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Resumo

O mico-ledo-preto (MLP, Leontopithecus chrysopygus) ¢ uma espécie de primata
neotropical ameacada de extingdo, sendo que tanto esforgos in situ, quanto ex situ devem ser
feitos para sua conservagdo. O entendimento das condigdes do cativeiro que melhoram o bem-
estar dos individuos é necessario para viabilizar o sucesso reprodutivo ex situ. No entanto,
individuos com diferentes perfis comportamentais podem responder de formas distintas a um
mesmo estimulo tendo seu bem-estar impactado de diferentes maneiras. O bem-estar animal
pode ser avaliado através de varidveis comportamentais (via o estudo de comportamentos
potencialmente indicativos de estresse — BPIS) e fisiologicas (via o estudo dos niveis de
metabdlitos fecais de glicocorticoides — MGFs). Assim, os objetivos desse trabalho foram: 1)
determinar o efeito das condigdes de cativeiro, periodo do dia e estagdo do ano sobre o
comportamento e sobre os niveis de MGFs; 2) determinar a relacdo entre os comportamentos
e os niveis de MFGs; 3) definir os eixos que compde o perfil de comportamento género-
normativo e os eixos que representam as diferentes formas de reacdo ao estresse entre os
BPIS; e 4) identificar os estilos de enfrentamento da populacdo de MLP estudada (via a
analise da relagdo entre os tipos comportamentais, formas de reacdo ao estresse e indices
hormonais de MFGs). Foram observados 11 individuos (3 fémeas e 8 machos) no Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro durante 15 dias em duas estagdes (verdo e inverno), em 4
diferentes tratamentos: 1 casal com um casal de filhotes em idade adulta, um casal, uma dupla
de machos — todos estes em gaiolas grandes - e trés machos sozinhos em gaiolas pequenas,
Coletamos dados comportamentais dos MLP usando blocos de 10 minutos de amostragem
focal com registros a cada 10 segundos duas vezes ao dia (manha e tarde) para cada individuo,
totalizando 10 horas de observagao por individuo, e coletamos fezes duas vezes por dia (11h e
16h). Via uma analise de covariancia (MANCOVA), encontramos que MLP em gaiolas
individuais apresentaram altas frequéncias de estereotipias, tempo dentro do abrigo e do
comportamento de cogar. Machos em dupla apresentaram altas frequéncias de
comportamentos anormais € os maiores valores de MFGs enquanto que os individuos em
familia e casal apresentaram comportamentos mais semelhantes aos observados na natureza.
O periodo do dia e as estagdes do ano influenciaram a frequéncia de alguns comportamentos,
mas nao os niveis de MFGs. Com relagao as diferencas individuais nas formas de reagdo ao
estresse, encontramos quatro €ixos para os tipos comportamentais (atividade, sociabilidade,
exploracdo e necessidade) e quatro formas de enfrentamento ao estresse (introversao, auto-
protecao, ansiedade e disturbios) via uma analise de cluster. Foram encontrados quatro estilos
de enfrentamento ao estresse, dois que se assemelham a uma forma pré-ativa e dois que se
assemelham a uma forma reativa. Dessa forma, esse trabalho apontou a importancia de
recintos grandes e da composi¢do dos grupos no bem-estar do MLP assim como importantes
diferencas inter-individuais na forma de enfrentar o estresse que devem ser consideradas no
futuro manejo da espécie.

Palavras-chave: estresse, comportamento, metabdlitos fecais de glicocorticoides, condigdes de
cativeiro, diferengas individuais



Abstract

The Black Lion tamarin (BLT, Leontopithecus chrysopygus) is a threatened neotropical
primate species for which both in situ and ex situ efforts have to be done for its conservation.
The understanding of which captive conditions improve the welfare of individuals is
necessary to enable ex situ reproductive success. However, individuals with different
behavioral profiles may respond differently to the same stimulus, consequently impacting
their welfare in different ways. Animal welfare can be assessed through behavioral (through
the study of behaviors potentially indicative of stress - BPIS) and physiological variables
(through the study of fecal metabolites of glucocorticoids - MGFs). Therefore, the aims of the
study were: 1) to determine the effect of the captive condition, period of the day and season
on the behavior and the levels of MGFs; 2) to determine the relationship between behaviors
and levels of MFGs; 3) to identify axes that make up the gender-normative behavioral profile
(among normative behavioral patterns - GNBs ) and axes of the forms of stress reaction
(among BPIS) and; 4) to identify coping styles (through an analysis of the relationship
between behavioral types, forms of reaction to stress and hormonal indices of MFGs). We
observed 11 individuals (3 females and 8 males) in the Primatology Center of Rio de Janeiro
for 15 days in two different seasons (summer and winter) in 4 different treatments: 1 male-
female pair with its adult twins, 1 male-female pair, 1 male-male pair — all in large enclosures
- and three single males in small cages. They were observed. We collected behavioral data for
each individual twice a day using 10-minute blocks of focal sampling with records every 10
seconds (totaling 10 hours of observation per subject) and collected feces twice a day (11a.m.
and 4 p.m.). Through a covariance analysis (MANCOVA), we found that BLT in individual
cages presented high frequencies of stereotyped behaviors, scratching and hiding in the
shelter. Male-male pair presented high frequencies of abnormal behaviors and the highest
values of MFGs while individuals in family and in male-female pair presented behaviors more
similar to those observed in nature. Period of the day and seasons influenced the frequency of
some behaviors, but not the levels of MFGs. In relation to individual differences we found
four axes for behavioral types (activity, sociability, exploration and need) and four forms of
coping with stress (introversion, self-protection, anxiety and disorders) via cluster analyses.
Four coping styles were found, two similar to a proactive form and two to a reactive form. In
conclusion, this work pointed out the importance of large enclosures and group composition
on BLT welfare as well as significant differences of coping styles among individuals that
have to be considered in the future management of the species.

Keywords: stress, behavior, fecal metabolites of glucocorticoids, captive condition, individual
differences
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Capitulo I

Efeitos das condicoes de cativeiro sobre o
comportamento e os niveis hormonais de

micos-ledes-pretos



1. INTRODUCAO

O ambiente de cativeiro pode afetar a saude fisica e psicologica dos animais,
influenciando assim o bem-estar animal (DAWKINS, 2004, 2006; FRASER et al, 2009).
Entretanto, ha uma grande dificuldade em avaliar o bem-estar diretamente, sendo necessarias
medidas indiretas como a avaliacdo do nivel de estresse (MASON et al, 2007, MASON,
2010; MORGAN e TROMBORG, 2007). Existem varias maneiras de medir o estresse como
medidas como a dosagem de hormdnios glicocorticoides (ABBOTT et al, 2003; RANGEL-
NEGRIN, et al, 2009; GOMEZ-ESPINOSA et al, 2014), comportamentos potencialmente
indicadores de estresse (BPIS) (POMERANTZ et al, 2013), perfis leucocitarios (DAVIS et al,
2008), entre outros. Entretanto, a relacdo entre essas medidas e o estresse ainda ¢ mal
compreendida (ROMERO, 2004; TOUMA et al, 2005; MADLIGER e LOVE, 2012; STETZ
et al, 2013), o que justifica a combinagdo de diferentes métodos para fazer esse tipo de
inferéncia.

O estresse ¢ um mecanismo de defesa do organismo para os desafios cotidianos ou
extraordinarios (estressores) que envolve primariamente vias neuroenddcrinas que sustentam
o comportamento adaptativo (BOERE, 2002). Eventos estressantes desencadeiam uma
resposta do organismo, podendo essa ser fisioldgica e/ou comportamental, que permite com
que o individuo se prepare para situacdes de luta ou fuga (SAPOLSKY, 1990, ROMERO,
2002, 2004; MORGAN ¢ TROMBORG, 2007). Em uma resposta fisiologica ao estresse
ocorre a liberacao de glicocorticoides na corrente sanguinea. Esses hormodnios redirecionam o
fluxo sanguineo e mobilizam glicose do figado para 6rgaos que sdo necessarios na resposta de
“luta ou fuga”, como coragdao, musculos esqueléticos e cérebro (SAPOLSKY, 1990). As
modificagdes geradas por essa resposta levam a um aumento do débito cardiaco; cognicao
agucada e diminui¢do na percepcdo da dor (SAPOLSKY, 1990). Além disso, atividades
fisiologicas que ndo apresentem beneficios imediatos, como crescimento, reprodugdo,
inflamacdo e digestdo sdo inibidas (SAPOLSKY, 1990). Um dos eixos que ¢ ativado por um
estressor ¢ o eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA), que faz com que ocorra a liberagao
de glicocorticoide (GCs - mais especificamente cortisol, em primatas) na circulagdo
(ROMERO, 2002). Desse modo, uma ferramenta ndo invasiva para medir hormonios GCs, e
consequentemente o estresse, ¢ a dosagem de metabolitos fecais de glicocorticoides (MFGs)
(MILLSPAUGHA ¢ WASHBURNB, 2004; GLADBACH et al, 2011).

