado nas fezes (Mostl,
Palme, 2002).

Os glicocorticoides regulam uma série de processos metabodlicos, permitindo que os
animais ajustem suas funcdes em situagdes imprevisiveis; a secrecdo de glicocorticoides esta
associada a adaptacdo a mudangas (Martin, Crump, 2003). A liberacdo de glicocorticoides em
altas quantidades esta ligada a resposta ao estresse, também conhecida como resposta de fuga
ou luta (Axerlrod, Reisine, 1984; Goymann, et al., 2002). Segundo Onbasilar e Aksoy (2005)
niveis altos de glicocorticoides indicam que o individuo foi submetido a situacdes
estressantes. Alteragdes no padrdo de liberagdo de glicocorticoides também estdo
relacionadas com a sazonalidade, sendo necessaria a ado¢do de medidas controle antes de
afirmar a existéncia de situacao de estresse danoso no animal (Equizébal et al., 2021).

Suarez e colaboradores (2017) encontraram uma correlacdo entre os niveis de
glicocorticoides de felinos silvestres mantidos em zoologicos com suas condi¢cdes de bem-
estar durante as visitas da comunidade, onde Lynx lynx, Lynx rufus e Panthera leo persica,

aumentaram seus niveis cortisol, enquanto para Panthera onca, ndo houve relagdo. A
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permanéncia de niveis altos de glicocorticoides no organismo ja foi associada ao
aparecimento de comportamentos como arrancamento de penas, automutilacdo,
comportamentos agonisticos em excesso, estereotipias e a fobias (Queiroz et al. 2012), que
indicam o surgimento de problemas multifatoriais na saude nos animais (Stothart et al 2016).

Alejandro e colaboradores (2023) empregaram a mensuragdo de glicocorticoides em
primatas nao-humanos, juntamente com a avaliagdo comportamental. Isso foi feito para
avaliar o estresse em individuos solitarios e em grupos, revelando que os individuos alocados
em grupos apresentavam menores niveis de glicocorticoides em comparagdo com aqueles que
viviam de forma solitaria. Além disso, observou-se que a taxa de comportamentos agressivos
estava positivamente relacionada com os niveis de glicocorticoides nas amostras fecais,
sugerindo uma associagdo entre agressividade e niveis de estresse.

A mensuragdo dos metabolitos de glicocorticoides em animais silvestres em cativeiro
desempenha um papel crucial na avaliagdo do bem-estar (Suarez et al. 2017) e tem potencial
para contribuir para a eficacia dos programas de conservagdo e reprodu¢do em ambientes
controlados. Essa andlise oferece informagdes vitais sobre o nivel de estresse, satde e
adaptagdo desses animais ao cativeiro (Onbasilar; Aksoy, 2005), permitindo aos cuidadores e
pesquisadores ajustar as condi¢des de alojamento, nutricdo € manejo de forma a minimizar o
estresse e promover o bem-estar. Além disso, a monitoriza¢do dos niveis de glicocorticoides
auxilia na avaliagdo do impacto do confinamento (Alejandro et al.,, 2023) e no
desenvolvimento de estratégias de enriquecimento ambiental, contribuindo para a
preservacao de espécies ameagadas e sua possivel reintroducdo na natureza. Portanto, a
mensuragdo dos metabodlitos de glicocorticoides em animais silvestres em cativeiro ¢
essencial para assegurar que esses individuos mantenham a vitalidade necessaria para a

sobrevivéncia de suas espécies a longo prazo.
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1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar se o temperamento e o sexo dos lobos-guaras
influenciam suas respostas comportamentais e fisiologicas aos desafios impostos pelo

enriquecimento ambiental alimentar.

1.3.2. Objetivos Especificos

- Registrar o comportamento dos lobos-guards em condigdes usuais (sem intervengdes —
condi¢gdes de Linha de Base) e quando o alimento dos animais € apresentado através de
técnicas de enriquecimento ambiental (Condigao Experimental);

- Avaliar as concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticoides em ambas as condigdes
(Linha de Base e Experimental)

- Registrar as respostas comportamentais dos lobos-guards a testes de objeto novo (teste de
temperamento);

- Investigar a existéncia de correlagdes do temperamento e do sexo dos animais com suas

respostas comportamentais e fisioldgicas ao enriquecimento;
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1.4.Hipoteses e Predicdes

A hipdtese a ser testada neste estudo ¢ de que o temperamento e o sexo dos lobos-
guaras exercem influéncia sobre suas respostas ao estimulo do enriquecimento ambiental.
Desta forma, baseados nos estudos de Vasconcellos (2009), desenvolvemos as seguintes
predicdes: 1- animais de temperamento cauteloso hesitardo em interagir com o
enriquecimento ambiental, enquanto que os animais mais exploradores interagirdo
intensamente; 2- individuos fémeas demonstrardo mais cautela ao estimulo do
enriquecimento que machos; 3- individuos machos cautelosos demonstrardo mais interesse
pelo enriquecimento do que fémeas exploradoras; 4- animais mais exploradores apresentarao
um aumento dos metabolitos fecais de glicocorticoides frente aos itens de enriquecimento
ambiental pois, embora tendam a ser mais neofilicos que individuos mais cautelosos, podem
apresentar maior excitagdo frente a novidades (Koolhas et al. 1999); 6- animais mais
cautelosos apresentarao redu¢do dos metabolitos fecais de glicocorticoides frente aos itens de

enriquecimento ambiental, pois tenderdo a se expor menos (Koolhas et al. 1999).
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1.5 Justificativa

O bem-estar animal ¢ um dos pilares mais importantes em instituicdes de manejo de
animais silvestres (Bowkett, 2009). A aplicagio de técnicas que aumentam a
imprevisibilidade do ambiente de animais mantidos sob cuidados humanos ¢ feita para
promover esse bem-estar, estimulando a exibi¢do de comportamentos e habilidades comuns
em individuos de vida livre e gerando desenvolvimento motor e cognitivo dos animais
cativos (Clegg et al.; 2023). Oliveira e Vasconcellos (2022) encontraram que altos indices de
imprevisibilidade melhoram o bem-estar de animais cativos, mas se tratando do
comportamento, estes mesmos autores encontraram que situacdes de alta imprevisibilidade
aumentam comportamentos agonisticos ¢ diminuem comportamentos exploratorios. Basset e
Buchanan-Smith (2007) discutem sobre o lado negativo da imprevisibilidade, o aumento dos
niveis de glicocorticoides, que em animais de vida livre, representa a adaptagdo a situacao;
em animais cativos, o aumento cronico, pode resultar em atraso da puberdade, supressdao do
crescimento, exaustdo metabolica e aumento das chances de doencas neurais e apoptose.
Segundo Vasconcellos (2009) e Vasconcellos e colaboradores (2009), pode haver diferenca
nas respostas de lobos-guaras com diferentes temperamentos € sexos ao enriquecimento
ambiental. Partindo desses dados, descobrir, através de avaliagdes precisas, as melhores
estratégias de enriquecimento ambiental a serem ofertadas para diferentes individuos
auxiliara na manuten¢do de lobos-guards sob cuidados humanos em boas condi¢des de bem-

estar.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Questdes éticas

Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais (CEUA PUC Minas) e teve sua execucao autorizada
sob o nimero de protocolo 18/2022 conforme a Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, ¢ o
Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). A coleta e o transporte do material
biologico das instituigdes zoologicas para a Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais
foi autorizado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) do
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) sob o n° 86369-1 de

acordo com o artigo 28 da Instru¢do Normativa do ICMBio n° 03/2014.
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2.2.Instalagdes

O presente estudo foi desenvolvido em duas instituicdes: Parque Vida Cerrado (BA) e
Fundacao Jardim Zooldgico de Brasilia (DF), entre os meses de novembro de 2022 ¢ margo

de 2023.

2.2.1. Parque Vida Cerrado (PViC)

Localizado no municipio de Barreiras, estado da Bahia, o Parque Vida Cerrado
(PViC) foi criado em 2006 pelo Instituto Lina Galvani, possuindo trés ntcleos de atuagdo:
fauna, flora e comunidade. No nucleo da fauna, o PViC atua como criadouro cientifico para
fins de conservagdo, abrigando no plantel as espécies: Alouatta caraya (bugio-preto),
Anodorhynchus hyacinthinus (arara-azul-grande), Blastocerus dichotomus (cervo-do-
pantanal), Chrysocyon brachyurus (lobo-guara), Geranoaetus albicaudatus (gaviao-do-rabo-
branco), Mazama gouazoubira (veado-catingueiro), Myrmecophaga tridactyla (tamandua-

bandeira) e Rhea americana (ema).

