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Resumo

Pela proximidade filogenética com os seres humanos os primatas nao humanos sao
utilizados freqlientemente em estudos comparativos sobre o comportamento e como
modelos experimentais na pesquisa biomédica. Contudo, o uso destes primatas implica
numa série de questdes éticas, incluindo as condi¢Ges de seu cativeiro e os potenciais
fatores da experimentacdo que podem acarretar dor, injlrias e estresse, interferindo
diretamente no bem-estar do animal. O presente trabalho buscou avaliar as respostas
comportamentais e enddcrinas de sagliis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata) cativos,
machos e fémeas, frente a técnica de enriquecimento ambiental do tipo alimentar (tubo) e
isolamento visual (barreira). As observacdoes foram realizadas em uma amostra de seis
fémeas e seis machos adultos de C. penicillata mantidos no Centro de Biologia da
Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. As observacGes
comportamentais foram realizadas antes, durante e depois da aplicacdo da técnica de
enriguecimento, no periodo da manh3, iniciando entre 10 e 11 horas. A avaliacdo enddcrina
foi realizada através da mensuracdo dos niveis de cortisol presente nas amostras fecais dos
animais. Tais andlises foram realizadas no Laboratério de Dosagens Hormonais da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Para o enriquecimento alimentar foram
encontradas alteragBes significativas que indicam que este foi eficaz reduzindo
comportamentos de alimentagdao durante a exposicdo ao enriquecimento e reduzindo a
agitacdo. Para este tipo de enriquecimento os machos se mostraram comportamentalmente
mais reativos que as fémeas e ndao houve diferenca significativa para os niveis de cortisol.
Com a utilizagdo do enriquecimento social, foi verificado o conflito gerado com a
proximidade entre individuos do mesmo sexo, sendo a fase com a barreira a que menos
apresentou comportamentos indicativos de estresse, e as fémeas apresentaram os menores
valores para o cortisol. No confronto dos dados de machos e fémeas, estas se mostraram
mais reativas a presenca de outras fémeas, possivelmente pelo fato que sua estratégia
reprodutiva ser reflexo do status social. Para os machos o isolamento foi um fator de

estresse, uma vez que tiveram maior concentragao de cortisol.

Palavras chave: Enriquecimento social, enriquecimento alimentar, comportamento animal, cortisol,
bem-estar, Callithrix penicillata.



Abstract

Non-human primates are often used in behavioral studies and in biomedical research
as a model mainly because their phylogenic proximity to human beings. However, the use of
non-human primates in researches implies in many ethical issues, including the captivity
conditions and the potential aspects of the procedures that may cause pain, injuries and
stress which can interfere with their welfare. The present research intended to analyze the
behavioral and endocrine responses of six males and six females of captive black-tuffed
marmosets (Callithrix penicillata) to a feeding (tube) and a visual isolation (barrier)
environmental enrichment techniques. The animals belong to the colony maintained by
Centro de Biologia da Reproducdo of Universidade Federal de Juiz de Fora, in Juiz de Fora,
Minas Gerais state, in Brazil. The behavior and hormonal data were collected before, during
and after the exposure to environmental enrichment. The hormonal analysis of fecal cortisol
was performed in the Laboratorio de Dosagens Hormonais of the Universidade Federal do
Rio Grande do Norte. During the exposure to the feeding enrichment technique — FASE I, it
was observed a decrease in movement and in ingestion of the regular diet by the animals.
Besides, in this experiment, the male marmosets were more reactive than the females and
no significant differences on cortisol levels were detected. Using the social enrichment (a
visual barrier between the cages), it was verified the existence of conflicts between close
same-sex animals, which decreased cortisol when the barrier was used. In this case, the
marmoset females were more reactive to the enrichment probably because they compete to
reproductive as a consequence of social dominance. For males the isolation seems to be a

stressful situation since they increase cortisol on this situation.

Keywords: feeding enrichment; social enrichment; animal behavior; animal welfare; Black-tuffed
marmosets; cortisol.
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1. Introducao

Primatas ndo humanos sdo usados freqlientemente em certas areas da pesquisa
biomédica, pois sao filogeneticamente muito préximos aos humanos (Carlsson et al., 2004 e
Ferrari, 2003). Os primatas do género Callithrix, pequenos primatas neotropicais
popularmente conhecidos como “micos” ou “sagliis”, vém assumindo grande importancia
biomédica e em estudos de comportamento animal (Bjonet et al., 2006; Barbosa e da Silva
Mota, 2009). Em virtude de seu status taxondmico, senciéncia e seu relativo longo periodo
de reproducdo em cativeiro, os primatas ndo humanos apresentam desafios éticos e praticos
para serem usados como modelos em experimentacdo (Carlsson et al., 2004). Estes desafios
incluem as condicdes de seu cativeiro e os potenciais fatores da experimentacdo que podem
acarretar dor, injuria e estresse (Vitale e Manciocco, 2004).

Quando um animal é forcado a viver em cativeiro ha o risco de que ndo venha a
expressar parte de seus comportamentos naturais devido as limitacdes de movimento e a
restricdo do espaco (Estevez e Christman, 2006) e devido a perda do seu sistema de
organizacao social (Yamamoto, 1991). Neste aspecto de mudancgas sociais e ambientais,
machos e fémeas se apresentam responsivamente diferentes (Yamamoto, 2004 e Sousa,
2009).

Para se adaptar as condi¢cdes de cativeiro, o animal apresenta um conjunto de
respostas comportamentais e fisiolégicas em resposta aos desafios que o rodeiam,
envolvendo mecanismos adaptativos regulados pelos sistemas nervoso e enddcrino as
agressoes exteriores (Queyras e Carosi, 2004; Broom, 2006; Morgan e Tromborg, 2007). Tais
respostas apresentam variagdes entre machos e fémeas e de acordo com o ambiente.

A fim de minimizar os danos provocados a homeostase do individuo e aumentar o
seu bem-estar, Carlstead e Shepherdson (1994) propdem o uso de técnicas de
enriquecimento ambiental. Estas minimizam consideravelmente o tédio e a depressao
causados pelo cativeiro ao criar um ambiente complexo que permite ao animal apresentar
um comportamento natural.

Trabalhos recentes demonstram que o bem-estar de animais mantidos em cativeiro
correlaciona-se com os niveis do hormonio cortisol, presentes em amostras de sangue, saliva

e fezes (Boinski et al. 1999; Abbott et al. 2003a). Segundo (Bahr et al. 2000), a avaliacdo da
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fisiologia do estresse de um animal é essencial para entender e melhorar o bem-estar e a
reproducdo de primatas em cativeiro. Desta forma, pesquisas que avaliem o bem-estar
animal através do estudo do comportamento associado com medi¢des do nivel de cortisol e
técnicas de enriquecimento ambiental podem oferecer um bom diagndstico sobre a situacao
dos animais cativos. O que se buscou fazer neste trabalho foi avaliar a influéncia de técnicas
de enriquecimento ambiental no bem-estar de saglis de tufos pretos (Callithrix penicillata)

através do estudo comportamental e da andlise dos niveis fecais de cortisol.
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2. Revisao de literatura