Podem-se classificar dois tipos de agentes estressores: agudos e cronicos. Estressores

agudos estdo presentes por um curto periodo de tempo (como ataques de predadores e
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tempestades). Ja estressores cronicos sdo aqueles que persistem ao longo do tempo (por
exemplo, perda de habitat, baixo oferta de alimentos, subordina¢do), ativando de forma
constante o eixo HHA, trazendo efeitos negativos na satde e fitness do organismo
(ROMERO, 2004). Exemplos desses efeitos sdo: fadiga no tecido muscular cardiaco e
esquelético, hipertensdo causada pelas mudangas cardiovasculares, diminuicao da atividade
do sistema imune, diminuicdo da eficiéncia de deteccdo do cio, aumento de perdas
embriondrias ou mesmo comprometimento da maturacdo final dos foliculos e atraso ou
impedimento de ovulacao (RANGEL-NEGRfN et al, 2009;COSTA e SILVA et al, 2010;
MADLIGER e LOVE, 2012; MENDONCA-FURTADO, 2012). Dessa forma, estressores
cronicos podem afetar, além do bem-estar animal, a reproducdo, a adaptacdo e a viabilidade
populacional (RANGEL-NEGRIN et al, 2009).

Grande parte dos estudos de hormonios de estresse aplicados a conservacado ¢ baseada
no pressuposto de que o aumento dos niveis de glicocorticoides € sempre um indicativo de
ambientes estressantes (MADLIGER e LOVE, 2012). Contudo, algumas evidéncias sugerem
que a correlacdo dos glicocorticoides com o ambiente € muito mais complexa, sendo que os
niveis desses hormonios podem variar de acordo com género, idade, fase do ciclo de vida,
periodo do dia, qualidade do meio ambiente, estagdes do ano, temperatura, dieta e entre
individuos (KOOLHASS, 1999, 2010; ROMERO, 2004; TOUMA et al, 2005; MADLIGER e
LOVE, 2012; STETZ et al, 2013).

Nesse contexto, o ambiente de cativeiro pode agir como estressor cronico para alguns
individuos, pois apresenta muitos fatores que podem levar ao aumento do estresse: nutri¢ao
inadequada, fatores ambientais ndo adequados (temperatura, umidade, luminosidade, entre
outros), espago reduzido, falta de estrutura do recinto, presenga continua de seres humanos, e
mudangas nos padrdes de agrupamento (ESTEP ¢ DEWSBURY, 1996; RANGEL-NEGRIN
et al, 2009). Dessa maneira, o cativeiro pode resultar em inimeras alteracoes
comportamentais para diversas espécies (HEDIGER, 1970; POMERANTZ et al, 2013),
principalmente para animais que apresentam alta inteligéncia e grande complexidade social,
como os primatas (YERKES, 1925; MASSEM et al, 2010, POMERANTZ et al, 2013). O
cativeiro pode, assim, aumentar a frequéncia de comportamentos estereotipados, vigilancia,
tempo despendido dentro do abrigo, agressdo, medo e comportamentos de “freezing”’; além
disso, pode diminuir a frequéncia de comportamentos espécie-especificos, comportamentos
ligados a reprodu¢do e comportamentos de exploragdo, reduzindo entdo a complexidade dos

comportamentos (MORGAN e TROMBORG, 2007). Sendo assim, o estudo do
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comportamento se torna uma ferramenta complementar a andlise de MFGs para avaliar
questdes em relagdo ao estresse em cativeiro.

O mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) €, atualmente, uma das espécies de
primatas ameacadas de extingdo no Brasil, segundo a lista da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza/[UCN. Em consequéncia da baixissima probabilidade de
sobrevivéncia da espécie nos proximos cem anos, foi determinado um Plano de Manejo de
metapopulacdo no qual os animais devem ser movimentados entre as populacdes, incluindo as
populacdes de cativeiro (MARTINS, 2003). Entretanto, as populagdes desses micos em
cativeiro apresentam problemas sérios relacionados a reproducgdo, como: baixo nimero de
casais reprodutores, idade avangada desses casais, altas taxas de mortalidade dos filhotes,
consanguinidade, baixa diversidade genética e baixo potencial adaptativo (BURBANO,
2015). Nesse sentido, a redu¢ao de comportamentos reprodutivos, comportamentos espécie-
especificos, entre outros podem ser interpretados como indicadores de estresse e
consequentemente podem caracterizar o bem-estar comprometido de populacdes cativas
(MORGAN e TROMBORG, 2007). Assim, uma importante ferramenta na conservagao de
espécies ameagadas de extincdo ¢ o aumento do bem-estar animal ja que este € um pré-
requisito para a manutencdo de populacdes vidveis e para a preservagdo e protecao de
diversidade genética (KLEIMAN et al, 1986; BERCOVITCH e ZIEGLER, 1989).

Desse modo, a avaliagdio de MFGs e analise comportamental se apresentam como
ferramentas complementares de grande importancia na avaliagdo do estresse em micos-ledes
pretos, sendo utilizadas com o propdsito de auxiliar na compreensao da fisiologia € manejo
desses animais.

Sendo assim, os objetivos desse trabalho sdo: 1) determinar os efeitos do tamanho de
recinto, da composic¢ao social, do periodo do dia e da estagao do ano sobre o comportamento e
sobre os niveis de MGFs; e 2) determinar a relacdo entre a frequéncia dos comportamentos e
os niveis de MFGs.Com relagdo ao objetivo (1), espera-se que animais em recintos menores €
em isolamento apresentem maiores frequéncias de comportamentos potencialmente
indicativos de estresse e maiores niveis de MFGs. Também espera-se que os individuos em
recinto em familia apresentem uma maior frequéncia de comportamentos espécie-especificos,
uma menor frequéncia de BPIS e niveis mais baixos de MFGs. Esperamos também que no
periodo da manhd, em conseqiiéncia do horario de alimentacdo, e no inverno, em
consequéncia de menores temperaturas, os niveis de MFGs sejam mais altos, bem como a

frequéncia de BPIS seja maior em comparagdo com o periodo da tarde e o verdo. Com relagao
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aos objetivos 2, esperamos que algumas categorias comportamentais que indiquem estresse

em ambientes de cativeiro se correlacionem positivamente com os niveis de MFGs.

2. MATERIAIS E METODO
2.1. Local e sujeitos do estudo

O experimento foi realizado no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ),
situado no municipio de Guapimirim, Rio de Janeiro. O CPRJ ¢ localizado dentro do nucleo
Paraiso do Parque Estadual dos Trés Picos, uma area de prote¢do ambiental. Somente pessoas
autorizadas tém acesso ao local, sendo assim os individuos ndo sdo expostos ao publico.

No total, foram utilizados oito individuos para os experimentos, todos machos. Os
sujeitos foram mantidos em quatro tratamentos que diferiam em relagdo a formagao social e
ao tamanho do recinto: 1) familia (um casal com um casal de filhotes em idade adulta) em
recinto grande; 2) dupla de machos em recinto grande; 3) casal em recinto grande; e 4)
solitario (trés machos) em gaiolas pequenas (Tabela 1). Os diferentes tratamentos vao ser
considerados como condi¢cdes de cativeiro diferentes, j& que ndo era possivel separar as
variaveis composi¢cdo social e tamanho do recinto, sendo que suas caracteristicas fisicas e
ambientais estao descritas no anexo 1. Apesar de dois tratamentos apresentarem fémeas em
sua composicao, elas nao foram incluidas nas analises porque eram poucas (N=3) para testar o

efeito do sexo e podiam enviesar nossos dados caso elas fossem incluidas nas analises.

Tabela 1 — Lista dos individuos de mico-ledo-preto usados na coleta de dados

Individuos  Tratamento Idade Tamapho do Tamanho do grupo Dens@ade
recinto populacional
M1 5 anos e
Familia 30x6.0x2.5m 4 individuos 11.2 1nd1v§duos
M2 19 anos por m
M5 Casal 9anos  3.0x6.0x2.5m 2 individuos 225 lndIViduos
por m
M3 15 anos e
Dois machos 30x6.0x2.5m 7 individuos 22.5 1nd1v§duos
M4 5 anos por m
M6 9 anos -
M7 Solitario 8 anos 0.45x045x Isolamento 0.09 individuos
0.45m por m’®
M3 9 anos

Os individuos eram alimentados duas vezes ao dia (as 8h e as 11h da manh3). Na
primeira refeicdo era oferecido pdo com vitaminas dissolvidas em leite, ou ragdo, e na
segunda refeicdo eram oferecidas frutas da época (banana, maga, uva, pepino, laranja, abacaxi

e melancia). A agua era oferecida durante o tempo que o alimento estava disponivel, e era
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retirada no periodo da tarde com os potes de comida. Nas gaiolas individuais, os animais
muitas vezes viravam o pote de agua e ficavam sem agua até o proximo trato ser oferecido.
Para a identificacdao das fezes dos animais que se encontravam no mesmo recinto, foi
oferecida uma guloseima com corante alimenticio. Os corantes foram adicionados a
guloseimas (uva passa, larvas de tenébrios, doce de banana sem agucar, bala de goma ou
banana amassada com Neston - 3 cereais (Nestl¢), farinha de aveia e farinha lactea) que foram

oferecidas separadamente para cada individuo 30 minutos antes das refei¢des.

2.2. Coleta de dados

A coleta foi realizada por 15 dias durante o verdao (25 de janeiro a 19 de fevereiro de
2016) e 15 dias durante o inverno (30 de maio a 17 de junho de 2016), totalizando 30 dias.
Devido a questdes de manejo, os dados do M5 s6 foram coletados durante 25 dias. Nas
semanas anteriores a cada fase do experimento, uma no verao e outra no inverno, foi realizada
a habituacdo dos individuos a presenca da pesquisadora (3 semanas no verdo [incluiu também
testes com corantes e elaboracdo do etograma] e 1 semana no inverno), a qual consistiu na
observacao e entrada no recinto duas vezes ao dia.