Os recintos destinados a espécie Chrysocyon brachyurus nesta instituigdo seguem a
Instru¢ao Normativa do IBAMA 07 de 30 de abril de 2015 (Brasil, 2015), contendo um
minimo de 200m?, além de serem vegetados com espécies nativas do cerrado, dando ao

animal a possibilidade de se esconder.
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2.2.2. Fundacédo Jardim Zooldgico de Brasilia (FJZB)

Este Zoologico, que foi previsto no Plano Piloto de Brasilia e instituido como
Fundacdo Zoobotanica em 6 de dezembro de 1957, desenvolve agdes com foco na educagao
ambiental e na conservagdo da fauna brasileira ¢ exética. E um orgdo da administragio

indireta, vinculado a Secretaria de Estado do Meio Ambiente e Protecao Animal (SEMA).

Os recintos de lobos-guaras da institui¢ao seguem parcialmente a Instrugdo Normativa
do IBAMA 07, de 30 de abril de 2015 (Brasil, 2015), ndo ha vegetacdo nativa e ha poucas

alternativas para o animal se esconder.
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2.3.Sujeitos

Foram estudados 13 lobos-guaras, sendo sete no PViC e seis na FJZB (Tabela 1).
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Tabela 1 Individuos de lobo-guara que foram investigados neste estudo e instituigdes que os mantém

Individuo Nome Individuos Sexo Idade Instituicéo Criado por humanos  Nascimento (N) ou Local de origem
Nno mesmo (em anos) (H) ou pelos pais (P)  captura (C)/Ano
recinto [Criacéo] [Origem]
M1 Thor - Macho 9 PviC H C2013 Lorena - SP
M2 Vitor F1 Macho 10 PviC P N 2012 Luis Eduardo Magalhdes - BA
M3 Ipé F2, F3, M4 Macho 1 PviC H C 2021 Luis Eduardo Magalhdes - BA
M4 Umbu M3, F2, F3 Macho 1 PviC H C 2021 Luis Eduardo Magalhdes - BA
M5 Orelha Fé6 Macho ~12 FiZB P C 2012 Brasilia -DF
M6 Zangado M6 Macho 3 FiZB H C 2021 Mato Grosso
F1 Elkie M2 Fémea 6 PviC H C 2016 Luis Eduardo Magalhdes - BA
F2 Seriguela M3, M4, F3 Fémea 2 PviC H C 2020 Brasilia - DF
F3 Jurema M3, M4, F2 Fémea 1 PviC H C 2021 Luis Eduardo Magalhdes - BA
F4 Gisele F5 Fémea ~13 FJZB P C 2010 Minas Gerais
F5 Monica F4 Fémea 8 FJZB P N 2015 Brasilia - DF
F6 Uli M5 Fémea ~15 FJZB P C 2009 Brasilia - DF
F7 Amanda M6 Fémea ~6 FJZB P C 2017 Brasilia - DF
PViC = Parque Vida Cerrado; FJZB = Fundagao Jardim Zoolbgico de Brasilia.
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2.4 Procedimentos

2.4.1. Teste de objeto novo (Avaliacdo de Temperamento)

Foram conduzidos, anteriormente ao inicio do experimento que envolvia o
enriquecimento ambiental, testes de Objeto Novo (Walsh e Cummins, 1976) para averiguar
caracteristicas individuais dos lobos-guardas em relacdo a aproximagdo de objetos
desconhecidos. O modelo de Bremner-Harrison e colaboradores (2004) foi aplicado, com
modificagdes pertinentes para adaptagdo do teste a espécie em estudo. Este teste consiste em
apresentar ao animal objetos que supostamente ele nao conheca, oferecendo situagdes em que
se torne possivel a avaliacdo de seu perfil relacionado ao dominio de comportamentos
exploratorios ou cautelosos. Antes do teste, os animais eram contidos no cambeamento,
momento este em que os objetos eram posicionados no recinto. Apds isso, 0s animais eram
liberados e filmados por 15 minutos. Sessdes deste teste foram conduzidas antes e depois da
do experimento do enriquecimento ambiental. Durante a aplicagdo deste teste, os animais
foram observados pelo método focal, com registro continuo.

Para avaliar a cautela dos individuos, foi mensurada a exibi¢do de comportamentos
cautelosos e exploratorios por ele.

Também aplicou-se o Indice de Cautela, seguindo a formula proposta por Vasconcellos

(2009):

PC

=5 —PE

onde “IC” refere-se ao Indice de Cautela, “PC” é a propor¢io média de comportamentos

cuidadosos, e “PE”, a propor¢do média de comportamentos exploratorios. Os
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comportamentos considerados como “exploratdrios” e “cautelosos” estdo descritos na Tabela

2.

Tabela 2 Descrigdo das categorias comportamentais utilizadas para caracterizagdo dos comportamentos dos
lobos-guaras observados durante o Teste de Objeto Novo.

COMPORTAMENTOS EXPLORATORIOS

Descansar relaxado, olhando para o

Permanecer deitado em uma postura
objeto

relaxada, com as orelhas levantadas,
olhando para o objeto.

Investigar Caminhar ou ficar parado enquanto fareja

ou observa o objeto.

Aproximar-se do objeto Caminhar diretamente na diregdo do objeto,

olhando para este, orelhas e corpo ereto.

Tocar o objeto Tocar e/ou mover o objeto com as patas ou

o focinho.

Brincar com o objeto Morder, jogar para o ar, perseguir ou saltar

com o objeto.
Marcar o objeto Marcar o objeto com urina ou esfregar o

corpo nele.

COMPORTAMENTOS CAUTELOSOS

Descansar alerta, olhando para o objeto Permanecer deitado ou em pé, com as

orelhas abaixadas, olhando para o objeto.

Aproximar-se de forma hesitante Caminhar lentamente em direcdo ao objeto,

com frequentes avancos e recuos, orelhas e
corpo abaixados ou com os pelos ericados.

Fugir Correr ou pular em direcdo ao cabeamento,

ou em dire¢do oposta ao objeto.

Investigar de forma hesitante Andar ou ficar em pé enquanto fareja,

observa ou toca o objeto, com frequentes
avancos e recuos, orelhas e corpo
abaixados.

Esconder-se Ap6s ser liberado no recinto, o animal

retorna ao cambeamento e permanece 14.
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2.4.2. Enriguecimento ambiental

Este experimento foi dividido em trés fases (Linha de Base I, Enriquecimento, Linha
de Base II), cada uma delas com a duragdo de 10 dias. Durante todas as fases, foram feitos
registros do comportamento dos animais pelo método Animal Focal, com registro por
intervalos. Cada sessdo teve duragdo de 5 minutos, com registros dos comportamentos a cada
30 segundos. Foram oito sessdes diarias de observacdes do comportamento de cada lobo-
guara. Ao todo, cada individuo foi observado por 40 minutos por dia de coleta. Esses
registros, assim como a coleta de fezes dos animais, foram feitos em dias alternados. As
coletas de fezes foram feitas, também nas trés etapas, nos dias subsequentes aos registros
comportamentais, para que fosse possivel correlacionar as concentragdes de glicocorticoides
com os comportamentos apresentados pelos animais no dia anterior (tempo necessario para
metabolizacao dos hormonios; Vasconcellos et al., 2011).

Os comportamentos analisados durante as etapas de Linha de Base I, Enriquecimento

e Linha de Base II, encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 Descri¢do das categorias comportamentais utilizadas para caracterizagdo dos comportamentos durante
as etapas Linha de Base I, Enriquecimento e Linha de Base II .

Comportamento Descricéo

Locomogao Andar ou correr, quando ndo envolvido em
outra atividade

Forrageio Alimentar-se, manipular o alimento, cacar,
esconder o alimento

Comportamento Agonistico Intra ou inter-especifico; abrir a boca (para
outra individuo como forma de ameaca),
rosnar, latir, perseguir, morder, eri¢ar os
pelos da crina

Comportamento Afiliativo Intra ou inter-especifico; cheirar outro
individuo, levantar o rabo sem rosnar,
aproximacao amigavel

Exploragdo Farejar chao, arvores, folhagens

Brincadeira Morder, jogar para o ar, perseguir ou saltar
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com objeto, voltar-se para outro individuo
abaixando a parte dianteira do corpo

Pacing Ir e vir compulsivamente em pequeno
espago por mais de 3 vezes

Parado Permanecer parado em pé

Nao Visivel Registrado quando o animal ndo esta a vista
do observador

Descanso Permanecer deitado com a cabega levantada
ou abaixada

Outros Comportamentos nao relacionados as
categorias anteriores

Fase I: Linha de Base 1

Nesta fase, os animais foram mantidos ¢ observados em sua condi¢ao usual (sem

intervengoes).