2.1. A espécie

O Género Callithrix faz parte da familia Callitrichidae, ordem Primata, classe
Mammalia, Filo Chordata. A espécie Callithrix penicillata é nativa dos estados da Bahia e
Espirito Santo e introduzida em Goids, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Tocantins, habitante de matas de galeria e fragmentos de mata no cerrado brasileiro (Figura
1) (Rylands e Mendes 2008). Assim como outros calitriquideos, C. penicillata mostra
preferéncia por vegetacdo secunddria e matas com influéncias antrdpicas (da Fonseca e

Lacher Jr. 1984; Rylands e Faria 1993).

trpe
B rveioann 0 Suampcon., Sk sl s

Figura 1: Mapa de distribui¢do da espécie Callithrix penicillata no Brasil. (Fonte: Modificado de IUCN)
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A espécie esta entre os menores primatas do Novo Mundo. Seus individuos possuem
garras modificadas em unhas nos deddes, apresentam dois em vez de trés molares na
denticdo e geralmente nascem gémeos a cada parto. A alimentacdo é a base exudatos
vegetais (goma de arvore), frutas, insetos, e ovos de pequenos vertebrados e possuem
adaptacbes morfoldgicas — mandibulas em forma de V com longos dentes incisivos e caninos
curtos (Bennet et al., 1995)- e comportamentais para rasparem troncos e galhos de arvores
e obterem seus exudatos. (Rylands 1984; Rylands e Faria 1993).

O sistema de organizacdo social de calitriquideos ndo é inteiramente compreendido.
Na natureza vivem em grandes grupos familiares com cerca de 15 individuos, nos quais
geralmente ha apenas uma fémea reprodutora. Nos grupos sociais hda um sistema
cooperativo de cuidado dos filhotes caracterizado pela permanéncia da prole junto ao grupo
familiar, a qual auxilia no cuidado dos filhotes mais jovens. No entanto, ele tem sido
postulado como monogamico (monogamia tipo Il, (Kleiman, 1977)) em cativeiro, pois: 1-
apresentam pequeno dimorfismo sexual, comportamental e fisiolégico; 2- existe apenas
uma fémea reprodutora em cada grupo; 3- formam pares exclusivos; 4- apresentam
hostilidade a adultos do mesmo sexo quando colocados em um mesmo grupo; 5- exibem
cuidado parental por parte do pai; 6- ocorre permanéncia dos filhotes junto aos pais mesmo
apos a maturidade sexual ajudando no cuidado de outros filhotes (Yamamoto e Araujo,
1991).

O comportamento social de calitriquideos apresenta um incomum balango entre
comportamentos altamente cooperativos e comportamentos de intensa competicao (Porter
e Garber, 2009). As fémeas se mostram muito competitivas em relagdao ao posto reprodutivo
do grupo enquanto os machos se mostram mais cooperativos, como por exemplo, auxiliam
no cuidado parental. Sousa et al. (2009) demonstram que machos de sagliis permanecem
por mais tempo nos grupos e sdo mais cooperativos entre eles do que as fémeas. Como
conseqUiéncia, estes dados indicam que fémeas emigram mais freqlientemente que machos
e lidam melhor com o estresse do isolamento social que ocorre durante este periodo.

Os calitriquideos possuem rico repertdrio de comportamentos de comunica¢ao que
auxilia na transmissdao de informacgdes dos individuos com seu grupo e outros grupos. A
comunica¢dao quimica através da marcacao de cheiro é um dos importantes aspectos
comportamentais sociais e sexuais. Este comportamento aumenta quando os animais estao

expostos a animais ndo aparentados. Os individuos possuem glandulas especializadas
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encontradas na regido anogenital e, as vezes, na regido facial, as quais produzem uma
secrecao oleosa que é misturada a urina durante a marcacdo. Esta secrecdo contém
informacbes da espécie, do individuo, assim como status reprodutivo, rank social, idade e
também servem para auxiliar na supressdo reprodutiva das fémeas subordinadas (French e
Fite, 2005).

Em adicdo a essa importante caracteristica social os sagliis também possuem um rico
repertério vocal que é usado em uma ampla variedade de situacdes incluindo a coesao
dentro do grupo e a manutengao do territdrio. Essas vocalizagdes também sao conhecidas
como assinaturas individuais com caracteristicas peculiares que podem ser utilizadas para

identificar cada individuo de um grupo (Rukstalis e French, 2005).

2.2, Cativeiro e Enriquecimento Ambiental

O cativeiro ideal para a manutencdo de calitriquideos deve promover a boa saude
fisica, permitir o sucesso na reproducdo e o cuidado da prole, e facilitar o desenvolvimento
de habilidades que o animal necessitaria para sobreviver na natureza. Contudo ndo existem
especificacOes claras sobre o tamanho 6timo e o qudo deve ser enriquecido para promover
comportamentos naturais. Para Rennie e Buchanan-Smith (2006) o principal item de um
recinto para a espécie sdo poleiros de galhos de arvores que os animais poderdo escalar,
correr, pular, marcar e roer, e prateleiras altas para que os animais possam olhar os
cuidadores do alto.

O grupo familiar de Callithrix dorme junto, portanto é importante ter uma caixa que
sirva de ninho, preferencialmente colocada na parte superior da gaiola (Stevenson, 1975). O
piso da gaiola deve ser forrado com serragem ou papel picado fazendo com que o piso fique
acolchoado e estimule o forrageio dos animais quando ha comida caida no chdo. A comida e
a agua devem estar disponiveis em uma parte mais alta da gaiola numa plataforma para
alimentacdo ou em vasilhas que previnam a contamina¢ao com fezes e urina (Sodaro, 1999).

Como os calitriquideos sdao bastante territoriais em varias circunstancias, o contato
visual e auditivo deve ser limitado entre os grupos. Quando varios grupos sdo alojados
proximos uns aos outros ou quando ha superlotacdo nas gaiolas ha um aumento de

comportamentos agonisticos. Portanto a exposicdo permanente a individuos nao
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aparentados pode causar abortos e morte dos filhotes. E recomendado entdo o uso de
barreiras visuais e em alguns casos barreiras sonoras para prevenir exibi¢cOes
comportamentais agonisticas entre os grupos (Kleiman et al., 1982).

A luz da importancia da marcacdo de cheiro no comportamento social e sexual das
espécies do género Callithrix, sugere-se ainda que as praticas de higienizacdo mantenham
intactos os substratos utilizados na marcacdo (Young e Carroll 1993). Sendo assim o animal
tera certo controle sobre seu ambiente e ndo haverd a necessidade de deixar a sua marca
cada vez que seu recinto for higienizado.

O enriquecimento ambiental é um processo que cria um ambiente interativo e
complexo permitindo ao animal, mantido em cativeiro, apresentar um comportamento
natural para a espécie (Carlstead e Shepherdson, 1994). Desta forma, busca melhorar a
qualidade do cuidado a animais cativos pelo uso de estimulos ambientais necessarios para o
bem-estar psicolégico e fisioldgico, adequar o manejo a padrbes éticos aceitdveis e
incrementar a taxa reprodutiva (Boere, 2001).

De acordo com o conceito de melhoria do ambiente proposto por Buchanan-Smith et
al. (2005), a melhoria das condi¢des de vida de um animal em cativeiro deve significar ndo
apenas a diminuigdo de dor, estresse e outros eventos aversivos, mas também a constante
procura em maximizar o bem-estar.