Com o inicio da coleta de dados, cada individuo foi observado duas vezes por dia (uma
pela manha e uma pela tarde) pelo método animal focal durante 10 minutos com registros a
cada 10 segundos. Foram também coletadas as fezes desses animais duas vezes por dia (11h e
16h). Todas as fezes encontradas foram coletadas com o auxilio de um palito de café limpo, e
foram entdo acondicionadas em eppendorfs e identificadas em relagdo a data, horario, sujeito.
Dados de luminosidade, temperatura ¢ umidade foram coletados para serem inseridos como
covaridveis nos modelos estatisticos a fim de levar em conta o efeito dessas varidveis no
comportamento ¢ nos niveis de MFGs. Para a coleta desses dados foram utilizados um
datalogger Extech instrumental RHT10 Graph para medir a temperatura e a umidade, e um

datalogger Testo 540 para medir a luminosidade.

2.3. Extracio e dosagem

As fezes obtidas ao longo dos experimentos foram conservadas em um freezer a -20°C
no proprio CPRJ. As amostras foram transportadas em isopor com gelo até o Laboratorio de
Endocrinologia Comportamental do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo.
Para a extracdo, as amostras foram retiradas do freezer e deixadas em temperatura ambiente
até descongelarem. Devido a incerteza do horario em que cada uma dessas fezes foi feita,

todas as amostras de um mesmo individuo, em um mesmo dia, € no mesmo periodo foram
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agrupadas. Esse conjunto de fezes foi entdo homogeneizado com o auxilio de uma espatula de
metal. Uma aliquota de 0,2g da amostra homogeneizada e imida foi pesada em balanca
analitica, e acondicionada em um novo tubo devidamente identificado. Entdo, os metabdlitos
fecais de glicocorticoides foram extraidos acrescentando-se 2ml de metanol 80% a amostra
(detalhes em Palme et al. [2013]). Esse extrato foi seco em banho-maria acoplado a um fluxo
de ar, para transporte ao laboratorio do Prof. Rupert Palme, na Universidade de Medicina
Veterinaria, em Viena, na Austria. L4 esses extratos foram re-suspendidos e dosados seguindo

o protocolo de Palme e Mostl (1997).

2.4. Analise dos dados

Primeiramente foram calculadas a frequéncia relativa de cada comportamento por
individuo por dia e por periodo. As frequéncias dos comportamentos presentes em cada
categoria comportamental (etograma — anexo 2) foram somadas a fim de chegar a um valor
para cada categoria comportamental. Essas frequéncias de cada categoria comportamental por
individuo foram calculadas pela divisao de todos os pontos de cada categoria (soma de pontos
de todos os comportamentos dentro de cada categoria como observado no etograma) pelo total
de ocorréncias registradas durante toda a observagao.

Para testar o efeito do recinto, foi realizada uma Analise Multivariada de Covariancia
(MANCOVA), com todas as categorias comportamentais e niveis de MFGs como variaveis
dependentes, tratamento (familia, casal, dupla de machos e gaiolas individuais), o periodo do
dia e a estacdo do ano como varidveis independentes, ¢ a temperatura ¢ luminosidade como
covariaveis. Também foi rodado um teste post-hoc por contraste simples para saber entre
quais tratamentos quais as categorias comportamentais eram diferentes entre si.

Para determinar se existe correlagdo entre os comportamentos e os indices hormonais,
usamos correlacdes simples de Pearson. Os indices hormonais calculados foram: os niveis
basais, o pico, a média, a reatividade média e a reatividade maxima de MFGs. Os niveis
basais foram medidos através do cédlculo da mediana dos valores de cada individuo apds a
retirada iterativa de outliers e outliers selvagens. O pico foi o maior outlier encontrado para
cada individuo. A média foi calculada com todos os valores, inclulindo os outliers e outliers
selvagens. A reatividade média foi calculada através da subtracdo da média dos outliers e
outliers selvagens pelos valores basais. E a reatividade maxima foi calculada pela subtracao
do pico pelos valores basais. Todas as analises foram realizadas pelo software IBM SPSS

Statistics 20.
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3. RESULTADOS
3.1. Efeito da condicdo de cativeiro, do periodo do dia e estacio do ano sobre o
comportamento e MFGs

O resultado da Analise Multivariada de Covariancia foi significativo (F=3.68,
p<0.001, DF= 153 e n=486), sendo que o tratamento (p<0.0001), o periodo do dia (p<0.0001)
e a estagdo do ano (p<0.05) tiveram um efeito significativo no orcamento de atividades dessa
populagdo. As covariaveis temperatura (p<0.0001) e luminosidade (p<0.0001) também
tiveram um efeito significativo no orcamento de atividades dessa populacdo de mico-ledo-

preto.

Condicao de cativeiro

Os niveis médios de MFGs (MANCOVA) foram significativamente maiores somente
na dupla de machos em comparagcdo com o tratamento familia (p<0.0005), casal (p<0.05) e
gaiolas individuais (p<0.0005) (Fig 1). Além disso, os valores basais e reatividade média
foram maiores na dupla de machos do que nos outros tratamentos enquanto que pico €

reatividade maxima foram maiores nas gaiolas individuais (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores dos indices hormonais (basal, pico, reatividade média e reatividade maxima) para os
diferentes tratamentos.

Basal Pico Reatividade média Reatividade maxima
Familia 61 +47 1034 376 973
Dupla de machos 139 +177 1869 1039 1729
Casal 107 £148 609 502 502
Gaiolas individuais 43 +44 3311 675 3268

De 16 categorias comportamentais, dez foram significativamente diferentes entre o
tratamento familia ¢ o recinto com dois machos. Assim, a dupla de machos apresentou
maiores frequéncias de alimentacdo (p<0.0005), deslocamento (p<0.05), exploragao de
ambiente (p<0.05), vocalizagdo (p<0.05), e comportamento anormal (p<0.0005) enquanto
apresentaram valores menores de vigilancia (p<0.05), comportamento social positivo
(p<0.05), comportamento auto-direcionado (p<0.05), investigacdo de outro individuo

(p<0.05), e cogar (p<0.05) do que o tratamento familia.
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Figura 1 — Valores de metabdlitos fecais de glicocorticoides em nanogramas de metabolitos fecais de
glicocorticoides por gramas de fezes frescas. Os valores que foram significativamente diferentes apresentam

letras diferentes.

Entre o tratamento familia e o tratamento casal, sete das 16 categorias individuais
foram significativamente diferentes. O tratamento familia apresentou maiores valores em
inatividade  (p<0.005), vigilancia (p<0.005), comportamento territorial (p<0.05),
comportamento auto-direcionado (p<0.05), exploracdo de ambiente (p<0.05) e cocgar
(p<0.05), e menor frequéncia em tempo dentro do abrigo (p<0.0005) do que o tratamento
casal (Fig 2).

Oito de 16 categorias diferiram entre o tratamento familia e gaiolas individuais. O
tratamento familia apresentou maiores valores em inatividade (p<0.0005), deslocamento
(p<0.0005), comportamento agonistico (p<0.05), comportamento territorial (p<0.05),
exploracdo de ambiente) (p<0.005) e menores frequéncias em tempo despendido dentro do

abrigo (p<0.0005), cogar (p<0.0005) e estereotipias (p<0.0005) do que as gaiolas individuais
(Fig 2).
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Sete categorias foram significativamente diferentes entre a dupla de machos e o casal .
O tratamento dupla de machos apresentou maiores frequéncias em inatividade (p<0.05),
vigilancia (p<0.05), alimentagdo (p<0.005), deslocamento (p<0.0005), comportamento
territorial (p<0.05), e exploragdo de ambiente (p<0.0005) e menor frequéncia em tempo
dentro do abrigo (p<0.0005) do que o tratamento casal (Fig 2).

Entre a dupla de machos e as gaiolas individuais, 12 comportamentos foram
significativamente diferentes. A dupla de machos apresentou maiores frequéncias de
inatividade (p<0.0005), alimentagdo (p<0.0005), deslocamento (p<0.0005), comportamento
agonistico (p<0.05), comportamento territorial (p<0.0005), exploracdo de ambiente
(p<0.0005) e comportamentos anormais (p<0.0005) e menores frequéncias em vigilancia
(p<0.05), comportamento auto-direcionado (p<0.0005), tempo dentro do abrigo (p<0.0005),
cocar (p<0.0005) e estereotipias (p<0.0005) (Fig 2).

E de 16 comportamentos, seis foram significativamente diferentes entre o tratamento
casal e o tratamento das gaiolas individuais. As gaiolas individuais apresentaram maiores
frequéncias em vigilancia (p<0.0005), comportamento auto-direcionado (p<0.005), cogar
(p<0.0005) e estereotipias (p<0.005) e menores frequéncias em deslocamento (p<0.05) e

tempo dentro do abrigo (p<0.05) (Fig 2).
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Figura 2 — Médias e desvio padrdo das frequéncias de cada categoria comportamental dos tratamentos
familia, dupla de machos, casal e gaiolas individuais para todas as categorias comportamentais
(Inatividade, vigilancia, alimentacdo, deslocamento, comportamento social positivo, comportamento
agonistico, comportamento de manutengdo, comportamento territorial, comportamento auto-
direcionado, exploracdo de ambiente, investigacdo de outro individuo, tempo dentro do abrigo, cogar,
vocalizar, comportamento anormal e estereotipias.
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Periodo do dia e esta¢des do ano

Os niveis médios de MFGs (MANCOVA) ndo diferiram nem entre os diferentes
periodos do dia e nem entre as estagdes do ano. Entretanto, os valores basais, picos,
reatividade média e reatividade maxima foram maiores durante o periodo do verdo (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores dos indices hormonais (basal, pico, reatividade média e reatividade maxima) para diferentes
periodos do dia e esta¢des do ano.