Fase II: Enriquecimento

Aplicaram-se técnicas de enriquecimento ambiental alimentar para todos os animais
envolvidos no estudo. Essas técnicas constituiram-se de alimentos sendo ofertados em: caixas
de papeldo escondidas no recinto ou com acesso dificultado, preenchidas com vegetagdo ou
feno, toras de bambu, caixas de ovos, ninhos artificiais, trouxas de folha de bananeira (Figura
2), sempre um para cada animal, ou com o alimento escondido na vegetacdo. Os

enriquecimentos foram alterados por dia, sendo decididos junto a equipe técnica.
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Figura 2 Enriquecimentos Ambientais utilizados neste estudo nas institui¢des zooldgicas, (A) Caixa de papeldo,
(B) Trouxa de folha de bananeira, (C) Caixa de papeldo escondida na vegetagdo (D) Tora de Bambu, (E) Caixa
de ovo, (F) Ninhos Artificiais. Os objetos foram escolhidos pela equipe técnica de cada instituicdo. Todos os
itens continham a alimenta¢do usual do individuo.

Fase III: Linha de Base 11
Nesta fase, foram retomados os procedimentos da Fase I, para avaliar possivel

reversdao das mudangas de comportamento registradas na fase II.
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2.4.3. Coleta, extragao e quantificagdo hormonal

As amostras de fezes eram colhidas sempre pela manha, era selecionado o bolo fecal
mais fresco, € o material era armazenado em sacos de plastico com fechamento em ziper,
identificados com nome do animal e data de coleta. Foram mantidas em ambiente a -20°C até
serem enviadas para extragdo e dosagem hormonal. Para os animais que compartilhavam
recinto, era identificado o local em que cada um defecava e coletada as fezes deste local.

A extracdo dos metabolitos de glicocorticoides foi realizada no Laboratério de
Microbiologia e Genética da Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais, Belo
Horizonte. Foram adicionados 5ml de 4lcool metilico 80% a uma aliquota de 0,5g de fezes. O
material foi colocado em voértex por 1 minuto e 30 segundos e centrifugado por 15 minutos a
3000 rotagdes por minuto (RPM).

A quantifica¢do hormonal foi realizada com o uso de Kits comerciais de duplo
anticorpo (ENZO®), através do método ELISA. A dilui¢do das amostras ocorreu em 100uL
de solucdo padrao, em propor¢do de oito partes da solu¢do padrao para uma parte da amostra,
e os procedimentos de dosagem seguiram o protocolo do kit. As amostras foram lidas em um
comprimento de onda de 508 nandometros. A quantificacdo foi realizada no Multilab do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte.

Para adequar a dosagem para o peso e a diluicdo das amostras, foi empregada a

seguinte formula (Vasconcellos, 2009):

concentragdo do hormonio na amostra x volume da extracgao x fator de diluicao

peso das amostras fecais (g) x volume da amostra x 1000
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2.4.4. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. O efeito
do enriquecimento ambiental (Etapas Linha de Base I, Enriquecimento e Linha de Base 1),
do sexo (macho ou fémea), do temperamento dos animais (indice de Cautela), sua idade (em
anos), sua origem (nascido em vida livre ou em zooldgico), sua criagdo (criado pelos pais ou
por humanos) e das concentragdes dos glicocorticoides, assim como das interagdes entre
essas variaveis sobre o comportamento e fisiologia (concentra¢gdes hormonais), foi avaliado
através de Modelos Lineares Generalizados (GLMM), utilizando os individuos como fator de
aleatorizacdo (ajustando o modelo para medidas repetidas). Os dados ndo apresentaram
distribui¢ao normal, entdo a familia Poisson foi aplicada ao GLMM. Empregamos o modelo
de analise iterativa ao GLMM, iniciando com o modelo completo e removendo
gradativamente, em ordem decrescente de valor de “p”, as varidveis explicativas que ndo
causaram efeito nas variaveis resposta. Nos casos em que foram detectadas interagdes entre
as variaveis explicativas, foi realizado a correlagdo de Pearson separadamente para cada
varidvel. Para comparar as concentragdes basais de metabolitos de glicocorticoides dos
machos e fémeas, foi utilizado o Teste de Mann-Whitney. Todas anélises estatisticas foram

realizadas no software R (versao 3.4.2).
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3. RESULTADOS

3.1.Teste de Objeto Novo

Os Indices de Cautela (IC) dos lobos variaram entre 0.001 ¢ 1.00 (Figura 3); quanto

maior o IC, mais cauteloso/menos explorador foi considerado o individuo.

1.00 YV vyvw

Temperamento
o
@
g

0.25

0.00

Fi F2 F3 F4 F5 F6 F7 M1 M2 M3 M4 M5 M6
Individuo

Sexo ¥ Fémea Macho

Figura 3 Distribuigdo dos Indices de Cautela calculados através da apresentagio de objetos novos aos lobos-
guaras estudados em institui¢des zooldgicas brasileiras entre dezembro/2022 e mar¢o/2023. Marcadores rosas:
Fémeas, Marcadores azuis: Machos.

Nao foi encontrado efeito do Sexo, Idade, Origem ou Criacdo do animal em seu

temperamento (Tabela 4).

Tabela 4 Resultado do Modelo Linear Generalizado (GLMM) investigando efeitos do Sexo (macho ou fémea),
Idade (em anos), Origem (se nascido na natureza ou nascido na institui¢do) e Criacdo (se criado pelos pais ou
por humanos) sobre o Indice de Cautela dos lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus), calculado através da
apresentagdo de objetos novos aos animais.

Variavel Estimate Erro padréao Valor de z Valor de p
Explicativa («<0,05)
Intercept -0.16592 1.68856 -0.098 0.922
Sexo! 0.08505 0.39905 0.213 0.831
Idade 0.02044 0.06358 0.321 0.748
Origem? 0.12128 0.52841 0.230 0.818
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Criagao? -0.41869 0.65468 -0.640 0.522

! Sexo (Macho ou Fémea); a variavel de referéncia foi “macho”. 2 Origem (se nascido na institui¢do ou nascido
na natureza); a variavel de referéncia foi “nascido na natureza”.
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3.2.Respostas Comportamentais

A Tabela 5 apresenta os resultados estatisticos relacionados aos comportamentos

registrados dos lobos-guaras, considerando varidveis como Temperamento (IC), Etapa (Linha

de Base I, Enriquecimento, Linha de Base II), Sexo (Macho, Fémea), Idade (em anos),

Origem (nascido na instituicdo ou em vida livre) e Criagdo (criado por humanos ou pelos

pais).

Tabela 5 Resultados do Modelo Linear Generalizado (GLMM) investigando a influéncia do Temperamento
(IC), da Etapa (Linha de Base I, Enriquecimento, Linha de Base II), do Sexo (macho ou fémea), da Idade (em
anos), da Origem (se nascido na instituicdo ou capturado da natureza) e da Criacdo (se criado pelos pais ou por
humanos) sobre o comportamento dos lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) estudados.