Itens de enriquecimento ambiental devem ser oferecidos regularmente para os
animais fazendo parte da rotina de manejo. Uma das formas mais comuns de
enriquecimento ambiental é o aumento do tempo de alimentagao através da indugdo de
comportamentos de forrageio (Young, 2003). Esta indugado pode ser através da diversificacao
dos itens oferecidos na dieta (Roberts et al. 1999), modificagcao na disposi¢cdo da vasilha de
comida (Buchanan-Smith et al., 2002) e também através da alterndncia do modo como os
recursos alimentares sao oferecidos (Bjonet et al. 2006).

Experimentos usando desafios na obtencdo de comida tém mostrado em varias
espécies de diferentes géneros de primatas — incluindo C. penicillata, que fémeas adultas sao
mais bem sucedidas que os outros membros do grupo na obtenc¢do de comida (Yamamoto et
al., 2004), indicando uma possivel diferenca entre sexos na interagdo com o enriquecimento.

Para Boere (2001) modificagdes estruturais, mudancas nas rotinas didrias e a
socializagdo entre os animais e os cuidadores sdo suficientes para melhorar o estado

psicoldgico dos animais e promover o bem-estar de uma col6nia de primatas.
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A quantidade de espaco disponivel € menos importante que a quantidade de espaco
utilizavel. Apenas ter o espaco pode ser menos valioso porque o animal pode ndo estar apto
para utiliza-lo ou haver algum impedimento para isso (Kitchen e Martin, 1996). Pines (2007)
verificou em seu estudo que primatas gastam mais tempo em espacos abertos (outdoor) do
qgue em espacos fechados (indoor) quando os dois tipos de locacdo estdo disponiveis. Porém
um ambiente com vdrias op¢des de interacdo com diversos substratos pode compensar a

auséncia do estimulo do ambiente externo.

2.3. Estresse e Cortisol

O estresse é parte da vida de todos os animais e ndo necessariamente é prejudicial;
qualquer estimulo externo que ameace a homeostase pode ser considerado estressante
(Moberg, 2000). O estresse passa a se tornar prejudicial a partir do momento que o animal
fica impossibilitado de retomar a sua homeostase. Isto acontece de acordo com a
intensidade e a duracdo fator estressante. Estes estimulos podem causar o estresse fisico,
como a dor, e o estresse psicolégico, como o medo, desencadeando respostas enddcrinas e
neurais (Abbott, 2003b).

Estudos em primatas de vida livre ou cativos tém mostrado que o estresse pode
suprimir a libido, a secrecdo de testosterona e a espermatogénese em machos e, nas
fémeas, pode alterar a fungdo ovariana, o desenvolvimento embrionario e a sobrevivéncia
dos filhotes (Bahr, 2000). Fora os efeitos na reproducdao o estresse pode causar disturbios
fisiolégicos como a hipertensdo, imunodeficiéncia e o aumento na susceptibilidade a
doengas.

Por causa das conseqliéncias patoldgicas do estresse prolongado, da-se atencdo as
respostas individuais nos padrdes de secre¢ao hormonal. Para Honess e Marin (2006)
machos e fémeas da mesma espécie possuem mecanismos diferentes para lidar com o
estresse de forma que tal diferenca auxilia no aumento do sucesso reprodutivo.

O principal hormoénio secretado em resposta ao estresse é o glicocorticdide cortisol
(Figura 2). O efeito metabdlico mais bem conhecido do cortisol e de outros glicocorticéides
sobre o metabolismo é estimular a gliconeogénese pelo figado, aumentando quase sempre a

velocidade da formacdo de carboidratos por até 6 a 10 vezes. Um dos principais efeitos
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quando este hormobnio estda em excesso no organismo consiste em reduzir as reservas
protéicas de praticamente todas as células corporais, a excecdo das células hepaticas, para
conversao em carboidratos. Por isso, na presenca de niveis elevados de cortisol, os musculos
podem ficar tdo fracos a ponto de o individuo ser incapaz de se levantar da posicdo

agachada (Guyton e Hall, 2006).

21CH ,0H
G=0

Figura 2: Estrutura molecular do cortisol (Fonte: Guyton e Hall, 2006)
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Para a realizacdo do presente trabalho foram utilizados doze individuos adultos,
sendo seis machos e seis fémeas de C. penicillata pertencentes a col6nia mantida pelo
Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Todos os animais estavam em gaiolas de mesmo tamanho (48 cm altura x 76 cm
largura x 63 cm profundidade), com caixa ninho (18 c¢cm altura x 27cm largura x 18cm
profundidade), dagua a vontade e com a alimentacdo oferecida rotineiramente pelos
funciondrios do Centro. As gaiolas estavam 25 cm distantes lateralmente e 150 cm de frente,
de modo que esta distancia permitia que os animais enxergassem os individuos do sexo
oposto que estavam a sua frente. Em cada lado da sala tinham seis gaiolas, sendo todos os
machos de um lado e do outro as fémeas (Figura 3). A alimentagao didria era oferecida aos
animais da seguinte forma: 9:00 as 13:30 h — 2 bananas por individuo e /ou leite batido com
farinha lactea, ovos e legumes; 14:00 as 8:00 h do dia seguinte — ra¢do e bananas (2 ou 3 por
individuo). A Figura 4 (de A a F) apresenta as fémeas utilizadas neste trabalho e a Figura 5

(de A aF), os machos.

Figura 3: Sala onde estavam alojados os 6 machos e 6 fémeas estudados,pertencentes a colonia do Centro de Biologia da
Reprodugio da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJF)
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Figura 4: Fémeas de Callithrix penicillata utilizadas durante o experimento A- FO5A, B- F21, C- FO5B, D- F14, E- AM99 E F-
FDO, pertencentes a colonia do Centro de Biologia da Reprodugao - UFJF
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Figura 5: Machos de Callithrix penicillata utilizados durante o experimento A- AZ91, B- AZ76, C- AZ96, D- V94, E- V88 E F-
V97, pertencentes a colonia do Centro de Biologia da Reprodug¢do — UFJF
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3.2. Enriquecimento Ambiental

Neste trabalho foram aplicadas duas técnicas diferentes no grupo amostral, uma de
enriquecimento ambiental do tipo alimentar e outra de isolamento visual. Cada técnica foi
aplicada trés vezes, aleatoriamente, intercalando com a outra. As técnicas possuiam 3 fases
e dada uma destas fases era realizada em 5 dias consecutivos. O experimento entdo ficou

montado de acordo com a Figura 6. As técnicas utilizadas estdo descritas a seguir.

(EEEE

Enriquecimento
Alimentar(3x)

Experimento
FASE IIl

Barreira Visual (3x)

Figura 6: Detalhamento da sequéncia de atividades do experimento.

a. Enriquecimento Alimentar - TUBO

O enriquecimento alimentar utilizado neste trabalho foi composto por um tubo de
papeldo (rolo de papel higiénico) contendo em seu interior fuba cozido em agua e balas de
goma (Figura 7).