Basal Pico Reatividade média Reatividade maxima
Manha 29 £33 3311 530 3282
Tarde 79 £72 2310 633 2231
Verao 57 £67 3311 725 3254
Inverno 54 £65 1787 575 1733

Sete categorias comportamentais diferiram significativamente entre os periodos do dia.
De manha houve maiores frequéncias em vigilancia (p<0.05), deslocamento (p<0.0005),
exploracao de ambiente (p<0.0005), vocalizar (p<0.0005), e comportamento estereotipados
(p<0.005), e menores frequéncias em inatividade (p<0.05) e em comportamentos anormais
(p<0.0005) (Fig. 6A). Ja entre as diferentes estacdes do ano, quatro categorias apresentaram
diferencas significativas. No inverno houve maiores frequéncias de comportamento de
manutencdo (p<0.005), comportamento territorial (p<0.05) e exploracdo de ambiente

(p<0.05), e menor frequéncia de comportamentos estereotipados (p<0.005) (Fig. 6B).
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Figura 3 — Médias das frequéncias de categorias comportamentais que foram significativamente diferentes entre
A) Periodos do dia, ¢ B) Estagdes do ano (verdo e inverno).

3.2. Correlacio entre comportamento e MFGs

Como resultado das correlagdes temos que: 1) A categoria inatividade esta
correlacionada positivamente com médias de MFGs; 2) Comportamentos investigativos
direcionados a outros individuos estdo correlacionados negativamente com picos e reatividade
maxima de MFGs; e 3) Comportamento anormal estd correlacionado positivamente com
niveis basais de MFGs (Tabela 4).

Além disso, algumas tendéncias foram observadas nos resultados da correlagdo: 1)
Comportamentos sociais positivos sdo negativamente correlacionados com picos, e
reatividade maxima; 2) Comportamento agonistico se relaciona positivamente com as médias
de MFGs; 3)Comportamento auto-direcionado se relaciona positivamente com as médias de
MFGs; 4) Tempo despendido dentro do abrigo se relaciona negativamente com as médias de

MEFGs; e 5) Estereotipias se relaciona negativamente com as médias de MFGs (Tabela 3).
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Tabela 4 — Valores de R para as correlagdes entre os indices hormonais e as categorias comportamentais. As
diferengas significativas (p<0.05) estdo demonstradas com asteriscos (**), e as tendéncias (p<0.1) estdo
demonstradas com um asterisco (*).

Basal Pico Média Reatividade Reatividade

média maxima
Inatividade 452 -.516 .968%* .165 -.531
Vigilancia -.698 441 .308 -.117 471
Alimentag¢io 423 377 .406 .846 344
Deslocamento 705 -.831 763 .034 -.853
Comp.Social 097 -925% 735 -.606 -910*
positivo
Comp. Agonistico 534 -.736 .926* .016 =751
Comp. Territorial .635 -.516 .893 .308 -.541
Comp. Auto- -178 _470 912+ -367 -449
direcionado
NG A 222 -.986% 610 -.586 -977%x
outro individuo
Exploracio de 519 -204 844 491 -229
ambiente
Tempo dentro do -227 174 -911* 277 184
abrigo
Cocar -.741 874 -.633 .011 .898
Vocalizar .786 -.443 765 479 -478
Comp. Anormal 975%* -.315 .390 .670 -.364
Estereotipias -476 739 -.945%* .034 750

4. DISCUSSAO
4.1. Condicao de cativeiro

Os individuos do tratamento “gaiolas individuais™ apresentam menos comportamentos
“tipicos” da espécie, talvez pela falta de possibilidade de movimentagdo e interacao social, o
que parece resultar em muitas estereotipias, muito tempo dentro do abrigo e se cocando.
Tanto estereotipias quanto tempo dentro do abrigo foram negativamente correlacionados com
os niveis médios de MFGs.Os individuos do tratamento “dupla de machos” demonstraram
uma concentracdo média de MFGs significativamente maior do que os outros tratamentos.
Além disso, foram os individuos com maiores niveis de comportamentos anormais, o que foi
positivamente correlacionado com o aumento de MFGs. Os individuos do tratamento “casal”
sdo os que passam mais tempo dentro do abrigo em relagdo a todos os outros tratamentos. Ja o
tratamento “familia” apresenta os menores niveis de comportamentos anormais e estereotipias
e frequéncias comportamentais mais semelhantes as frequéncias encontradas para espécie na

natureza.
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Em ambientes de cativeiro, tempo despendido dentro do abrigo, cogar e
comportamentos estereotipados, todos encontrados em frequéncias altas nos sujeitos que se
encontravam em gaiolas individuais, podem indicar estresse cronico (CARLSTEAD et al.,
1993;MAESTRIPI, 1993; KITCHEN E MARTIN, 1996;0LSSON e¢ WESTLUND, 2007;
MORGAN e TROMBORG, 2007; PRICE e STOINSKI, 2007). Entretanto, dois desses
comportamentos (estereotipias e tempo dentro do abrigo) foram correlacionados
negativamente com MFGs. Mason e¢ Latham (2004) levantam suposi¢cdes de que os
comportamentos estereotipados possam ter efeitos calmantes em individuos submetidos a
ambientes de cativeiro, o que teria como conseqiiéncia uma diminui¢do nos niveis hormonais.
Nesse estudo, como a maior parte das estereotipias € desempenhada por individuos em gaiolas
individuais, existem duas possibilidades. Os baixos niveis de cortisol basal em gaiolas
individuais podem significar que as estereotipias t€ém um efeito calmante, ajudando os
individuos a lidarem com uma situagdo desfavoravel. Nesse mesmo sentido, 0 maior tempo
despendido dentro do abrigo também poderia indicar que esses individuos lidam de forma
apropriada com o estresse. Entretanto, o fato dos menores niveis basais de MFGs terem sido
encontrados em gaiolas individuais pode nos dar outra perspectiva sobre o assunto. Em niveis
basais, esses hormonios promovem o equilibrio energético, pois influenciam processos como
forrageamento e mobilizacao de glicose e lipidios, o que permite que os individuos atendam
suas necessidades energéticas didrias (MADLIGER e LOVE, 2012). Individuos em gaiolas
individuais apresentam os menores valores basais (43 +44 ng/gde fezes frescas) comparados
com o tratamento familia, dupla de machos e casal (61+47, 107177 e 139+148 ng/g de fezes
frescas respectivamente), e maiores picos (3311 ng/gde fezes frescas) quando comparados
com os outros 3 tratamentos (1034, 1869 e 609 ng/g de fezes frescas respectivamente). Essa
resposta hormonal, pode entdo demonstrar que por estarem em recintos menores, 0S
individuos nas gaiolas individuais ndo tém a oportunidade de desempenhar uma gama de
comportamentos “tipicos” da espécie (deslocamento, exploracdo ¢ comportamentos sociais)
que gerariam uma demanda energética que requereriam maiores valores basais de GCs. J4 os
picos altos sugerem que a resposta a estressores ¢ intensa. Baixos niveis basais também
podem ser associados com tédio gerado pelo ambiente empobrecidos.O tédio ¢ caracteristico
de individuos que parecem ter expectativas menores em relacdo aos estimulos em seu entorno,
diminuindo o desempenho motor, a motivagdo e os comportamentos de consumo (BOERE,
2001). Além disso, o tédio pode ajudar a desenvolver padrdes de estratégias comportamentais
alternativas na esperanga de aumentar a estimulagdo ambiental, como coprofagia, posturas

anormais, baixa socializagdo, auto-mutilagdo, comportamentos estereotipados e expressao de

25



alguns comportamentos normais fora de contexto (BOERE, 2001). Dessa forma, os baixos
valores basais das gaiolas individuais podem demonstrar bem-estar animal comprometido,
devido a falta de liberdade de movimento ou ao tédio. Além disso, podemos notar que os
individuos podem expressar o estresse com muitos comportamentos estereotipados, muito
tempo se cocando e dentro do abrigo, entretanto, essas parecem ser as formas que
encontraram para lidar com o estresse nessa situagdo desfavoravel. Essa tendéncia onde as
estereotipias parecem diminuir os niveis hormonais e possivelmente acalmar os animais
também fo1 observada em Mendonca-Furtado (2006).