Variavel Variavel Explicativa Estimate Desvio padrdo | Valordez | Valor de p*
Resposta (¢<0,05)
Locomogao Intercept 5.69623 0.83598 6.814 <0.001
Sexo! -2.23356 0.43257 -5.163 <0.001
Temperamento 0.10128 0.70761 0.143 0.88619
Etapa? 0.35141 0.14912 2.357 0.01845
Idade -0.14325 0.02367 -6.053 <0.001
Temperamento*Sexo 2.3709 0.48259 4913 <0.001
Temperamento*Etapa -0.85122 0.13870 -6.137 <0.001
Sexo*Etapa 0.20792 0.07589 2.740 0.00615
Forrageio Intercept 5.68094 0.80819 7.029 <0.001
Sexo -0.61866 0.39993 -1.547 0.12189
Temperamento -0.62945 0.67406 -0.934 0.35039
Idade -0.16849 0.2518 -6.693 <0.001
Origem? -0.62883 0.21988 -2.860 0.00424
Temperamento*Sexo 1.17206 0.47368 2.474 0.01335
Comportamento Intercept 3.24745 2.23074 1.456 0.1455
Afiliativo
Sexo 0.93367 1.08485 0.861 0.3894
Etapa 1.38711 0.62459 2.222 0.263
Idade -0.34097 0.08302 -4.107 <0.001
Sexo*Etapa -0.91400 0.39290 -2.326 0.0200
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Descanso Intercept
Sexo
Temperamento
Etapa
Temperamento*Etapa
Sexo*Etapa
Nao Visivel Intercept
Sexo
Temperamento
Etapa
Temperamento*Etapa
Sexo*Etapa
Pacing Intercept
Sexo
Temperamento
Etapa
Temperamento*Etapa
Sexo*Etapa
Parado Intercept
Sexo
Etapa

Sexo*Etapa

4.01141
0.33677
1.18300
0.34449
-0.46298
-0.18648
6.36431
0.33717
-0.37211
0.01163
0.36272
-0.2142

20.33065

2.9589
-13.0416
0.69976
24.1566

1.8699
0.98778
-0.26364
-0.29137

0.30154

2.52140
1.21424
2.06421
0.06434
0.07316
0.04857
1.04062
0.50032
0.85011
0.03562
0.03034
0.01886
14.88317
23.8271
51.1050
0.06492
4.3645
0.4414
1.89028
0.89665
0.31503

0.12922

1.591
0.277
0.573
5.354
-6.328
-3.839
6.116
0.674
-0.438
0.327
11.957
-11.385
-1.366
0.124
-0255
10.779
5.535
4.236
0.523
-0.294
-0.925

2.334

0.111622
0.781510
0.566575
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.500
0.662
0.744
<0.001
<0.001
0.172
0.901
0.799
<0.001
<0.001
<0.001
0.6013
0.7687
0.3550

0.0196

*Efeitos ndo significativos ndo foram mostrados porque foram removidos do modelo pelo processo de selegdo
iterativa. ' Sexo (Macho ou Fémea); a varidvel de referéncia foi “macho”. ? Etapa (Linha de Base I,
Enriquecimento, Linha de Base II); a variavel de referéncia foi “Linha de Base I”. * Origem (se nascido na

instituicdo ou nascido na natureza); a variavel de referéncia foi “nascido na natureza”.

Identificamos uma interagdo significativa entre os temperamentos € os sexos dos

lobos-guaras, impactando a frequéncia de locomogdo e forrageio. A andlise revelou que

fémeas mais cautelosas demonstraram uma tendéncia a se locomover mais do que as fémeas

mais exploradoras, como evidenciado na Figura 4. Os dados da Figura 5 indicaram que as

fémeas geralmente apresentaram um maior comportamento de forrageio em comparagdo aos
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machos. Ao realizar uma andlise combinada dos sexos, conforme apresentado na Tabela 5,
observamos uma possivel interagdo entre os efeitos do sexo e temperamento. E interessante
notar que essa intera¢do ndo se manteve quando examinamos os efeitos separadamente, como

demonstrado na Figura 5.
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Figura 4 Dispersio dos registros de Locomog¢ao de Figura 5 Dispersdo dos registros de Forrageio de
lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungéo lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungéo
de seu Temperamento (indice de Cautela), com de seu Temperamento (indice de Cautela), com
curvas separadas para fémeas (marcadores rosas) e curvas separadas para fémeas (marcadores rosas) e
machos (marcadores azuis), em experimento de machos (marcadores azuis), em experimento de
reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados reacdo ao enriquecimento ambiental. Os dados
foram coletados em instituigdes zoolodgicas foram coletados em instituigdes zoologicas
brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e
marc¢o/2023. Os valores em azul e rosa representam marc¢o/2023. Os valores em azul e rosa representam
os resultados das correlagdes de Pearson entre os resultados das correlagdes de Pearson entre
temperamento € o comportamento de machos e temperamento ¢ o comportamento de machos e
fémeas respectivamente. fémeas respectivamente.

O Temperamento dos animais desempenhou um papel significativo nas suas respostas
comportamentais ao longo das diferentes etapas do Enriquecimento. Durante o experimento,
observamos que as seguintes categorias comportamentais foram influenciadas pelo
temperamento dos animais: Locomog¢do (conforme demonstrado na Figura 6), Descanso € no
estado Nao Visivel (Figura 7), além do comportamento de Pacing. Durante a fase da Linha
de Base II, os animais com IC mais elevados, ou seja, aqueles mais cautelosos, mostraram

uma maior tendéncia a se esconder, como ilustrado na Figura 7. J4 na Linha de Base I,
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notamos que os animais mais cautelosos tendiam a se locomover mais, enquanto os animais
mais exploratorios exibiam taxas de locomo¢do mais baixas, conforme representado na
Figura 6. Em relagcdo ao comportamento de Descanso, os resultados (conforme apresentados
na Tabela 5) indicaram maiores taxas durante a Linha de Base I, e os animais mais cautelosos
tendiam a apresentar maiores taxas de comportamento Nao Visivel durante a Linha de Base
1L

Embora a analise combinada das variaveis (como apresentado na Tabela 5) tenha
sugerido uma interagdo entre os efeitos da Etapa e do Temperamento em relagdo aos
comportamentos de Locomogdo, Descanso, Nao Visivel e Pacing, ao examinar esses efeitos
de forma isolada (conforme ilustrado nas Figuras 6 e 7), observamos que essa interagdo foi
confirmada apenas no comportamento de Locomog¢ao (Figura 6) ¢ no estado Nao Visivel
(Figura 7), mas ndo nos comportamentos de Descanso e Pacing (conforme apresentado na

Tabela 5).
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Figura 6 Dispersdo dos registros de Locomog¢do de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungdo do
Temperamento (indice de Cautela), com curvas separadas para Linha de Base I (marcadores rosa),
Enriquecimento (marcadores azuis) e Linha de Base II (marcadores verdes) em Experimento de reagdo ao
enriquecimento ambiental. Os dados foram coletados em instituigdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de
dezembro/2022 e margo/2023. Os valores em rosa, azul e verde representam os resultados das correlagdes de
Pearson entre temperamento e as etapas Linha de Base I, Enriquecimento e Linha de Base II respectivamente.
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Figura 7 Dispersdo dos registros de Nao Visivel de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungdo do
Temperamento (Indice de Cautela), com curvas separadas para Linha de Base I (marcadores rosa),
Enriquecimento (marcadores azuis) e Linha de Base II (marcadores verdes) em Experimento de reagdo ao
enriquecimento ambiental. Os dados foram coletados em institui¢des zoologicas brasileiras, entre os meses de
dezembro/2022 ¢ margo/2023. Os valores em rosa, azul e verde representam os resultados das correlagdes de
Pearson entre temperamento e as etapas Linha de Base I, Enriquecimento e Linha de Base II respectivamente.

As respostas comportamentais dos animais ao estimulo proporcionado pelo
Enriquecimento Ambiental demonstraram ser influenciadas pelo sexo, o que resultou em
variagdes nos comportamentos de Locomog¢ao (conforme evidenciado na Figura 8), Afiliativo
(como representado na Figura 9), Descanso (conforme ilustrado na Figura 10), no estado Nao
Visivel (como apresentado na Figura 11), Pacing (conforme observado na Figura 12) e
Parado (como indicado na Figura 13). Estas variacdes foram menos frequentes durante a fase
de Enriquecimento.

No que concerne aos comportamentos Afiliativo (Figura 9) e de Descanso (Figura
10), observou-se que os machos apresentaram taxas mais elevadas em todas as trés fases.
Quanto ao estado Nao Visivel (Figura 11), notou-se taxas superiores nos machos durante a
Linha de Base II, nas fémeas durante a Linha de Base I, e sem diferenca entre os sexos
durante o Enriquecimento. Em média, os machos apresentaram menores taxas do que as
fémeas. No que diz respeito ao comportamento de Pacing (Figura 12), as fémeas exibiram

taxas mais elevadas durante o Enriquecimento e a Linha de Base II, enquanto ndo houve
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diferenga entre os sexos na Linha de Base 1. Quanto ao comportamento Parado (Figura 13),
foram observadas taxas superiores nas fémeas durante o Enriquecimento, taxas mais elevadas
nos machos durante a Linha de Base II, ¢ nenhuma diferenga entre os sexos na Linha de Base
I. Em relagdo ao estado Nao Visivel, constatou-se taxas mais elevadas nos machos durante a
fase de Linha de Base II e taxas mais elevadas nas fémeas durante a Linha de Base I, com

auséncia de diferencas entre os sexos durante o Enriquecimento.