O tubo foi preso a parede lateral da gaiola por um palito de madeira transpassado
entre o tubo e a gaiola. Em cada um dos quatros dias de observacdo da Fase Il foi
disponibilizado aos animais um tubo por individuo. O tubo permaneceu na gaiola por 24

horas, sendo trocado durante todos os dias da semana.
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Figura 7: A- Interacdo de um individuo com o com o enriquecimento - TUBO, B- Vista frontal do TUBO preso a gaiola com
marcas da interagdo dos animais e C- Vista lateral do TUBO com marcas de unhas e dentes.

b. Isolamento Visual — BARREIRA

Com a finalidade de impedir a visibilidade entres os animais do mesmo sexo, alojados
lado a lado, foi colocada uma placa de papelao do lado de fora de uma das laterais da gaiola
(Figura 8). A placa de papeldo possuia a mesma medida que a lateral da gaiola e foi fixado
com barbante nas extremidades para que permanecesse assim durante toda a FASE Il do
experimento. Para a analise dos resultados, a FASE Il foi considerada como separacao dos

grupos e a retirada da placa (FASE Ill) foi considerada como reunido dos mesmos.
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Figura 8: A- Vista frontal de uma gaiola com o isolamento visual BARREIRA e B- Vista lateral parcial das gaiolas com a
BARREIRA mostrando o isolamento dos animais com seus vizinhos laterais

3.3. Observagoes Comportamentais

As observagbes comportamentais durante o procedimento experimental foram
realizadas em trés fases: Antes (FASE I), Durante (FASE 1) e Depois (FASE Ill) da aplicagdao do
enriquecimento (Figura 9). Cada uma destas fases durou 1 semana, tendo sido feitas
observagdes em quatro dias consecutivos (de segunda a quinta-feira) como mostra a Figura

10. As observagbes foram realizadas durante o periodo da manha, com inicio entre 10:00 e

11:00 horas.

¢ Antes do ¢ Durante o ® Apds o
Enriquecimento Enriquecimento Enriquecimento
Ambiental

Ambiental Ambiental

Figura 9: Sequéncia das FASES do experimento.
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Figura 10: Sequéncia dos dias e suas atividades de cada FASE do experimento.

O método de observacao utilizado foi o de scan (Altmann 1974), com registros
instantaneos a cada intervalo de um minuto, durante uma hora em cada fase, totalizando 61
registros para cada individuo por dia, 244 por semana e 732 ao longo do experimento.

As categorias comportamentais observadas durante o estudo foram: o estado de
alerta, a alimentacdo dos itens de dieta oferecida regularmente na rotina de manejo,
quando o animal estava dentro da caixa-ninho, autocatacdo, a interacdo com o
enriguecimento, comportamento relacionado a gomivoria e marcacdo de cheiro, e a
movimentacdo. As siglas utilizadas para nomear cada uma dessas categorias estdo

apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1: Siglas utilizadas para nomear as categorias comportamentais utilizadas durante o estudo e sua descrigao.

Comportamento Descri¢ao
ALER Animal parado em alerta
ALIM Alimentando-se da dieta regularmente oferecida
CAIXA Animal dentro da caixa ninho
CAT Autocatagao
ENR Interagindo com o enriquecimento
MARC Comportamento relacionado a gomivoria e marcac¢ao de cheiro
MOV Movimentagao
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3.4. Coleta de fezes e dosagem hormonal

As amostras fecais foram coletadas de acordo com as fases de observacdo do
comportamento, respeitando o intervalo necessario para que a resposta hormonal pudesse
ser detectada nas fezes (Figura 10). Este intervalo de tempo corresponde a
aproximadamente 12 horas apds a intervencdo realizada. Todas as coletas ocorreram no
periodo entre 7:00 e 10:00 horas, pois segundo (Sousa et al. 2004), 100% dos individuos
defecam neste horario.

Cada animal teve trés amostras fecais coletadas em cada fase do estudo, totalizando
desta forma 9 amostras por tipo de enriquecimento utilizado. Apds a coleta, as amostras
foram colocadas em saco plastico identificado e levadas ao freezer até o momento da
analise laboratorial.

As andlises hormonais foram feitas no Laboratério de Medidas Hormonais da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Para tal foram descongelados os
pellets fecais, homogeneizados e posteriormente uma amostra de 0,2 g +/- 0,005 foi pesada
em tubos conicos do tipo Falcon. Em seguida foi adicionado 2,0 ml de metanol a 80% aos
tubos e estes ficaram por 30 minutos no vortex. Posteriormente a solucgdo foi centrifugada a
3600 rpm a 25°C em centrifuga por 10 minutos. O sobrenadante foi passado para tubos tipo
Eppendorf para a analise hormonal.

ApOds a extracdo dos esterdides fecais é utilizada a técnica imunoenzimatica (ELISA)
para determinagdo da concentragdo dos hormonios. A metodologia empregada seguiu o
protocolo experimental desenvolvido por Munro & Stabenfeldt (1984) para dosagens de
esterdides no sangue e posteriormente adaptada por Ziegler et al., (1996) para
determinagbes de esterdides nas fezes. Os dados da padronizagdo analitica demonstram a
existéncia de paralelismo (p<0,05) para o cortisol. O “pool” utilizado no teste de validacao foi
obtido a partir de amostras de fezes de fémeas e de machos em diferentes condicdes
reprodutivas. A curva padrdao do horménio analisado foi preparada a partir de cristais de
hormoénios obtidos da Sigma Chemical Co. Para a prepara¢dao da curva padrdao foram
utilizadas diferentes concentragdes dos padrdes, que incluiram aquelas provavelmente
existentes nas amostras. As concentragbes para obtencdo da curva para o cortisol foi de (3,6

—10,0 - 31,6 — 100,0 — 316,2 — 1000,0 pg / poco).
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As placas para microtitulacdo de fundo plano (Nunc) para realizacdo do ELISA foram

previamente sensibilizadas com o anticorpo especifico (AntiCortisol-3CMO-BSA, R4866),

para o hormonio, segundo a metodologia descrita por Munro & Stabenfeldt (1984).

Apés a retirada das amostras do refrigerador e agitacdo no vértex por 10 segundos,

transfere-se 100 plL - cortisol para um tubo de ensaio e procede-se a analise conforme os

seguintes passos:

VI.

VII.

VIILI.

Os tubos de ensaio contendo as aliquotas da amostra s3o transferidos para um banho-maria
com fluxo de ar, a 409C, para secagem total do volume inicial.

A seguir sdo adicionados aos residuos 300 pL de uma solugdo previamente preparada com
enzima-conjugada ao hormonio (Horseradish Peroxidase-conjugada ou HRP-conjugada) e
diluidas com tampéo fosfato (pH = 7,0) na concentragdo de 1:16.000.

Os tubos sdo agitados e seus conteldos transportados para tubos de plasticos menores (1,6
mL).

Utilizando-se uma pipeta multi-canal (T-12; Eppendorf) sdo pipetados 100 uL desse material
para as placas (Nunc) que contém o anticorpo especifico para o hormonio. S3o preenchidas
todas as cavidades das placas com exce¢do das denominadas Ala D1, C2e Cll e de C3aC10
para os quais sdo pipetadas respectivamente, apenas solugdo tampdo (NSB), o tampao
contendo a enzima-conjugada (BO) e as solu¢des padrao segundo as dilui¢Ges ja referidas.

A seguir as placas sao cobertas com filme adesivo e incubadas durante 2 horas em camara de
umidade (27 2C).

Apds este tempo, as placas sdo retiradas da cdmara e lavadas com uma solugdo de NaCl a
1,5M e Tween 20a 0,5%.

Apds este procedimento, é adicionado a cada cavidade da placa 100uL do substrato,
constituido de uma solugdo preparada a partir de 25mL de tampao citrato (pH = 4,0) a 10%
(Acido citrico anidro C¢Hg O;— SIGMA), 250 pL de ABTS (2,2-azino-bis 3 ethylbenthiazone-6-
sulfonic acid / SIGMA) e 80 pL de perodxido de hidrogénio a 15% (H,0,).