Para individuos sociais como os primatas, o isolamento social pode induzir o estresse e
afetar profundamente o comportamento, cogni¢do e desenvolvimento de habilidades sociais
dos individuos (MASON, 1991; OLSSON e WESTLUND, 2007, CRONEY ¢ NEWBERRY,
2007). Morgan e Tromborg (2007) e Price e Stoinski (2007), em duas revisdes sobre fontes de
estresse fisico e sociais em ambientes de cativeiro, apontam o isolamento social como um
fator que gera altos indices de comportamentos indicadores de estresse, comportamentos
reprodutivos e sociais ineficientes e estresse cronico. Um teste de preferéncia com macacos-
prego mostrou que entre o acesso ao contato social e o alimento, o contato social foi
escolhido, at¢ mesmo depois de muitas horas em privacdo de alimento (DETTMER e
FRAGASZY, 2000). Além disso, o contato tatil em primatas ndo humanos com um co-
especifico contribui substancialmente para a saide dos individuos (CROCKETT et al., 1997
apud OLSSON e WESTLUND, 2007). Nosso desenho amostral ndo permitiu separar o efeito
do isolamento social e do tamanho do recinto em micos-ledes-pretos. No entanto, o aumento
significativo de estereotipias observado na transferéncia da fémea de um recinto grande em
familia para um recinto grande em isolamento social (anexo 5) indica que uma simples
mudanca de contexto social pode comprometer o bem-estar dos individuos desta espécie.
Gottlieb (2013) demonstrou que macacos rhesus (Macaca mulatta) acondicionados sozinhos
apresentavam mais estereotipias locomotoras do que individuos em dupla. Dessa forma, o
isolamento social ¢ um dos fatores que pode contribuir para o comprometimento do bem-estar
nos individuos das gaiolas individuais nessa populacdo de micos, além do efeito do tamanho
do recinto. E mesmo que os individuos consigam lidar com esse estresse, o isolamento ainda ¢
um problema preocupante nesses recintos, pois impossibilita a expressdo de comportamentos
sociais tipicos da espécie e favorece padrdes de comportamento que indicam estresse cronico.

Os recintos devem dar aos animais oportunidades de satisfazer necessidades fisicas,
psicolégicas e sociais (BUCHANAN-SMITH et al, 2004; PRESCOTT E BUCHANAN-

SMITH, 2004). As dimensdes verticais e horizontais dos recintos devem permitir que os
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individuos desempenhem atividades de locomog¢do normais das espécies, para nao
desenvolverem atrofia muscular nem diminuirem a mobilidade (BUCHANAN-SMITH et al,
2004). A restricdo de movimento devido a limitagdes de espaco pode ser um dos principais
contribuintes para o estresse em cativeiro (MORGAN ¢ TROMBORG, 2007). Sdo varios os
fatores que devem ser levados em consideracdo ao determinar tamanhos de recinto para cada
espécie em particular, entre eles: tamanho corporal, peso, tamanho de areas de vida,
arborealidade, uso do espago do recinto e comprimento do percurso diario - além ¢é claro da
complexidade social apresentada por primatas (BUCHANAN-SMITH et al, 2004;
PRESCOTT E BUCHANAN-SMITH, 2004). Espécies do género Leontopithecus apresentam
0 maior tamanho e peso corporais (atinge 26,1cm de comprimento do corpo e 37 cm de cauda
e 410 a 700g) entre os calitriquideos (THOMPSONet al, 1994; KIERULFF et al. 2002;
OLIVEIRA, 2016). Micos-ledes dependem de micro-habitats para encontrar alimento de
origem animal, assim, necessitam de grandes areas de vida e distancia diaria percorrida,
podendo chegar a 277ha e 3km em L. chrysopygus, as maiores entre calitriquideos
(KIERULFF ef al. 2002). Além disso, apesar de todos os calitriquideos serem arboricolas, ha
uma diferenca entre preferéncia de uso do espago em cativeiro (alguns individuos preferem as
partes de baixo do recinto enquanto outros preferem ficar mais no alto), o que pode diminuir o
espaco utilizado pelos individuos (KIERULFF et al. 2002; PRESCOTT E BUCHANAN-
SMITH, 2004). Dessa forma, quanto menor o recinto, como no caso das gaiolas individuais,
menores sdo as oportunidades de deslocamento e exploracao de ambiente, comportamentos
importantes na natureza, o que também pode favorecer maiores frequéncias de
comportamento auto-direcionado, de tempo despendido dentro do abrigo, o comportamento
de cocar e comportamentos estereotipados e também os menores valores de MFGs, caso isso
tenha relagdo com restricdo de movimentagao.

O tratamento “dupla de machos” apresentou frequéncias de comportamentos anormais
(caracterizados basicamente pela estimulagdo do anus para a produgdo de fezes e sua posterior
ingestdo) e concentracdo média de MFGs significativamente maiores que o0s outros
tratamentos. Na natureza, calitriquideos podem apresentar um sistema de acasalamento
monogamico ou polidndrico cooperativo, onde todos os individuos do grupo social (2 a 8
individuos entre machos e fémeas) ajudam a cuidar da prole (BAKER et al, 2002; BALES et
al, 2006). Esses grupos sociais podem conter dois machos adultos (aparentados ou ndo entre
si), mas na maioria das vezes somente o macho alfa pode copular com a fémea reprodutora
(BAKER et al, 2002; BALES et al, 2006). Bales e colaboradores (2006), em um estudo sobre

a relacdo entre hormodnios (testosterona e cortisol) e hierarquia em L. rosalia, ndo encontraram
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diferencas nos niveis de cortisol entre machos de diferentes status hierarquicos. Apesar da
hierarquia ndo influenciar os niveis de cortisol nesse estudo em vida livre, a auséncia da
possibilidade de acasalamento poderia explicar os niveis de cortisol aumentados no
tratamento dupla de machos. Além disso, o ambiente de cativeiro ndo da opc¢des aos machos
para sair daquela situagdo, assim, machos ndo teriam a oportunidade de migrar caso a tensao
social fosse muito grande. Esses individuos também apresentam os maiores niveis de
comportamentos ativos (deslocamento, exploragdo, vocalizagdo entre outros), sendo assim,
como o cortisol ¢ um hormonio que em niveis basais promovem o equilibrio energético,
(MADLIGER e LOVE, 2012), os niveis aumentados desses hormonios podem também estar
ligados a necessidade energética desses individuos.

Krief e colaboradores (2004) discutem que a coprofagia em primatas em cativeiro
pode ser explicada por: a) deficiéncia alimentar, b) tédio, c) estresse social e d) problemas
médicos. Primatas neotropicais necessitam de altas taxas de proteina por dia, cerca de 3.35 ge
de 4.76 g de proteina para micos-ledes-dourados e micos-ledes da cara dourada (Yaxley, 2007
apud BAIRRAO RUIVO, 2010). Foi relatado um aumento da ingestdo de fezes em resposta a
deficiéncia de proteinas, em saguis comuns(FLURER eZUCKER, 1988). Em um trabalho
com macacos pregos, a coprofagia pareceu estar ligada a deficiéncias alimentares, € ndo com
estresse social, pois foi mais frequente no periodo da tarde, sendo que a alimentagdo dos
individuos ¢ fornecida somente uma vez no periodo da manhda (PRATES e BICCA-
MARQUES, 2005). Nesse estudo, o comportamento anormal, no qual estd incluido o
comportamento de coprofagia (e estimulagao anal para a producdao de fezes e posterior
ingestdo), também ocorre em maior frequéncia no periodo da tarde, periodo em que nao era
fornecido mais alimento, podendo assim ser classificado como deficiéncia nutricional. Além
disso, baseada na composicdo de sua dieta, ragdo (que eles quase nao ingeriam), pao e frutas
da época, ha uma grande possibilidade da falta de proteina ter causado o aumento da
estimulag¢do anal/coprofagia. Entretanto, como o tratamento que mais apresentou esse padrao
de comportamento foi a“dupla de machos”, e ja que esse padrao de agrupamento ndo ¢ natural
da espécie, a coprofagia também pode representar um estresse social. Dessa forma, diferente
do que ocorre para estereotipias e tempo dentro do abrigo que se correlacionam
negativamente com niveis médios de MFGs, os comportamentos anormais, ao se
correlacionarem positivamente com niveis médios de MFGs, parecem ser somente uma
expressdao desse estresse, € ndo uma forma de aliviar as tensdes, e diminuir os valores de

MFGs.
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O tratamento “familia” apresenta os menores niveis de comportamentos anormais e
estereotipias e mais comportamentos “naturais” da espécie. Tanto para fins na conservagao
quanto para o bem-estar desses animais, ¢ importante que calitriquideos em cativeiro sejam
capazes de desempenhar comportamentos “naturais” da espécie (BAIRRAO RUIVO, 2010).
Na natureza, o or¢amento de atividades dos micos-ledes ¢ dividido essencialmente entre
alimentagdo, deslocamento, forrageamento ¢ inatividade. Individuos em ambiente selvagem
passam de 10 a 33% do seu orgamento de atividades se deslocando, o que se assemelha mais
com o tratamento familia (9%) e em dupla (10.4%) e casal (9,4%) do que com individuos em
gaiolas individuais (3.6%). Para comportamentos de alimentagdo e forrageamento, na
natureza, os individuos despendem de 6 a 29%, e 2 a 15% (KIERULFF et al. 2002) (se
somados, 8 a 44%) respectivamente, enquanto que em cativeiro foram obtidas medias de
17%, 9%,5%.,e 5% na alimentagdo (o que inclui tanto comportamentos de ingerir alimentos
quanto forrageamento no etograma) para dupla de machos, familia, casal e gaiolas individuais
respectivamente. Como a maioria dos primatas, os micos-ledes sdo espécies sociais, que
apresentam em seu or¢gamento de tempo comportamentos sociais (social positivo, investigacao
de individuos) em ambientes naturais com o intuito de formar e manter a coesdo do grupo
(KIERULFF et al. 2002). Dessa forma, com uma frequéncia e gama de comportamentos
parecidas com as encontradas em ambientes selvagens, o tratamento familia parece ser o com
melhor bem-estar entre todos os tratamentos.