Sexo M Fémea B3 Macho
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Figura 8 Frequéncia de registros do comportamento Locomogéo de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
fungdo da Etapa ¢ do sexo dos animais, em Experimento de rea¢do ao enriquecimento ambiental. Os dados
foram coletados em instituicdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023. As
barras em azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas, respectivamente. As caixas representam o
primeiro e o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os

dados extremos. O asterisco indica um “p” menor que ou igual a 0,05. “NS” indica a falta de diferenga
estatistica entre as etapas.
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Figura 9 Frequéncia de registros do comportamento Afiliativo de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
fungdo da Etapa e do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental Os dados foram
coletados em instituigdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 ¢ margo/2023. As barras em
azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente As caixas representam o primeiro € o
terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os dados
extremos. “NS” indica a falta de diferenca estatistica entre as etapas.
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Figura 10 Frequéncia de registros do comportamento Descanso de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
funcdo da Etapa e do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados
foram coletados em instituigdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 ¢ margo/2023. As
barras em azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente. As caixas representam o
primeiro e o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os
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dados extremos. “**” indicam um “p” menor que ou igual a 0,01, “***” indicam “p” menor que 0,001
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Figura 11 Frequéncia de registros do estado Nao Visivel de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungao
da Etapa e do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados foram
coletados em instituigdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 ¢ margo/2023. As barras em
azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente. As caixas representam o primeiro e
o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os dados

extremos. O asterisco indica um “p” menor que ou igual a 0,05, “***” indicam “p” menor que 0,001 .
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Figura 12 Frequéncia de registros do comportamento Pacing de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
fun¢do da Etapa e do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados
foram coletados em instituicdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023. As
barras em azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente. As caixas representam o
primeiro e o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os
dados  extremos. “NS” indica a falta de  diferenca  estatistica entre as  etapas.
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Figura 13 Frequéncia de registros do comportamento Parado de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
fungdo da Etapa ¢ do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados
foram coletados em instituigdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e mar¢o/2023. As
barras em azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente. As caixas representam o
primeiro e o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os
dados extremos. “**” indicam um “p” menor que ou igual a 0,01, “NS” indica a falta de diferenca estatistica
entre as etapas.

A idade teve impacto nos comportamentos de Locomogdo, Forrageio e Afiliativo,
com individuos mais jovens exibindo esses comportamentos com maior frequéncia, conforme
indicado na Tabela 5.

No que diz respeito a origem dos animais (se eles nasceram na instituicdo ou foram
capturados na natureza), observou-se que essa variavel influenciou apenas o comportamento
de Forrageio, sendo que os animais nascidos na natureza apresentaram frequéncias mais
elevadas desse comportamento, como registrado na Tabela 5.

Por outro lado, a forma de criagdo dos animais (se foram criados por humanos ou

pelos pais) ndo demonstrou influéncia em nenhum dos comportamentos observados.
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3.3.Efeitos Hormonais

Os resultados estatisticos que destacam o impacto do Temperamento (IC), da Etapa
(Linha de Base I, Enriquecimento, Linha de Base II), do Sexo (Macho, Fémea), da Idade (em
anos), da Origem (se nascidos na institui¢ao ou em vida livre) e da Criagdo (se criados por
humanos ou pelos pais) nas concentracdes de metabdlitos fecais de glicocorticoides dos

lobos-guaras estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6 Resultados do Modelo Linear Generalizado (GLMM) avaliando a influéncia do Temperamento (IC),
Etapa (Linha de Base I, Enriquecimento, Linha de Base II), Sexo (macho ou fémea), Idade (em anos), Origem
(se nascido na instituicdo ou em vida livre) e Criagdo (se criado pelos pais ou por humanos) nas concentragdes
de metabolitos fecais de glicocorticoides dos lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) estudados.

Variavel Variavel Explicativa | Estimate Desvio | Valor dez Valor de p*
Resposta padrao (0<0,05)
Metabolitos de Intercept 13.4871203 0.4317028 31.242 <0.001
Glicocorticoides
Sexo! -0.3369258 0.2066744 -1.630 0.1030
Temperamento -0.7737908 0.3509341 -2.205 0.0275
Etapa? 0.1531382 0.0008661  176.810 <0.001
Temperamento*Sexo  0.7645282 0.2585120 2.957 <0.001
Temperamento*Etapa -0.0437173 0.0007660  -57.076 <0.001
Sexo*Etapa -0.10769 0.02512 -4.287 <0.001

*Efeitos ndo significativos ndo foram mostrados porque foram removidos do modelo pelo processo de selegdo
iterativa. ! Sexo (Macho ou Fémea). Variavel de referéncia foi “macho”. 2 Etapa (Linha de Base I,
Enriquecimento, Linha de Base II). Variavel de referéncia foi “Linha de Base I”.

O Temperamento dos animais teve um impacto nas concentracdes de metabolitos
fecais de glicocorticoides (MGC), especialmente quando consideramos a interagdo com o
sexo (conforme ilustrado na Figura 14) e a etapa do estudo. Foi observado que as
concentracdoes de MGC nas fémeas foram mais elevadas em individuos com temperamento

mais cauteloso (IC > 0,5), enquanto foram mais baixas em individuos mais exploradores. Por
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outro lado, no caso dos machos, ndo se constatou uma correlagdao significativa entre o

temperamento € 0 sexo.
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0 R=0.62, p=0.0028

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
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Figura 14 Dispersdo das concentra¢des de metabdlitos de glicocorticoides de lobos-guaras (Chrysocyon
brachyurus) em fungio do Temperamento (indice de Cautela), com curvas separadas por sexo: macho
(marcadores azuis) e fémeas (marcadores rosas) em experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os
dados foram coletados em instituicdes zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023.
Os valores em azul e rosa representam os resultados das correlagdes de Pearson entre temperamento € 0s sexos
(macho e fémea respectivamente).

Embora os resultados apresentados na Tabela 5 sugiram uma influéncia da interagao
entre Temperamento e Etapa nas concentragdes de metabolitos de glicocorticoides (MGC), ao
analisar as etapas individualmente, essa influéncia nas concentragdes de MGC ndo foi
corroborada.

A Etapa que envolveu a oferta de Enriquecimento Ambiental teve um impacto notavel
sobre as concentragdes de metabolitos de glicocorticoides (MGC) nos lobos-guards machos.
Durante a transicdo da Linha de Base I para o Enriquecimento, houve uma reducdo nas
concentragoes, seguida por um aumento na transi¢do para a Linha de Base II. Por outro lado,
as concentracdes médias das fémeas permaneceram relativamente estaveis ao longo das trés
etapas (conforme ilustrado na Figura 15). Vale ressaltar que a Linha de Base II foi a etapa

que apresentou os niveis mais elevados de MGC para os machos.
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Figura 15 Niveis de metabdlitos de glicocorticoides fecais de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungao
da Etapa e do sexo dos animais, em Experimento de reagdo ao enriquecimento ambiental. Os dados foram
coletados em instituigdes zoologicas brasileiras entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023. As barras em
azul e rosa representam os resultados de machos e fémeas respectivamente. As caixas representam o primeiro e
o terceiro quartil, as linhas horizontais grossas representam a mediana; os tridngulos representam os dados
extremos. “NS” indica a falta de diferenca estatistica entre as etapas.

Nao registramos diferenca entre as concentragdes basais de MGC (pg/mL) dos lobo
s-guards machos e fémeas (p=0.7308).
Os resultados estatisticos que destacam o impacto das concentracdes de metabdlitos
fecais de glicocorticoides e sua interacdo com o sexo sobre os comportamentos dos lobos-
guards estdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7 Resultados dos Modelos Lineares Generalizados (GLMM) avaliando a influéncia das concentra¢des
de Metabolitos de Glicocorticoides, do Sexo (macho ou fémea) e da interagdo entre essas variaveis sobre os
comportamentos dos lobos-guaras estudados.

Variavel VariavelExplicativa | Estimate Erro Valor de z Valor de p*
Resposta padrédo (0<0,05)
Forrageio Intercept 4.1002023 0.6418867 6.388 <0.001
Metabdlitos de -0.0022215 0.0005198 -4.274 <0.001
Glicocorticoides
Sexo! -0.6446427 0.4278630 -1.507 0.132
Sexo*Metabolitos de  0.0015467  0.0003759 4.114 <0.001

Glicocorticoides
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Comportamento Intercept
Afiliativo
Metabodlitos de
Glicocorticoides
Sexo

Sexo*Metabolitos de
Glicocorticoides

Nao Visivel Intercept

Metabdlitos de
Glicocorticoides

Sexo

Sexo*Metabolitos de
Glicocorticoides

-5.864553

0.009866

2.221867

-0.004559

4.6701926

0.0018342

0.7266957

-0.0009232

2.423854

0.002684

1.693885

0.001995

0.3740849

0.0001616

0.2395528

0.0001290

-2.420

3.676

1.312

-2.285

12.484

11.352

3.034

-7.154

<0.001

<0.001

0.189622

<0.001

<0.001

<0.001

0.00242

<0.001

! Sexo (Macho ou Fémea). Variavel de referéncia foi “macho”.