As placas sdo incubadas por mais 30 minutos em camara Umida e em seguida foram
adicionados 100 pL de uma solugdo acida para interromper a reacgdo. Esta solugdo é
preparada a partir de 5,048 mL de acido fluoridrico e 1,2 mL de hidroxido de sddio (NaOH)
5N gsp 500mL de agua destilada.

A leitura da densidade dptica (Absorbancia) é feita utilizando-se uma Leitora de Placas Asys

modelo Expert Plus com filtro de 405 nm.
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A validagdo dos ensaios é realizada através do controle de trés conjuntos de amostras
fecais de fémeas e de machos denominada de “pool” que passa pelo mesmo processo de
extracdo como as demais amostras fecais. Assim temos: pool de macho, pool de fémea e o
terceiro pool de macho/fémea. Essas amostras de controle sdo utilizadas no ensaio, usando
um pool de concentracdo baixa e um pool de alta (de 4 a 5 vezes o volume do pool de baixa
usado) e os resultados obtidos sdo analisados pelo coeficiente de variacdo (CV) que verifica a
variabilidade dos valores médios encontrados em relacdo ao desvio padrdo em torno da
média.

A precisdo e a confiabilidade dos ensaios foram assegurados pela determinacdo do
CV do inter-ensaio (variacdo do pool em outras placas) e do intra-ensaio (variagcdo do pool na
mesma placa) pelo método de Rodbard (Leite, 2002). Neste trabalho o CV inter-ensaio foi de

11,7 + 3,51e o intra-ensaio foi de 3,22+ 0,22.

3.5. Andlise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa XLSTAT-Pro 7.5
(versdo de avaliacdo) e Bioestat 5.0. A diferenca na exibicdo de cada categoria
comportamental entre as FASES |, Il e Il pelos animais estudados foi comparada pelo teste
de Friedman. Quando encontrada diferenca significativa, aplicou-se o teste de Wilcoxon para
identificar onde reside a diferenca.

Para verificar a diferenga comportamental e hormonal entre os géneros foi utilizado
o teste de Kruskal Wallis, post-hoc de Mann-Whitney.

Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia de p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Enriquecimento alimentar - TUBO

Entre as trés fases da aplicacdo deste enriquecimento, os machos apresentaram
diferencas significativas nos comportamentos ALER, MOV e CAT (Q= 18.730 P<0.001,
Q=7.292 P=0.26 e Q=10.015 P=0.026, respectivamente). J& as Fémeas apresentaram
diferenca apenas em ALER e ALIM (Q=14.263 P=0.001 e Q=15.918 P<0.001,
respectivamente).

Nos machos, ALER apresentou maior freqiéncia na FASE Il guando comparada as
duas outras fases do experimento (Z=-3.046 P=0.001 FASE | e Z=-4.244 P<0.001 FASE II).
Além disso, a FASE | apresentou uma tendéncia a ser maior que a FASE Il (Z=1.600 P=0.055)
(Figura 11).

Comportamento ALER para
machos - TUBO

Frequéncia de exibicdo do
comportamento

1 i "
FASEI FASE Il FASE Il

Figura 11: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de ALER para machos nas trés fases do enriquecimento
TUBO. A FASE IlI* apresentou maior freqiiéncia quando comparada as outras fases.

Quanto a movimentac¢do dos machos (MQOV), a diferenca observada foi que na FASE |

este comportamento foi maior do que na FASE Ill (Z=2.904 P=0.002) (Figura 12).
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Figura 12: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de MOV para machos nas trés fases do enriquecimento
TUBO. * Na FASE | este comportamento foi significativamente maior do que na FASE IIl.

Para CAT, a freqiéncia na FASE Il foi menor quando comparada a FASE | e a FASE IlI

(z=2.803 P=0.003 e Z=-2.065 P=0.019, respectivamente) (Figura 13).

Comportamento CAT para
machos - TUBO

o
1
T

Frequéncia de exibicdo do
comportamento

; I : I , I .
f 1 T
FASE | FASEIll FASE Il

Figura 13: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de CAT para machos nas trés fases do enriquecimento
TUBO. Na FASE II*, CAT foi significativamente menor do que nas FASES I e IIl.

Com a exposicdo ao enriquecimento (FASE Il), as fémeas apresentaram menor
frequiéncia de ALER em relacdo a FASE | e a FASE Ill (Z=2.978 P=0.001 e Z=-3.362 P<0.001,

respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de ALER para fémeas nas trés fases do enriquecimento
TUBO, tendo sido menor na FASE II* em relagdo as outras duas fases.

Na FASE | elas se alimentaram mais da dieta oferecida regularmente (ALIM) do que
na FASE Il e na FASE Ill (Z=3.994 P<0.001 e Z=3.204 P=0.001) (Figura 15).

Comportamento ALIM para
fémeas - TUBO

20

Frequéncia de exibicdo do
comportamento

1
Fasel ™ FASE Il FASE Ill

Figura 15: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de ALIM para fémeas nas trés fases do enriquecimento
TUBO. FASE I* com maior freqiiéncia que na FASE Il e FASE III.

No confronto de machos com fémeas por etapa do experimento, observam-se
diferengas em ALER, CAT, e MARC (H=31.306 P<0.001, H=13.928 P=0.016 e H=13.072

P=0.023, respectivamente).
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Os machos apresentaram-se mais em estado de alerta (ALER) do que as fémeas tanto

durante a aplicacdo do enriquecimento (FASE Il; Z=2.021 e P=0.022) quanto apds sua

retirada (FASE Ill; Z=3.131 P=0.001) (Figura 16).

Machos x Fémeas ALER - TUBO

80—

50+ ‘

40+

Frequéncia de exibi¢do do
comportamento
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Figura 16: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de ALER para machos e fémeas por
fase do experimento. Os machos apresentaram freqiiéncias maiores do que as fémeas nas FASES II* e IlI*.

Ja as fémeas apresentaram mais autocatacao (CAT) que os machos antes (FASE |; Z=-

1.667 P=0.048) e depois (FASE Ill; Z=-1.943 P=0.026) da aplicacdo do enriquecimento (Figura

17). O comportamento de gomivoria e marca¢dao de cheiro (MARC) também foi maior nas

fémeas do que nos machos durante a FASE | (Z=-3.010 P=0.001) (Figura 18).
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Figura 17: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de CAT para machos e fémeas por fase
do experimento TUBO. As fémeas apresentaram maiores freqiiéncias que os machos na FASE I* e na FASE III*.
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Machos x Fémeas MARC - TUBO
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Figura 18: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de MARC para machos e fémeas por
fase do experimento TUBO, com as fémeas apresentando maiores freqiiéncias que os machos na FASE I.

A comparacdo dos niveis de cortisol de machos e fémeas entre as fases deste
enriguecimento ndo sinalizou nenhum resultado estatisticamente significativo. O mesmo
ocorreu para as comparagles entre os sexos e para a correlagdo do cortisol com os
comportamentos que apresentaram diferenca significativa entre as fases do experimento.

Um resumo dos resultados encontrados nesta etapa do experimento utilizando o

TUBO pode ser visualizado no Quadro 2.