Por mais que os individuos do tratamento casal ndo apresentem muitas diferengas
significativas com o tratamento familia, sao os individuos que passam maior tempo dentro do
abrigo, o que pode indicar estresse cronico (MORGAN e TROMBORG, 2007). Entretanto,
esse tempo dentro do abrigo foi correlacionado negativamente com os hormdnios
glicocorticoides, o que pode sugerir que tenha um efeito calmante e seja uma forma de lidar
com o estresse nesses ambientes (como ja foi citado acima). Além disso, o tratamento familia
e o tratamento casal apresentam maiores frequéncias de comportamento social entre os
recintos, o que foi correlacionado negativamente com picos e reatividade maxima de MFGs,
ou seja, parece estar ligado a reducdo do estresse. Como ja apresentado, o contato social ¢é
muito importante para primatas (DETTMER e FRAGASZY, 2000; CROCKETT et al., 1997
apud OLSSON e WESTLUND, 2007). J4& que o contato tatil em primatas contribui
substancialmente para a saude dos individuos (CROCKETT et al., 1997 apud OLSSON e
WESTLUND, 2007), comportamentos sociais € comportamentos investigativos de outros
individuos podem reduzir o estresse em cativeiro. Ja foi demonstrado para babuinos que viver

em grupos sociais reduz os niveis de hormonios glicocorticoides, e consequentemente o
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estresse, 0 que pode aumentar entdo o bem-estar (RAY e SAPOLSKY, 1992; VIRGIN e
SAPOLSKY 1997). Dessa forma, mesmo com altos niveis de tempo dentro do abrigo, o
tratamento casal talvez seja a segunda melhor condi¢do de cativeiro em que os micos podem

ser colocados.

4.2. Periodo do dia

O periodo do dia afetou a frequéncia dos comportamentos expressados, mas nao
afetou as médias de MFGs. No periodo da manha, foram apresentadas maiores frequéncias
nas categorias de vigilancia, deslocamento, exploracdo de ambiente, vocalizar e
comportamento estereotipado, € menores frequéncias em inatividade e nos comportamentos
anormais. Embora a média das concentracdes de MFGs ndo tenha diferido entre periodos, o
valor basal de MFGs foi maior no periodo da tarde (79+72 x 29433 ng/g por fezes frescas),
mas o pico foi maior no periodo da manha (3311ng/g x 2310ng/g por fezes frescas) (Ver
anexo 1).

Dessa forma, percebe-se uma tendéncia para uma maior atividade no periodo da
manhd em relagdo ao periodo da tarde. Animais em cativeiro enfrentam um cronograma
geralmente rigido e sem muita variacdo temporal, o que impde aos individuos uma alta
previsibilidade e falta de controle sobre o ambiente, gerando frustracao e estresse cronico
(VASCONCELOS et al, 2016; BASSET ¢ BUCHANAN-SMITH, 2007). As rotinas de
alimentacao previsiveis sdo associadas com “atividades antecipatorias™, a qual € caracterizada
por um aumento da excitacdo e atividade dos animais em cativeiro antes da alimentagao
(BASSET ¢ BUCHANAN-SMITH, 2007). Esse comportamento antecipatorio ¢ observado
em varias espécies de primatas, e incluem uma gama varidvel de comportamentos
desempenhados (WASSERMAN e CRUIKSHANK, 1983; BLOOMSMITH ¢ LAMBETH,
1995;WAITT ¢ BUCHANAN-SMITH, 2001). Desse modo, niveis mais altos de atividade
durante o periodo da manha (vigilancia, deslocamento, exploragdo de ambiente, vocalizar e
nos comportamentos estereotipados) podem expressar ansiedade de “atividades
antecipatorias”, ja que a alimentagdo no CPRJ era fornecida exclusivamente na parte da
manha (8h e 11h). Os resultados encontrados para a validagdo do EIA (Anexo 3), mostram
uma janela de tempo de em média 20 horas entre a contencdo e injegdo de ACTH e o pico de
MFGs, permitem que essa hipotese possa ser confirmada, ja que o estresse de um periodo, s6
iria ser encontrado no mesmo periodo do dia seguinte. Além da auséncia de fornecimento de
alimentos no periodo da tarde, um aumento na temperatura nesse periodo também pode

explicar o aumento na frequéncia da inatividade, j4 que em periodos que a temperatura
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ambiente estd mais alta (11h as 14h) hd um aumento na inatividadede individuos selvagens
(KIERULLF et al, 2002).

Comportamentos estereotipados e vigilancia também podem indicar estresse cronico
(MORGAN e TROMBORG, 2007), sendo assim, uma maior frequéncia desses
comportamentos poderiam indicar, maior nivel de estresse no periodo da manha ao invés de

ansiedade de atividades antecipatorias.

4.3. Estacao do ano

Houve um aumento significativo de comportamentos de manutengdo, comportamento
territorial e exploragdo do ambiente, € uma diminuicdo de comportamentos estereotipados
durante o periodo do inverno. Nao houve diferenca significativa entre as médias das
concentracdoes de MFGs entre as estagdes, entretanto os picos, reatividade média e maxima
foram muito maiores no periodo do verao. De acordo com a estratégia mundial de bem-estar
animal de zooldgicos e aquarios (World Associationof Zoos and Aquariums — WAZA United
for Conservation) temperaturas extremas, que estdo no dominio ambiental do “modelo dos
cinco dominios” para compreender o bem-estar animal, podem gerar impactos negativos no
comportamento de animais em cativeiro. Ainda dentro desse dominio, para o bem-estar
favoravel, o ambiente deve prover oportunidades na escolha dos ambientes.

Espécies animais apresentam uma zona de neutralidade térmica onde o seu
metabolismo ndo ¢ alterado por mudangas na temperatura do ambiente. Valores acima e
abaixo desse nivel aceitavel fardo com que os individuos promovam mudangas fisioldgicas e
comportamentais para lidar com a mudanga (THOMPSON et al, 1994). Ja foi demonstrado
que temperaturas mais baixas podem favorecer o aparecimento de comportamentos
estereotipados em elefantes africanos (Elephas maximus) (REES, 2002), individuos com a
zona de termo-neutralidade alta devido ao ambiente em que ocorrem. Ja coelhos, apresentam
comportamentos maternos € sexuais anormais com o aumento da temperatura ambiental
(MARAI ¢ RASHWAN, 2004). Dessa forma, um aumento das estereotipias, picos e
reatividades de MFGs no periodo do verdo, onde a média de temperatura foi de 30.5°C (contra
21.7°C no inverno), pode estar relacionada com uma possivel fuga da zona de neutralidade
térmica do mico-ledo-preto. Visto que micos-ledes-pretos apresentam uma zona de ocorréncia
em regides com temperaturas mais amenas no Estado de Sao Paulo, as temperaturas mais altas
do estado do Rio de Janeiro e um ambiente com pouca oportunidade para os individuos

escolherem ambientes mais confortaveis, podem ter gerado estresse térmico promovendo uma
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maior incidéncia de comportamentos estereotipados, picos e reatividade de MFGs no periodo
do verdo.

Comportamentos de exploracdo foram maiores no periodo do inverno. Micos-ledes
apresentam um alto gasto metabdlico, necessitando de muita energia para a manutengdo do
peso corporal (KIERULLF et al, 2002). Dessa forma, como a quantidade diaria de alimento
disponibilizada ndo varia entre as estagdes no CPRJ, os individuos podem aumentar
comportamentos exploratorios para a procura de alimentos no periodo do inverno (nesse caso,
nao somente através de forrageamento, mas também com exploragdo de ambiente).

Comportamentos de manutengao foram mais frequentes durante o periodo do inverno.
O comportamento de tomar sol, presente dentro da categoria de ‘“‘comportamentos de
manutencdo”, foi observado somente na estagdo do inverno, e pode ser interpretado como um
comportamento de termo-regulacdo. Dessa forma, o aumento de comportamentos de
manutencdo no inverno provavelmente se deu para a termo-regulagao.

Também houve um aumento de comportamentos auto-direcionados no periodo do
inverno. O comportamento de auto-catacao, presente dentro da categoria auto-direcionados,
pode aumentar por uma maior incidéncia de parasitas durante o inverno. Raios
infravermelhos, sdo conhecidos por ajudarem a “matar” os parasitas. Durante o inverno a
incidéncia desses raios sdo muito inferiores que durante o verdo, o que pode levar a um

aumento de parasitas e portanto, na auto-catagao nesses individuos.

5. CONCLUSAO

Um recinto de boa qualidade (tamanho e complexidade) e uma estrutura social
adequada sdo cruciais para o bem-estar animal, pois permitem que os individuos apresentem
comportamentos que mais se assemelham aos exibidos na natureza, além de proporcionar uma
maior interacdo entre os individuos. O bem-estar animal ¢ crucial para animais em cativeiro,
ainda mais para espécies como o mico-ledo-preto que estdo ameagadas de extingdo e
necessitam de esforgos ex situ, pois pode favorecer as chances de reproducdo. Entretanto,
muitas etapas devem ser alcancadas para se atingir o sucesso reprodutivo e projetar uma
reintrodugdo desses animais na natureza, o que possibilita o desenvolvimento de diversos
estudos que entremeiam essas duas linhas de pesquisas.