Identificamos uma interagdo entre as concentracdes de metabolitos de glicocorticoides

e os sexos dos lobos-guards, impactando as frequéncias de Forrageio (Figura 16),

Comportamento Afiliativo (Figura 17) e o estado "Nao Visivel" (Figura 18). Na analise do

comportamento de Forrageio, a avaliagdo dos sexos isoladamente via Pearson ndo confirmou

correlacdo entre os dados da interacdo entre MGC e o sexo com a taxa desse comportamento

para nenhum dos sexos. Quanto ao Comportamento Afiliativo, as andlises confirmaram

influéncia do sexo e dos MGC apenas para os machos, que apresentaram maiores taxas deste

comportamento do que as fémeas. Sobre o estado "Nao Visivel", ndo foi confirmado efeito de

interacao entre 0 MGC ¢ o sexo.
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Figura 16 Dispersdo dos registros de Forrageio de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em funcao das
concentragdes de metabolitos de glicocorticoides com curvas separadas para fémeas (marcadores rosas) e
machos (marcadores azuis), em experimento de reagdo ao enriquecimentoambiental. Os dados foram coletados
em instituigdes zoologicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023. Os valores em azul e
rosa representam os resultados das correlagdes de Pearson entre temperamento e o comportamento de machos e
fémeas respectivamente.
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Figura 17 Dispersao dos registros de Comportamento Afiliativo de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em
funcdo das concentracdes de metabolitos de glicocorticoides com curvas separadas para fémeas (marcadores
rosas) € machos (marcadores azuis), em experimento de reacdo ao enriquecimentoambiental. Os dados foram
coletados em institui¢des zooldgicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e margo/2023. Os valores em
azul e rosa representam os resultados das correlagcdes de Pearson entre temperamento € o comportamento de
machos e fémeas respectivamente.
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Figura 18 Dispersdo dos registros de Nao Visivel de lobos-guaras (Chrysocyon brachyurus) em fungdo das
concentragdes de metabolitos de glicocorticoides com curvas separadas para fémeas (marcadores rosas) e
machos (marcadores azuis), em experimento de reagdo ao enriquecimentoambiental. Os dados foram coletados
em instituigdes zoologicas brasileiras, entre os meses de dezembro/2022 e mar¢o/2023. Os valores em azul e

rosa representam os resultados das correlagdes de Pearson entre temperamento e o comportamento de machos e

fémeas respectivamente.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos do temperamento ¢ do sexo sobre as respostas
comportamentais e fisioldgicas de lobos-guards ao enriquecimento ambiental (EA).
Encontramos que o temperamento, o sexo € a interacao entre essas variaveis influenciaram
varias respostas dos animais, comportamentais e fisioldgicas. A interagdo entre essas variaveis
influenciou o comportamento de Locomog¢ao. Animais mais cautelosos — em especial, fémeas
- tendiam a ter maiores taxas de Locomo¢do do que os mais exploradores. Os machos
apresentaram maiores taxas de Comportamento Afiliativo e de Descanso que as fémeas.
Individuos mais jovens demonstraram maior frequéncia de Locomoc¢do, Forrageio e
Comportamento Afiliativo, enquanto a origem (se nascido em zooldgico ou em vida livre)
influenciou no Forrageio, com os animais nascidos em vida livre mostrando taxas mais
elevadas. Fémeas cautelosas exibiram concentragdes mais elevadas de MGC em comparagao
com as exploradoras, mas ndo houve efeito do temperamento nos machos. No entanto,
somente os machos apresentaram queda nas concentragdes de MGC durante o
Enriquecimento. Nao houve diferencas nas concentragdes basais de MGC entre os sexos. A
disponibilidade do EA teve impacto nos comportamentos de Locomogdo, resultando na
diminui¢do das taxas em ambos os sexos durante o EA. No que diz respeito aos
comportamentos Afiliativos e de Descanso, observaram-se taxas mais elevadas nos machos.

Os resultados de nossa pesquisa evidenciaram uma tendéncia que fémeas com
temperamento mais cauteloso tém de apresentar maior atividade locomotora em comparagao
com fémeas mais exploradoras. Esse efeito do temperamento sobre o comportamento de um
dos sexos ainda ndo havia sido relatado em lobos-guards, mas diferencas entre sexos sao
conhecidas em varias espécies do clado dos sauropsideos (para uma revisao, veja Harrison et
al., 2022). Starling e colaboradores (2013) indicaram que caes machos (Canis lupus

familiaris), em geral, tendem a ser mais ousados do que as fémeas. Essa diferenca na ousadia
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entre machos e fémeas foi atribuida pelos autores aos niveis de hormdnios sexuais nas fémeas,
conforme demonstrado por Kim e colaboradores (2006). Os niveis de hormonios sexuais
femininos influenciam o temperamento das fémeas, como observado em cadelas, onde as
fémeas esterilizadas tendem a ser mais ativas em comparag¢ao com as nao castradas. Por outro
lado, Lees e colaboradores (2012), ao estudarem Lagopus muta hyperborea, identificaram que
os machos exibem maiores taxas de locomocgao devido a necessidade de proteger o territorio.
Por outro lado, Tebelmann e Ganslober (2023) ao avaliarem as diferengas entre os sexos de
lobos-cinzentos, ndo registraram diferencas comportamentais entre machos e fémeas de
qualquer temperamento. A falta de variacdo no temperamento entre os machos pode estar
associada as conclusdes de Harrison e colaboradores (2022). Eles conduziram uma meta-
analise comparativa das diferengas de temperamento entre os sexos em varias espécies de
sauropsideos € mamiferos; no caso dos mamiferos, os autores nao encontraram diferengas
comportamentais em fun¢do do temperamento entre os machos. No caso dos lobos-guaras,
uma espécie predominantemente solitaria, na qual ambos os sexos desempenham papel na
defesa territorial, ¢ plausivel que, uma vez que nao houve diferencas entre os machos,
somente fémeas com temperamento mais cauteloso busquem estratégias como se afastar de
zonas com vestigios de outros individuos, para evitar conflitos ao proteger seu territorio.

Durante a implementagdo da Linha de Base II, tivemos maior frequéncia do registro “Nao
Visivel” em animais de temperamento mais cauteloso. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nas outras duas fases. A maior ocorréncia do estado “Nao
Visivel” entre os animais mais cautelosos pode ser atribuida ao fato de que esses animais
tendem a ser mais relutantes em se expor (para uma revisao, veja Griffin et al., 2000).

Ao analisar as respostas comportamentais dos animais frente ao Enriquecimento, foi
possivel notar uma reducdo das taxas de Locomocado durante a oferta do EA para ambos os

sexos. Em contraste com nossos resultados, no estudo conduzido por Radical e colaboradores
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(2023), foi observada uma diminuicao na taxa de locomog¢ao apenas nos servais fémeas. Essa
discrepancia na resposta comportamental ao enriquecimento pode ser atribuida a forma como
o EA foi implementado em nosso estudo. De acordo com Jacobs e colaboradores (2022),
quando o EA ¢ disponibilizado em vérios locais simultaneamente, ele pode incentivar o
animal a aumentar sua locomog¢ao em busca de recursos adicionais. No entanto, em nossa
pesquisa, o EA foi oferecido em apenas um local por vez, o que pode explicar a reducao na
locomogdo dos animais, ja que ndo havia a necessidade de buscar recursos em diferentes
locais.