Quadro 2: Resultados estatisticamente significativos obtidos no experimento TUBO. Os resultados estatisticamente
significativos representando as maiores freqiiéncias estdo apresentados em fonte maior e sublinhados.

Comportamento Machos Fémeas Machos x Fémeas
FASE |
e FASE 1l x FASE Il
ALER FASE Il FASE Il -
FASE Il FASE Il| FASE 11l x FASE 11l
MOV FASE |
FASE IlI
FASE |
FASE | X FASE |
CAT FASE Il Aot 1
FASE 1l X FASE 11l
FASE Il FASE T
FASE |
ALM FASE Il
FASE Il
MARC FASE | X FASE |
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4.2. Isolamento Visual - BARREIRA

A resposta comportamental dos machos a barreira visual colocada entre suas gaiolas
apresentou diferenca nas categorias comportamentais ALER, CAT e CAIXA (Q=7.923 P=0.019;
Q=15.320 P<0.001; Q=8.963 P=0.011, respectivamente).

A categoria ALER apresenta maior freqiiéncia na FASE | quando comparada com as
FASES Il e Ill (Z=2.478 P=0.007 e Z=2.170 P=0.015) e na FASE Ill quando comparado com a
FASE Il (Z=-1.651 P=0.049) (Figura 19)

Comportamento ALER apra
machos - BARREIRA

Frequéncia de exibi¢do do
comportamento

! +
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Figura 19: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de ALER para machos nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. A FASE I* apresentou maior freqiiéncia que as na FASE Il e FASE Ill; e FASE III** com maior
freqiiéncia quando comparada a FASE II.

A autocatagdo, CAT, é maior na FASE Il do que na FASE | (Z=-2.703 P=0.003) e maior
na FASE 11l do que nas FASES | e 1l (Z=-3.811 P<0.001 e Z=-2.043 P=0.021) (Figura 20).
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Figura 20: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de CAT para machos nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. FASE II* com maior freqiiéncia que na FASE I; e FASE IlI** com maior freqiiéncia quando comparada
a FASE | e FASE II.

A freqliéncia de exibicdo do comportamento CAIXA foi maior na FASE Il quando
comparada as FASES | e Il (Z=-3.085 P=0.001 e Z=1.713 P=0.043) e maior na FASE Ill quando
comparada a FASE | (Z=-1.921 P=0.027) (Figura 21).
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Figura 21: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de CAIXA para machos nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. FASE II* com maior freqiiéncia que as FASES | e FASE IlI; e FASE IlI** com maior freqiiéncia quando
comparada a FASE I.

Assim como para os machos, as fémeas apresentaram diferencas nas categorias

ALER, CAT e CAIXA (Q=10.106 P=0.006; Q=22.368 P<0.001; Q=8.397 P=0.015).
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As fémeas apresentaram-se menos paradas, em alerta (ALER), apds a retirada do
enriquecimento (FASE Ill) quando comparada as fases anteriores (FASE |; Z=1.869 P=0.029; e
FASE II; Z=2.109 P=0.017) (Figura 22).
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Figura 22: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de ALER para fémeas nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. A FASE IlI* apresentou menos ALER do que as FASES l e Il.

Ja para CAT, as fémeas apresentaram esse comportamento com maior freqiiéncia na

FASE Il do que nas FASES | e Il (Z=-4.422 P<0.001 e 7Z=-4.385 p<0.001) (Figura 23).
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Figura 23: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de CAT para fémeas nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. Este comportamento foi mais exibido na FASE IlI* do que nas FASES | e FASE II.
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Para CAIXA, a freqliéncia de exibicdo pelas fémeas foi menor na FASE | do que nas
FASES Il e 11l (Z=-1.708 P=0.044 e Z=-2.673 P=0.004) e maior na FASE Ill quando comparada a
FASE Il (Z=-1.807 P=0.035) (Figura 24).
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Figura 24: Box-Plot de mediana da freqiiéncia comportamental de CAIXA para fémeas nas trés fases do enriquecimento
BARREIRA. A FASE I* apresentou menor freqiiéncia de CAIXA que as FASES Il e FASE Ill; e a FASE Il1**
apresentou maior freqiiéncia quando comparada a FASE II.

Ao comparar machos e fémeas por etapa do experimento pode ser visto que machos

apresentam maior freqliéncia de ALER que fémeas nas FASES | e Ill (Z=2.201 P=0.014 e
7=2.566 P=0.005) (Figura 25).
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Figura 25: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de ALER para machos e fémeas por
fase do experimento BARREIRA. Machos apresentando maiores freqiiéncias que as fémeas nas FASES I* e IlI*.
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Ja para CAT sdo as fémeas que apresentam a maior freqiiéncia também nas FASES | e

Il (Z=-2.338 P=0.010 e Z=-2.278 P=0.011) (Figura 26).
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Figura 26: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de CAT para machos e fémeas por fase
do experimento BARREIRA. AS fémeas apresentaram maiores freqiiéncias que os machos nas FASES I* e llI*.

As fémeas mostraram ainda maior freqiiéncia de exibicdo de MARC na FASE Il (Z=-

1.944 P=0.026) do que os machos (Figura 27).
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Figura 27: Box-Plot de mediana com a comparagao da freqiiéncia comportamental de MARC para machos e fémeas por
fase do experimento BARREIRA. Fémeas apresentando maiores freqiiéncias que os machos na FASE II*.

Para os dados de cortisol, foi encontrada diferenca significativa quando comparada

as trés fases do experimento para as fémeas (Q =11.320 e P=0.003). A FASE Il apresentou-se
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menor que as outras duas fases, FASE | e FASE lll (Z= 1.916 P=0.028 e Z=-2.293 e P=0.011,

respectivamente) (Figura 28).
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Figura 28: Box-Plot de mediana com os valores de cortisol para fémeas nas trés fases do enriquecimento BARREIRA. A
FASE II* apresentou- se menor que nas FASES | e FASE IIl.

Ao comparar os valores do cortisol fecal de machos e fémeas nas trés etapas do
enriguecimento BARREIRA (Figura 29) encontrou-se diferenca significativa na FASE Il, onde

os valores dos machos apresentaram-se maiores que o das fémeas (Z=-2.882 e P=0.002).
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Figura 29: Box-Plot de mediana com a comparagao dos valores de cortisol entre machos e fémeas no enriquecimento
BARREIRA. Machos apresentando maior valor do cortisol que as fémeas na FASE II.
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O Quadro 3 traz o resumo das diferencas estatisticamente significativas encontradas

ao logo do experimento utilizando a BARREIRA.

Quadro 3: Resultados estatisticamente significativos obtidos no experimento BARREIRA. Os resultados estatisticamente
significativos representando as maiores freqiiéncias estdo apresentados em fonte maior e sublinhados seguidos
pelos resultados que estdo em negrito.