Dessa forma, a escolha de tamanho e composicdo de grupo devem seguir as
necessidades de cada espécie em particular, para que o bem-estar seja priorizado e o sucesso
reprodutivo maximizado. Como ja foi apontado, micos-ledes necessitam de caracteristicas

especificas no recinto para que esse objetivo seja alcancado. Com os dados comportamentais
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e hormonais percebe-se que recintos grandes em familia e casal diminuem a probabilidade do
desenvolvimento de comportamentos anormais ou estereotipados e permitem comportamentos
mais proximos aos observados em ambientes naturais além de reduzir os niveis de MFGs.

Nessa populagdo de micos-ledes-pretos parece existir individuos que estdo em
momentos distintos dessa adaptacdo ao ambiente potencialmente estressante: os que
expressam comportamentos que indicam estresse, ou seja, individuos lidam com o ambiente
de cativeiro de forma adaptativa; e individuos que expressam comportamentos para lidar com
0 estresse, ou seja, animais que ainda ndo estdo adaptados ao cativeiro, e talvez nunca se
adaptem a esse ambiente.

O comportamento dos mico-ledes-pretos em cativeiro varia ao longo do dia e também
ao longo das estacdes do ano, mas os niveis de MFGs ndo. Assim, esses individuos parecem
estar mantendo a alostase, mas de acordo com os dados comportamentais ¢ dados da
literatura, eles estdo tendo um grande desgaste fisiologico/comportamental para que isso
aconteca. Além disso, de acordo com essas variagdes, alguns ajustes estruturais nos recintos
devem ser feitos para proporcionar o bem-estar desses individuos, € diminuir o estresse de
atividades antecipatodrias e o estresse térmico.

Nesse trabalho avaliamos os comportamentos e MFGs através de uma variagao entre
tratamentos, periodo do dia e diferentes estacdes. Entretanto, ndo foram levadas em conta
variagdes inter-individuais nas analises, sendo que essas podem ser importantes em estudos
que avaliam comportamento e perfis hormonais. A variacdo individual tem, cada vez mais,
ganhado aten¢do em estudos de comportamento. Portanto, essa variacdo deve ser estudada

mais detalhadamente nos estudos de comportamento animal.
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Capitulo I1

Estilos de enfrentamento ao estresse em uma

populacio de micos-ledGes-pretos em cativeiro



1. INTRODUCAO

Diferencas individuais entre organismos da mesma espécie sdo extremamente comuns
(GROOTHIUS e CARERE, 2005). Em humanos, essas diferencas tém sido exploradas
exaustivamente por muitos pesquisadores ao longo dos anos, gerando o modelo hierarquico
com cinco eixos de personalidade, o “Big-Five" (DIGMAN, 1990; GOSLING e JOHN 1999,
GOSLING, 2001). Diferente dos estudos em humanos, variagdes inter-individuais em
espécies animais foram, por muito tempo, negligenciadas, sendo tratadas como residuos em
modelos estatisticos ou consequéncias de medi¢cdes imprecisas (GROOTHIUS e CARERE,
2005; SLIPOGOR et al, 2016). No entanto, nas ultimas décadas, essas diferengas inter-
individuais em espécies animais tém se tornado objeto de estudo em pesquisas em diferentes
areas do conhecimento como psicologia, fisiologia, genética, ecologia e evolucdo, tanto em
ambientes naturais quanto em cativeiro (KOOLHAAS et al., 1999, 2010;SIH et al,
2004;DINGEMANSE e GOEDE, 2004; GROOTHIUS ¢ CARERE, 2005; REALE et al,
2007, 2010; POMERANTZ et al, 2013;FERREIRA et al, 2016).

O estudo de diferengas individuais ¢ importante ja que individuos com diferentes
perfis comportamentais podem responder de formas distintas a um mesmo estimulo,
mostrando varios niveis de tolerancia a estressores (agudos ou cronicos), e tendo seu bem-
estar impactado de diferentes maneiras, quando em ambientes de cativeiro (GROOTHIUS e
CARERE, 2005; FERREIRA et al, 2016). Ainda, devido a essas divergéncias nas formas de
resposta, a saide de cada individuo pode ser mais ou menos afetada, dependendo do tipo de
estimulo (GROOTHIUS e CARERE, 2005; KOOLHAAS et al., 1999; FERREIRA et al,
2016). Essas diferengas refletem diretamente no manejo de animais silvestres mantidos em
cativeiro, ja que esses ambientes podem apresentar diversos fatores, tanto abidticos (ruidos
muito altos, temperatura inadequada e substrato inadequado) quanto préoprios do
confinamento (restricdo de movimento, proximidade com humanos, grupos sociais anormais,
entre outros), que podem ser fonte de estresse (MORGAN e TROMBORG, 2007).

Essas diferengas individuais, que podem ser definidas como formas consistentes pelas
quais os individuos da mesma espécie diferem no seu comportamento, ao longo do tempo
e/ou em diferentes situacdes e/ou contextos, apresentam uma grande variacdo em sua
terminologia dependendo do campo que ela é estudada (GOSLING, 2001; REALE et al,
2007, 2010; SIH et al, 2004; LOCURTO, 2007). Em estudos com animais em cativeiro, a
terminologia “estilos de enfrentamento” (“‘coping styles”) tem sido utilizada no contexto do

conjunto de respostas a um estressor, e refere-se a capacidade ou estratégia, comportamental e

41



fisiologica, dos animais quando tem que lidar com uma situagdo ou ambiente estressor
(KOOLHAAS et al., 1999, 2010; FERREIRA et al, 2016).

Numa sequéncia de trabalhos, Koolhaas e colaboradores (1999, 2010) argumentam
que os estilos de enfrentamento podem ser avaliados através do eixo de pré-atividade e
reatividade e apresentam correlatos comportamentais e fisiologicos. Individuos pro-ativos
aumentam os niveis de atividade locomotora, tém ataques rapidos e tem baixas taxas de
reatividade do eixo HHA durante um estresse agudo. Além disso, sem estressores fisicos e
ambientais apresentam uma tendéncia a formar rotinas uma vez que notam muito pouco as
mudancas no ambiente e apresentam altos niveis de cortisol no plasma sanguineo
(KOOLHAAS et al.,1999, 2010; IJICHI et al, 2013; FERREIRA et al, 2016). Ja individuos
reativos adotam respostas passivas a estressores, € mostrando pouco ou nenhum controle
sobre eles, mostram uma resposta de “congelamento” frente ao estresse, sendo caracterizada
pela imobilidade e baixos niveis de agressdo. Porém, fisiologicamente apresentam altas taxas
de reatividade do eixo HHA. Além disso, em ambientes neutros, mostram maior atengdo a
mudancas no ambiente e apresentam baixos niveis de cortisol no plasma sanguineo
(KOOLHAAS et al., 1999, 2010; IJICHI et al, 2013; FERREIRA et al, 2016).

Segundo Ijichi e colaboradores, (2013) a personalidade do animal, inferida pelo seu
padrao comportamental normal, também reflete a forma como ele ird reagir a um estressor
(agudo ou cronico). Nesse ambito, Ijichi e colaboradores (2013), propuseram que animais
ativos compartilham muitas caracteristicas comportamentais e fisiologicas com individuos
que apresentam estereotipias. Sendo assim, individuos ativos tenderiam a reagir ao estresse
agudo de forma pro-ativa e ao cronico apresentando esses padroes de comportamento
estereotipados enquanto que individuos menos ativos, tenderiam a reagir de forma reativa e,
em estresse cronico, apresentar comportamentos que sugerem depressdao (IJICHI et al, 2013).
Essa tendéncia de certos tipos comportamentais apresentarem estereotipias € outros tipos nao
j& foi documentada em alguns trabalhos com macacos rhesus (Macaca mulatta)
(VANDELEEST et al, 2011; GOTTLIEB et al, 2013) e papagaios do mangue (Amazona
amazonica) (CUSSEN e MENCH, 2016).

Dessa forma, as diferencas nos perfis comportamentais e nas formas de reagir ao
estresse podem afetar a aptiddo dos individuos ao lidar com o cativeiro. Portanto, as
diferencas inter-individuais, tanto no comportamento quanto na fisiologia, devem ser
consideradas na implementagdo de programas de conservagdo ex sifu de espécies ameacgadas

de extingdo ja que impactam diretamente o bem-estar e a sobrevivéncia dos individuos
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(McDOUGALL et al, 2006; HAAGE et al, 2017). Além disso, a pressao seletiva do ambiente
de cativeiro pode resultar em fenotipos comportamentais inadequados para a sobrevivéncia
em ambientes naturais, em uma possivel reintroducdo (McDOUGALL et al, 2006). Um
estudo com raposas-orelhudas (Vulpes velox) mostrou que individuos ousados apresentam
maior sucesso reprodutivo em cativeiro, mas também maior risco de morte por predagdo apos
reintroducdo (BREMNER-HARRISON et al, 2004). Dessa forma, diferentes tipos
comportamentais mostram diferentes estratégias de lidar com o risco, situagcdes novas e/ou
mudancas (HAAGE et al, 2017).