Observamos uma diminui¢cdo nas taxas de comportamento afiliativo durante a fase de
Enriquecimento, seguida por um aumento na Linha de Base II. Em todas as trés fases, os
machos registraram niveis mais elevados do que as fémeas. Guérineau e colaboradores (2022)
¢ Winship e Eskelinen (2018), ao investigarem os golfinhos Tursiops truncatus, observaram
uma aumento nas taxas de comportamentos afiliativos em determinados contextos de EA.
Ambos os estudos chegaram a conclusdao de que, em espécies sociais como o T. truncatus, a
exposicao a situagdes "novas" pode levar a uma busca por suporte social. No entanto, uma vez
que o lobo-guard ¢ uma espécie solitaria, ndo € esperado que busquem suporte social. A
reducdo no comportamento afiliativo parece estar relacionada ao maior tempo que os animais
dedicaram para obter o alimento disponibilizado no Enriquecimento Ambiental. Quanto ao
fato de os machos apresentarem taxas mais altas do que as fémeas, essa diferengca pode ser
explicada pelo estudo de Starling e colaboradores (2013), que sugere que caes machos tendem
a ser mais sociaveis, com outros individuos de mesma espécie do que as fémeas, devido a sua
maior ousadia.

Nossos resultados indicaram que a oferta de EA aumentou a taxa de atividade dos
individuos, reduzindo os comportamentos de descanso. A reducao das taxas de descanso esta

em consonancia com Coelho e colaboradores (2012), que avaliaram a influéncia do EA em
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lobos-guaras, e com Ibrahim e colaboradores (2020) em caes. Apesar do nimero de animais
observados em nosso estudo e no de Coelho e colaboradores ser diferente (13 em comparagao
com trés em Coelho et al., 2012), a semelhanca entre os resultados sugere um padrdo
comportamental na espécie, que pode ser aplicado para promover o bem-estar de Chrysocyon
brachyurus em institui¢des zooldgicas, uma vez que, segundo Shepherdson e colaboradores
(1993) e Mellen e colaboradores (1998), animais pertencentes a ordem Carnivora tendem a
apresentar maior inatividade quando cativos, sendo assim, o EA ao estimular a atividade,
provavelmente favorece melhores niveis de bem-estar.

Em nosso estudo, observamos uma manuten¢do dos comportamentos de "Pacing" e
"Parado" durante a oferta de EA, ¢ as taxas de Pacing aumentaram no periodo pos-estimulo.
Figueira e colaboradores (2021) observaram 22 cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) e
constataram uma diminui¢do dos comportamentos classificados por eles como "negativos", o
que inclui o Pacing, e um aumento dos comportamentos "positivos" durante a exposi¢do ao
EA, seguido por um aumento dos comportamentos "negativos" no periodo p6és-EA. Em um
estudo com Tursiops trucantus, Lauderdale e Miller (2023) também encontraram redugdo em
comportamentos estereotipados, mas ndo relataram aumento destes comportamentos no
periodo p6s-EA. Figueira e colaboradores (2021) sugerem que esse aumento pos-EA pode ser
atribuido a frustragdo individual por ndo ter mais o EA disponivel. Em nosso estudo, a taxa de
"Pacing" aumentou especificamente no periodo pds-EA (Linha de Base II), o que corrobora
os resultados desses autores e sugere que pode ter havido também nos lobos-guaras estudados
frustragdao em relacao a falta de EA na tltima etapa do estudo.

As concentragdes de MGC mais altas registradas por ndés em fémeas cautelosas, em
comparagdo com as exploradoras, podem ser interpretadas como uma menor capacidade
destes individuos para resolver problemas rotineiros, o que esta de acordo com o estudo de

Webb e colaboradores (2015) com bezerros. Vasconcellos e colaboradores (2009) realizaram
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um estudo semelhante ao nosso, com a mesma espécie, avaliando as mesmas métricas em 11
individuos. Eles relataram que nao encontraram uma relagdo significativa entre a oferta de EA
e as concentracoes de MGC. A razdo de nao haver diferengas entre os sexos nos achados de
Vasconcellos e colaboradores (2009) provavelmente estd no fato deles terem realizado as
analises dos sexos em conjunto. Uma vez que realizamos as analises isoladamente para
machos e fémeas, encontramos reducao nos machos. Ao analisar cada sexo isoladamente, foi
notada uma queda nas concentragdes, durante a oferta do EA, apenas nos machos. A relagao
entre o sexo e as concentragdes de MGC poderia estar relacionada a possiveis diferencas
basais nos niveis de MGC entre os sexos, como descrito por Wielebnowski e colaboradores
(2002) em seu estudo com Neofelis nebulosa. Essas diferencas poderiam estar relacionadas as
atividades desempenhadas por cada sexo, como, por exemplo, o cuidado com a prole. De
acordo com Dietz (1984), em lobos-guaras, ambos os progenitores cuidam dos filhotes, mas o
macho s6 se aproxima dos filhotes com a autorizagdo da fémea. Isso sugere que, a0 menos
durante o periodo reprodutivo, na maior parte do tempo, a fémea esteja sob constante
influéncia de estresse, caracterizado por niveis mais elevados de MGC basal, como resposta
fisiologica a essas situagdes. Porém, ao realizar a andlise das concentragdes de MGC entre os
sex0s nos nossos animais, ndo foi encontrada diferenga estatistica entre os valores basais, o
que derruba a aplicacdo da hipotese descrita por Wielebnowski e colaboradores (2002) no
caso dos lobos-guaras. Outra possivel explica¢dao para auséncia na reducao das concentragdes
de MGC nas fémeas pode ser a influéncia que os niveis de estrogénios e o ciclo estral
exercem sobre as concentragdes de MGC, assim como relatado por Kim e colaboradores
(2006) em caes.

Foi possivel também notar uma influéncia das concentragdes de MGC em alguns
comportamentos de machos e fémeas. NJ&—+no Comportamento Afiliativo, os machos

apresentaram taxas mais altas do que as fémas _quando as concentracoes de MGC estavam
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altas. Alguns estudos anteriores, como o de Marneweck e colaboradores (2013), ja relataram a
existéncia de diferentes respostas comportamentais e fisiologicas em machos e fémeas.
Romero-Diaz e colaboradores (2019), em um estudo com Zootoca vivipara, e Burin ¢
colaboradores (2018) com Otocyon megalotis, relataram que fémeas, quando apresentam
concentragcdes altas de MGC, apresentam menos comportamentos afiliativos e mais
agonisticos do que os machos. Outros estudos que também investigaram a influéncia das
concentragdes de MGC no comportamento afiliativo em animais silvestres sob cuidados
humanos, como o de Wooddel e colaboradores (2017), identificaram uma relagdo entre as
baixas concentragdes desse hormonio e as altas taxas desse comportamento em macacos
rhesus (Macaca mulatta). A diferenca entre as taxas de machos e fémeas pode ser atribuida as
influéncias dos hormonios sexuais. Embora nao tenhamos medido as concentracdes
especificas desses hormonios, ¢ plausivel supor que a interagcdo deles com os glicocorticoides
teve impacto nos comportamentos afiliativos dos lobos. Essa influéncia ¢ sugerida por estudos
anteriores, como o de Rivier e Rivest (1991), que analisaram os mecanismos da atividade
hipotalamica-pituitaria-gonadal em resposta a situagdes de estresse.

De acordo com essas pesquisas, os altos niveis de hormoénios corticoides inibem a
atividade sexual. Esse fendomeno pode resultar na falta de demonstragdo de comportamentos
de protecdo de territorio por parte dos lobos machos. Esses comportamentos, por sua vez,
estdo relacionados as interagdes agonisticas € ao estabelecimento de relagdes territoriais.
Portanto, a diferenca nas taxas de comportamento entre machos e fémeas pode ser explicada,
em parte, pela complexa interacdo entre os hormonios sexuais e os glicocorticoides, afetando
os padroes de comportamento afiliativo e territorial dos lobos.Entretanto, a compreensao
completa da relagdo entre os machos de lobos-guards e suas taxas de MGC permanece

ambigua na literatura.
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Em espécies sociais, como os M. mulatta, observa-se que baixas concentragdes de MGC
estao associadas a altas taxas de comportamentos afiliativos. Por outro lado, em lobos-guaras,
uma espécie solitaria, a presenga de altas concentragdes de MGC parece coincidir com
momentos de elevadas taxas de comportamentos afiliativos, embora essa dinamica ainda
careca de uma explicagdo abrangente.