Comportamento Machos Fémeas Machos x Fémeas
FASE | FASE |
- FASE | X FASE |
ALER FASE Il FASE Il
FASE 11l x FASE 1l
FASE IlI FASE Il
FASE | FASE |
FASE | X FASE |
CAT FASE Il FASE Il —
FASE 11l X FASE I
FASE Il FASE Il XEEET
FASE | FASE |
CAIXA FASE I FASE Il
FASE Il FASE IlI
MARC FASE I1 X FASE |l
FASE |
FASE |l X FASE Il
CORTISOL FASE 1l -
FASE Il
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5. Discussao

5.1. Enriquecimento alimentar

O estado de alerta dos animais estudados foi menor na FASE Il quando comparado as
outras duas etapas (FASE | e FASE Ill), provavelmente porque nestas fases os animais ndo
possuiam a distracdo do enriquecimento. Isso sugere que tempo interagindo com o
enriguecimento tenha deixado os animais menos predispostos a vigiar o ambiente. A
freqliéncia deste comportamento é maior depois do que antes do enriquecimento, evento
este que demandou maior atencdo, indicando que apds sua retirada, os animais
continuaram monitorando o ambiente e os outros individuos presentes na sala (Figura 11 e
Figura 14). Para Box (1975), os individuos prestam atencdo em animais mais distantes do
gue nos mais proximos, desta forma sugere-se que o estado de alerta parece ser apenas um
monitoramento do ambiente.

De acordo com Smith et al. (1998), a relagdo entre os niveis de locomocao e agitacdo
pode fornecer indicativos ndo invasivos de estresse em sagliis. Desta forma, considerando os
resultados deste trabalho para locomocdo (Figura 12), podemos inferir que o
enriquecimento foi eficaz, pois houve diminuicdo na agitacdo/movimentacdo dos animais
apos a aplicagdo do enriquecimento.

Segundo Bayne (2003), atividades que aumentem o tempo que primatas nao-
humanos gastam com comportamentos de forrageio sao eficazes na promog¢ao do bem-estar
destes em cativeiro. Conforme observado nos resultados deste trabalho, a categoria
comportamental relacionada a ingestdo da dieta regularmente oferecida aos animais (ALIM)
foi menos freqliente durante a disponibilizacdo do enriquecimento alimentar (Figura 15).
Isto evidencia que os animais preferiram a interacdo com o enriquecimento, a qual
proporcionava maior tempo de forrageio. Kerridge (2005) também verificou que |[émures da
espécie Varecia variegata (black-and-white ruffed lemur), nascidos em cativeiro, quando
expostos a um enriquecimento alimentar que modificava a localizacdo de alguns itens
alimentares da dieta usual, passaram mais tempo forrageando. Ou seja, mesmo que o item
alimentar nao fosse novidade, os animais preferem procurar pela comida (forragear;

interagir com o enriquecimento ambiental). Tais fatos sugerem ainda que os efeitos do
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enriguecimento ambiental do tipo alimentar podem ser quantificados a partir da
mensuracao de varidveis associadas a ingestdo alimentar dos individuos, o que foi observado
também no levantamento feito por Lutz e Novak (2005), Reinhardt e Roberts (1997) e no
trabalho de Bjonet et al. (2006). Neste ultimo, a forma e a dispersdo dos comedouros
aumentaram o tempo de forrageio de individuos da espécie C. jacchus.

A autocatacdo em calitriquideos como estratégia de relaxamento e de reducdo da
tensdo relacionada a contextos estressantes, conforme sugerido por Barbosa e da Silva Mota
(2009), parece se aplicar em nosso estudo. CAT é uma categoria que apresentou maior
exibicdo antes do enriquecimento, sugerindo que os animais a tivessem expressando na
intencdo do alivio ao estresse, e, apds a retirada do enriquecimento, ela ainda se apresentou
menor do que antes (Figura 13).

Quando verificadas as diferencas entre os sexos no decorrer das etapas estudadas,
observamos o maior efeito do enriquecimento na freqliéncia comportamental dos machos.
O comportamento CAT, além de ser maior antes, passa a ser maior depois do que durante,
ou seja, o enriquecimento foi eficaz para promover o relaxamento dos animais durante sua
aplicagao, mas seu efeito teve duragao apenas enquanto o enriquecimento estava presente
(Figura 17). Isto pode estar relacionado ao fato de que os machos sdo mais reativos do que
as fémeas quando postos em condi¢cdes de mudanca no ambiente (Sousa et al., 2002).

Se os novos itens alimentares forem considerados como os recursos, nosso trabalho
confirma a hipdtese de Michels (1998) de que fémeas procuram e obtém mais comida que
machos. Isto porque apenas as fémeas apresentaram diferencga significativa em ALIM entre
as etapas do enriquecimento (Figura 15).

No confronto das freqliéncias comportamentais de machos e fémeas, ALER foi maior
nos machos do que nas fémeas durante e depois do enriquecimento. Novamente, isto, nos
mostra a maior reatividade destes a uma mudanga no ambiente (neste caso, representado
pela adicdo de novo dispositivo para forrageamento) (Figura 16).

Na categoria MARC estd inserido o comportamento de marcagdao de cheiro,
comumente usado nos saglis para a defesa de recursos alimentares (Nogueira et al., 2001;
Smith et al., 2001). Em nosso trabalho, as fémeas apresentaram maior freqiiéncia de MARC
do que os machos (Figura 18), possivelmente por serem mais agressivas na defesa de
recursos (Michels, 1998), uma vez que quando gestantes estes recursos sdo importantes

para a manutencdo da gravidez.
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A partir desse estudo podemos inferir que a técnica de enriquecimento alimentar
utilizada, quando bem monitorada por meio de registros comportamentais parece promover
o bem-estar de animais de cativeiro. Além disso, é importante na prevencdo de
comportamentos anormais que podem se tornar patoldgicos caso ndo haja uma intervencao
(Mason e Rushen, 2006).

Através da medicdao dos niveis de cortisol fecal nos animais, esperava-se observar
respostas fisioldgicas dos individuos ao enriquecimento, entretanto isso ndo ocorreu. A ndo
observacdo de resultados estatisticamente significativos para o cortisol pode ser devido ao
fato de existirem respostas diferentes para o evento do enriquecimento para cada individuo.
Para Galvao-Coelho (2008) as diferencas fisioldgicas e comportamentais desencadeadas por
estressores podem ser influenciadas por caracteristicas individuais como a idade, sexo,
status social, espécie e gendtipo. Outra variavel que modula a resposta ao estresse é o
temperamento. Koolhaas et al. (1999) descreve dois grupos com diferentes reacbes a
estressores, um que é tido como reativo que apresenta maior freqliéncia de atividade e
agressdo com baixa reatividade hormonal e o grupo passivo com caracterizado pela baixa
agitacdo e agressividade e alta reatividade hormonal.

Segundo Abbott et al. (2003b), primatas subordinados exibem maiores niveis de
cortisol quando sdo expostos a fortes estressores e também quando hd uma diminuicdo nas
oportunidades de contato social. Como este enriquecimento foi alternado com o
enriquecimento BARREIRA, isto pode ter causado confusdao em relagdo ao status social dos

animais e, desta forma, interferir nos niveis de cortisol dosados para este enriquecimento.

5.2. Enriquecimento social

Considerando que durante o enriquecimento os animais estavam privados do
contato visual com seus vizinhos laterais, podemos observar reacdes semelhantes a
separacdo (FASE Il) e unido (FASE lll) de pares do mesmo sexo, ja que a distancia lateral
entre as gaiolas é menor que 30 cm. Estas relagdes sdao importantes para a organizagao
social do grupo, uma vez que o efeito inibitério exercido pelos animais dominantes sobre o
comportamento de co-especificos do mesmo sexo repercute nos diferentes aspectos das

suas rela¢des sociais (Cirne e Bezerra, 1997). Neste trabalho, isto foi observado através da
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maior exibicdo do comportamento ALER (parado em alerta) antes do enriquecimento — FASE
I- do que durante sua aplicacdo — FASE Il (Figura 19 e Figura 22).