Observamos que os lobos mais jovens exibiam taxas mais elevadas de comportamentos
afiliativos, mais locomog¢do e mais forrageio, em comparagdo com individuos mais velhos.
Hecht (2021) destaca a importancia de se considerar a idade dos individuos ao avaliar o bem-
estar de animais silvestres cativos. Ele argumenta que o numero de experiéncias positivas e
negativas vividas por um individuo ao longo de sua vida contribui para determinar seu bem-
estar em um determinado momento, e ignorar o estdgio ontogenético pode levar a dados
incertos sobre o bem-estar do animal. Em um estudo envolvendo 168 cdes domésticos, Neder
e Soares (2021) descobriram que cdes mais velhos apresentavam taxas mais altas de
comportamentos agressivos € eram menos ativos. Resultados semelhantes foram identificados
por Starling e colaboradores (2013), também com caes. Eles observaram que os individuos
mais jovens apresentavam mais comportamentos afiliativos em contraste com os individuos
mais velhos. Além disso, os mesmos autores concluem que o tempo dedicado a atividades
sociais era maior entre os cdes mais jovens em comparagcdo com os mais velhos. Aplicando
essa mesma logica aos lobos-guaras e considerando as evidéncias da literatura atual (Dietz,
1984; de Paula, 2016; Paula et al., 2016; Paula e DeMatteo, 2016), que os caracterizam como
animais solitarios, formando pares apenas durante o periodo reprodutivo € no cuidado com a
prole, podemos concluir que as informagdes sobre os lobos-guards se unindo para criar sua
prole e, consequentemente, os filhotes sendo criados em conjunto, explicam a discrepancia
nas taxas de comportamentos afiliativos entre individuos mais jovens e mais velhos. O

comportamento social semelhante entre cdes e lobos pode ser explicado pela proximidade
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filogenética entre essas duas espécies, conforme apontado por Perini e colaboradores (2010).
Eles afirmam que apenas a tribo os distingue, separando o lobo-guara dos caes domésticos e
lobos cinzentos. No entanto, ¢ importante notar que, em termos de sociabilidade, essas
espécies exibem padrdes opostos.

Embora a literatura atual (ex.: Jones et al. 2018; Piccione et al., 2013; Spano et al. 2021)
discuta os efeitos da Criacao e da Origem dos animais como um unico fator, observamos que
tanto a Cria¢do quanto a Origem exerceram influéncias distintas sobre o comportamento dos
animais estudados. Em nosso trabalho, a Origem (se o lobo nasceu na institui¢do ou em
ambiente natural) influenciou no forrageio dos animais, sendo os animais nascidos na
natureza aqueles que apresentaram as maiores frequéncias de forrageio. As maiores taxas de
forrageio em animais nascidos em vida livre podem estar relacionadas a necessidade de
animais em ambiente natural de encontrar alimento, enquanto animais nascidos em
zoologicos, ndo apresentam a mesma necessidade, por terem diariamente a oferta do alimento
pela equipe técnica. A Criagao (se criado por humanos ou pelos pais) nao influenciou nenhum
comportamento dos animais deste estudo. No trabalho de Span6 e colaboradores (2021), no
grupo dos lobos-guards nascidos em vida livre, observou-se um pico de atividade mais
noturno, enquanto nos animais nascidos em zoologicos, predominou um comportamento mais
diurno. Os autores interpretaram essa mudanga como uma consequéncia dos cuidados
humanos. Entretanto, apesar das conclusdes dos autores mencionados anteriormente
sugerirem que a maneira de criacao teria uma influéncia nos animais, que dependeria de sua
origem, a partir de nossos dados, ¢ prudente considerar tanto a Criacdo quanto a Origem como
fatores independentes ao avaliar o comportamento dos animais, evitando tratd-las como
equivalentes.

Algumas variaveis podem ter contribuido como fatores de confusdo durante a anélise dos

dados deste estudo, como a sazonalidade reprodutiva. De acordo com Brito e colaboradores
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(2022), o comportamento das fémeas de Chrysocyon brachyurus varia de acordo com seu
ciclo estral. Como, devido a fatores logisticos, tivemos que coletar nossos dados dentro do
periodo reprodutivo dos lobos guards (de fevereiro a margo), uma possivel alteragdao
comportamental nas fémeas em fun¢do do periodo reprodutivo pode ter influenciado em
nossos resultados. Essa seria uma possivel explicagdo para sua falta de resposta hormonal ao
enriquecimento ambiental. Entretanto, Vasconcellos (2009), ao realizar estudo semelhante ao
nosso, porém fora do periodo reprodutivo da espécie, também encontrou reduc¢dao nas
concentragdes de MGC somente nos machos, o que torna improvavel que a diferenga entre as
respostas hormonais de machos e fémeas tenha se dado em fungdo de uma influéncia do ciclo
estral. Esse ¢ um aspecto que merece aprofundamento em pesquisas futuras, que desvendem a
influéncia do ciclo estral e, por consequéncia, das concentracdes de hormonios sexuais no
temperamento ¢ no comportamento das fémeas dessa espécie, uma vez que, em caes
domésticos, os homonios sexuais exercem influéncia sobre seu temperamento. Por exemplo,
Farhoody e Zink (2010), Serpell e Hsu (2005) e Svartberg e Forkman (2002) destacam que
machos castrados tendem a exibir niveis mais elevados de ansiedade em comparacdo com
machos e fémeas ndo esterilizados, enquanto fémeas castradas demonstram maior
tranquilidade em relacdo as ndo castradas. Além disso, de acordo com as descobertas de
Starling e colaboradores (2013), o ciclo estral e o estado reprodutivo tém influéncia sobre o
temperamento de cdes domésticos. Dentro das limitacdes de nosso estudo, € importante
ressaltar que, em nossa pesquisa, empregamos somente um modelo de EA (alimentar), o que
impossibilitou a identificacdo da estratégia de enriquecimento mais eficiente para a
diminui¢do das concentracdes de MGC nas fémeas.

Os resultados obtidos neste estudo tém implica¢Ges significativas para o manejo ex-Situ
visando ao bem-estar de Chrysocyon brachyurus e de outros animais silvestres, especialmente

os da ordem Carnivora. Isso ocorre uma vez que o estudo expde as diferencas nas respostas,

64



tanto comportamentais quanto fisiologicas, de lobos-guards de diferentes sexos e perfis de
temperamento. Uma vez que a oferta de EA reduziu as concentragdes de MGC apenas nos
machos, ¢ recomendavel que este método seja aplicado frequentemente aos lobos-guaras
machos. Quanto as fémeas, ¢ importante que se busque qual o melhor método para reduzir
suas concentracdes de MGC. Nosso estudo estabelece, também, uma base para investigacdes
futuras sobre a selecao de individuos para soltura, com base em suas caracteristicas de
temperamento. Esse enfoque leva em consideragao fatores cruciais, como a neofobia ¢ a
exploragdo, ao planejar programas de soltura de animais na natureza. Uma pesquisa
conduzida por Le Balle e colaboradores (2021), ao examinar os efeitos do temperamento na
conservacdo de Chelonoidis denticulatus ¢ Chelonoidis carbonarius, ressaltou a importancia
da avaliagdo do temperamento dos animais, pois encontraram variagdes nos padroes
individuais que influenciaram nos padrdes populacionais das espécies. Essas variagdes podem
ter impactos significativos nos ecossistemas naturais como, por exemplo, na escolha de
diferentes presas para alimentacdo. Portanto, ao desenvolver planos de soltura, torna-se
essencial considerar cuidadosamente os custos e beneficios associados a cada tipo de
temperamento em uma determinada area. Um equilibrio adequado entre os numeros de
individuos de diferentes temperamentos na area de soltura ¢ fundamental para o sucesso dos
programas de conservacdao. O temperamento pode impactar na sobrevivéncia de animais
soltos, e a aplicacdo de testes de temperamento e pode servir como ferramentas para os

esforcos de conservagao das espécies silvestres.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo apontaram para uma conexdo entre o temperamento, o
comportamento, o sexo € os niveis de estresse em lobos-guards mantidos em cativeiro.
Registrou-se que as fémeas cautelosas exibiram maior atividade locomotora, enquanto as
concentragdes de MGC permaneceram estaveis em fémeas de modo geral durante a
implementa¢do de enriquecimento ambiental. De forma geral, a introdu¢do do enriquecimento
ambiental teve efeitos potencialmente benéficos, resultando na reducao das concentragdes de
MGC nos machos, reduzindo também o tempo em descanso, também com reducdo dos
momentos em que 0s animais nao estavam visiveis — para ambos 0s sexos.

Apesar da escassez de trabalhos publicados na literatura atual sobre os impactos do sexo
no bem-estar de animais silvestres, nossos achados indicam a relevancia das institui¢coes
zooldgicas considerarem as habilidades e necessidades especificas de cada sexo ao elaborar
estratégias de enriquecimento ambiental. Isso visa a aprimorar o bem-estar dos individuos,
ampliando a complexidade de seus ambientes e reduzindo manifestacdes de estresse, tais

como comportamentos estereotipados e niveis elevados de MGC.
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