A marcacdo de cheiro (MARC) foi observada por Sousa et al. (2002) em um estudo
usando a separacdo de pares macho-macho e fémea-fémea como tendo uma importante
funcdo na comunicacdo do status reprodutivo de fémeas, podendo refletir seu maior
envolvimento em competigdes. A maior observagao de MARC em todos os animais apds a
retirada da BARREIRA pode indicar que os individuos passaram a apresentar displays
agonisticos nesta fase. J4 a observacdo de MARC maior nas fémeas do que nos machos
durante a utilizacdo da barreira (Figura 27), pode sugerir que elas estavam deixando pistas
olfatdrias de seu estado reprodutivo, aproveitando seu isolamento e evitando conflito com
outras fémeas. Desta forma os animais, principalmente as fémeas, durante a separacao,
estiveram em situacdo semelhante a que ocorre na natureza quando ha emigracdo para
formacdo de novos pares reprodutores (Sousa et al., 2009). Harrison e Tardif (1989)
observaram também um aumento na marcac¢ao de cheiro em Saguinus oedipus e C. jacchus
machos e fémeas na presenca de intrusos em seu ambiente, ratificando a freqiiéncia deste
comportamento encontrada em nosso trabalho.

Como a situacdo de separacdo e unido de individuos do mesmo sexo acarreta em
conflitos, é importante que haja a maior exibicdo de um comportamento cuja fungdo é uma
estratégia de relaxamento e de reducdo da tensdo relacionada a contextos estressantes,
como a autocatagdo (Barbosa e da Silva Mota, 2009). No nosso trabalho, isso foi confirmado
através da maior exibicdo de CAT na reunido dos pares (FASE 1ll), a qual representa a etapa
onde acontecem os maiores conflitos pelo confronto ente os animais e por estes nado
possuirem o controle do ambiente gerando frustracao (Figura 20 e Figura 23). Este
comportamento também é exibido em maior freqliéncia por fémeas que por machos (Figura
26), pois para as fémeas a competicao pelo status de dominante parece ser mais intensa em
funcdo do sistema de acasalamento que implica em competicdo para a reprodugao
(Yamamoto et al., 2010) como ocorre com a fémea de Callithrix jacchus (Aradjo e
Yamamoto, 1993).

O uso das caixas ninho (CAIXA) é menor na FASE | quando comparado com a FASE Il e
FASE Il (Figura 21 e Figura 24) favorecendo a inferéncia de que o anteparo colocado entre os
animais mudou a dinamica social, pois como Kitchen e Martin (1996) sugerem, a utilizacao

de caixas ninho aumenta de acordo com a agressividade entre os animais. No nosso caso a
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agressividade ndo é direta, mas apresenta-se pela exibicdo de comportamentos agonisticos
direcionados aos vizinhos. Estes mesmos autores sugerem também que a utilizacdo destas
caixas ninho diminui de acordo com o aumento da complexidade da gaiola. O anteparo nao
aumentou de fato a complexidade da gaiola, mas trouxe situacGes variadas de exposicdo aos
coespecificos que pode desencadear a exarcebacdo de disputa entre os animais aumentando
a complexidade das rela¢ées sociais dos individuos que buscam a dominancia.

Tendo em vista o conflito social gerado pelo enriquecimento, onde a presenca da
BARREIRA separou os animais de mesmo sexo e a retirada os reuniu, as fémeas se
mostraram em melhor estado fisioldgico quando separadas. Isso se deve ao fato de terem
apresentado os menores valores de cortisol na FASE Il do experimento quando comparada
as outras duas etapas, FASE | e FASE Il (Figura 28). Pode-se dizer que o resultado da analise
hormonal corrobora com os achados comportamentais, mostrando que a separacdo para as
fémeas foi benéfica. Desta forma as fémeas ndo se envolveram com comportamentos
relacionados a disputa de dominancia.

Os resultados dos experimentos mostraram que os machos se mostraram mais
reativos que as fémeas ao enriquecimento social apresentando um aumento nos niveis de
cortisol durante a presenca da BARREIRA (Figura 29). Isso nos mostra que os machos sdo
mais reativos que as fémeas como descrito por Sousa et al. (2002) onde machos apresentam
maiores niveis de cortisol quando postos em condi¢cdes de mudanca no ambiente. Sabendo-
se que o estresse induz o aumento da secre¢ao de cortisol (Broom e Johnson, 1993),
podemos inferir que a separagao dos pares acarretou um evento de estresse agudo para os
machos durante o experimento. Na natureza as fémeas, na maioria dos casos, quando
atingem a idade adulta deixam seu grupo familiar em busca do sucesso reprodutivo (Sousa
et al. 2009) e para tanto apresentam-se pouco reativas com o isolamento social.

Broom (2006) ressalta que ¢é importante desenvolver melhores métodos
quantitativos para mensurar o bem-estar dos animais. Com a franca expansao da pesquisa
farmacéutica e a necessidade de modelos animais como os primatas, faz-se necessaria a
aplicacdo destas técnicas que priorizem a organizacdo e o comportamento social
promovendo o bem-estar e garantindo a fidelidade dos resultados, ja que animais mantidos
sob condi¢cdes de cativeiro apresentam alteragbes comportamentais que podem

comprometer o resultado destas pesquisas.
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6. Consideracgoes finais

As varidveis fisioldgicas e comportamentais de Callithrix penicillata devem ser
levadas em conta quando estes animais sdo mantidos em cativeiro. O simples fato de serem
alojados de forma a incitar a disputa por dominancia pode trazer variagdes nas freqiéncias
comportamentais e no estado fisiolégico que indicam problemas de bem-estar. No
experimento utilizando a barreira visual entre os animais foram observadas diferengas na
resposta de machos e fémeas. Os machos ndo reagem bem ao isolamento social, enquanto
as fémeas parecem ficar mais a vontade quando ndo estdo em contato com outras fémeas.
Sendo assim a organizacdo social dos animais deve ser considerada para se obter um
alojamento que favoreca o bem-estar dos animais, assim como as diferencas ente os
géneros.

A disponibilizacdo de um novo item alimentar ajudou na promoc¢do do bem-estar dos
animais. Este é um tipo de técnica de enriquecimento ambiental que é de facil execucdo e
produz mudancas rapidas no comportamento dos animais. Ao mesmo tempo em que produz
mudancas rapidas parece ndo ter efeito muito duradouro. Por isso é importante que a
técnica seja aplicada variando o tipo de enriquecimento, seja forma de oferecer o alimento
ou o item alimentar, e em maior freqliéncia. A troca da alimentacdo usual pelo
enriquecimento é uma forma de verificar a eficdcia da técnica, pois os animais estdo
buscando por novas oportunidades no cativeiro. Este é um tipo de enriquecimento que nao
pode ficar disponivel por muito tempo ja que pode deixar de ser interessante e atrativo.

Deste modo é sugerido que técnicas de enriquecimento ambiental sejam aplicadas
para sagliis de cativeiro e que mais estudos relacionados a eficacia destas sejam feitos. Além
disso, é importante a criacdo e novas técnicas que sejam de facil aplicacdo e que nado
interfira na rotina de manejo dos animais e que também estimule os animais a se

comportarem de maneira semelhante ao que aconteceria se estivessem em vida livre.
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