Uma das espécies de primatas ameacados de extingdo, segundo a lista da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza/I[UCN, ¢ o mico-ledo-preto (Leontopithecus
chrysopygus). Para aumentar as chances de sobrevivéncia dessa espécie, foi realizado um
plano de manejo de metapopulacdo, que incluiu transloca¢des de individuos selvagens e
reintroducdes de individuos reproduzidos em cativeiro (MARTINS, 2003). Entretanto, para
que seja dada continuidade nesse projeto, a reproducdo em cativeiro ¢ uma ferramenta
essencial as reintroducdes. Um dos desafios para a reprodugdo em cativeiro, e posterior
reintroducao, ¢ a saude fisica e capacidade comportamental dos animais, ja que o ambiente de
cativeiro afeta tanto componentes comportamentais quanto fisiologicos (POOLE et al, 1999;
BUCHANAN-SMITH et al, 2004). O estudo de estilos de enfrentamento em micos-ledes-
pretos cativos pode auxiliar uma maior compreensdao de como os diferentes estressores vao
afetar cada individuo.

Desse modo, os objetivos desse trabalho sdo: 1) Identificar os padroes de
comportamento género-normativo (Genus Normative Behavioural Patterns- GNB —
JACOBSEN et al., 2010) e os comportamentos potencialmente indicadores de estresse
(Behavior potentially indicative of stress — BPIS — Mendonga-Furtado, 2006) através de uma
classificacdo entre todas as categorias comportamentais; 2)definir os eixos que compdem o
perfil de comportamento género-normativos; 3) definir os eixos que representam as diferentes
formas de reagdo ao estresse em micos-ledes-pretos cativos entre os BPIS; e 4) testar se existe
uma relagdo entre as formas de reacdo ao estresse e os tipos comportamentais a fim de
identificar os estilos de enfrentamento da populagdo de micos estudada, do ponto de vista do
comportamento e da fisiologia (niveis de metabolitos fecais de glicocorticoides - MFGs). De
acordo com o proposto por Ichiji e colaboradores (2016), testamos as predi¢des de que: 1)
individuos mais ativos (avaliados a partir de seus eixos para GNBs), apresentem formas de

reacdo ao estresse ativas (avaliados a partir de seus eixos para BPIS), 2) estes eixos irdo
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apresentar correlatos fisiologicos, com individuos mais ativos e os mais estereotipados
apresentando altos niveis basais de hormdnios glicocorticoides e baixa reatividade do eixo
HHA, e individuos menos ativos apresentem formas de rea¢do ao estresse passivas, como
comportamentos auto-direcionados e tempo despendido dentro do abrigo e baixos niveis

basais, mas alta taxa de reacdo de hormonios glicocorticdides.

2. MATERIAIS E METODO
2.1. Local e sujeitos do estudo

Esse estudo foi realizado no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRIJ) que ¢
localizado dentro do nucleo Paraiso do Parque Estadual dos Trés Picos, em Guapimirim, Rio
de Janeiro. O CPRIJ ¢ um centro de pesquisa fechado para visitagdo, assim somente pessoas
autorizadas tém acesso ao local.

Foram utilizados dez individuos para o estudo, oito machos e duas fémeas. Os sujeitos
da pesquisa foram mantidos em recinto de dois tamanhos distintos e agrupados de quatro

formas diferentes (tabela 1). Todos os individuos nasceram em cativeiro.

Tabela 1 — Descri¢io dos mico-ledes-pretos usados no estudo, a composicdo do grupo em que eles estavam
inseridos, o sexo, idade e o tamanho do recinto em que cada um estava.

Tratamento Individuos Sexo Idade Tamanho do recinto
M1 Macho 5 anos
Familia M2 Macho 19 anos 30x6.0x2.5m
F1 Fémea 13 anos
M5 Macho 9 anos
Casal F3* Fémea 16 anos 30x6.0x2.5m
. M3 Macho 15 anos
Dois machos M4 Macho S anos 30x6.0x2.5m
M6 Macho 9 anos
Gaiolas individuais M7 Macho 8 anos 0.45x0.45x0.45m
M8 Macho 9 anos

*Obito nos tltimos cinco dias da coleta de dados (ver abaixo)

2.2. Coleta de dados

Dados de comportamento e fezes foram coletados durante 15 dias no periodo do verdo
(25 de janeiro a 19 de fevereiro de 2016) e 15 dias no periodo do inverno (30 de maio a 17 de
junho de 2016), totalizando 30 dias de coleta por individuo. Além disso, antes do inicio de
cada fase da coleta de dados (verdo e inverno) os animais passaram pela habituacdo a
presenca da pesquisadora (3 semanas no verdo [incluiu também testes com corantes e
elaboracdo do etograma] e 1 semana no inverno). Apds esse periodo, os dados
comportamentais foram entdo coletados através de blocos de 10 minutos de amostragem focal

para cada animal, com registros instantdneos do estado comportamental a cada 10 segundos
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(ALTMANN, 1974), com cada individuo sendo observado duas vezes ao dia (manha e tarde),
o que totalizou 10 horas de observagdes por individuo. A ordem de observagdo dos individuos
foi feita diariamente, de forma aleatoria. Além disso, um intervalo de cinco minutos entre a
observacdo de cada sujeito foi utilizado a fim de diminuir a dependéncia inter-individual no
comportamento.

Foram também coletadas as fezes desses animais duas vezes por dia (11h e 16h).
Antes das refeicdes foram oferecidas guloseimas com corantes para cada um dos individuos
que se encontravam em recintos coletivos, de modo a possibilitar a identificacdo das fezes de
cada individuo. Todas as fezes encontradas foram coletadas com o auxilio de um palito de
café limpo, acondicionadas em eppendorfs identificadas em relagao a data, horario e sujeito e
congeladas. Para avaliar influéncias ambientais no comportamento e nos niveis de metabolitos
fecais de glicocorticoides (MFGs), foram coletados dados de luminosidade, temperatura e
umidade.

A fémea 3 morreu na ultima semana da coleta de dados, assim o macho ficou em um
recinto sozinho, para esse casal foram coletados somente os dados dos primeiros 25 dias de

experimento.

2.3. Extrac¢ao e dosagem

As fezes obtidas ao longo do estudo foram conservadas em um freezer a temperatura
de -20°C no CPRJ. As amostras foram transportadas ao Laboratério de Endocrinologia
Comportamental do Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo. No laboratério, as
amostras foram retiradas do freezer para descongelaram. Como nao havia certeza do horario
em que cada uma dessas fezes foi feita, todas as amostras de um mesmo individuo, em um
mesmo dia, ¢ no mesmo periodo do dia (manha e tarde) foram agrupadas. Esse conjunto de
fezes foi entdo homogeneizado com o auxilio de uma espatula de metal. Para extracdo dos
MFGs, uma aliquota de 0,2 gramas dessa amostra homogeneizada e iimida foi acondicionada
em um novo tubo devidamente identificado onde se adicionou 2ml de metanol 80% (PALME
et al.,2013). Esse extrato foi entdo seco em banho-maria para o posterior transporte para o
laboratério do Prof. Dr. Rupert Palme, na Universidade de Medicina Veterinaria, em Viena,
na Austria. L4, técnicos do laboratério re-suspenderam esses extratos e realizaram a dosagem

de MFGs seguindo o protocolo de Palme e Mostl (1997).
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2.4. Analise dos dados

A partir da amostragem instantanea, foram calculadas as frequéncias relativas médias
de cada comportamento por individuo, ou seja, a quantidade total de cada comportamento
apresentado pelo individuo, dividida pelo total de comportamentosamostrados paracada
individuo.

Baseado em estudos que avaliaram o comportamento de primatas em cativeiro, os 64
comportamentos observados foram alocados em 16 categorias comportamentais (Anexo 2):
inatividade, vigilancia, alimentacdo, deslocamento, comportamento social positivo,
comportamento agonistico, exploragdo de ambiente, investigagdo de outro individuo,
marcacdo de territoério, comportamento de manutengdo, comportamento auto-direcionado,
tempo despendido dentro do abrigo, comportamentos anormais, cogar, vocalizar e
comportamentos estereotipados. Tais categorias foram baseadas em outras trabalhos com a
espécies e sobre bem-estar de primatas (KNOX e SADE, 1991; KITCHEN e MARTIN, 1996;
BARKER et al, 1999; FRAGASZY et al, 2004; CRUZ, 2009; FERREIRA et al, 2016). As
frequéncias de cada comportamento dentro de cada categoria comportamental foram somadas
a fim de se obter um unico valor para cada categoria.

Com relagdo aos dados hormonais foram calculados para cada individuo, os niveis
basais, o0 pico, a reatividade média e a reatividade maxima de MFGs. Os niveis basais foram
obtidos através do cédlculo da mediana dos dados restantes apos a retirada iterativa de outliers
e outliers selvagens. Foi considerado como pico maior valor encontrado para cada individuo
sem a retirada de outliers e outliers selvagens. A reatividade média foi calculada através da
subtragdo da média dos outliers e outliers selvagens pelo valor basal. E a reatividade maxima

foi calculada pela subtragdo do pico pelo valor basal.

Identificacio de padrdes de comportamento género-normativos e comportamentos
potencialmente indicadores de estresse

Para a identificagdo dos eixos comportamentais em micos-ledes-pretos foi realizada
uma analise de cluster entre todas as 16 categorias comportamentais. Para a andlise de
agrupamento em cluster foi utilizado o método de ligagdo por centroide medindo a

similaridade através de distancia euclidiana quadratica.
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Identificacdo dos eixos do perfil comportamental e dos eixos de formas de reacio ao
estresse

Para determinar os eixos do perfil comportamental em micos-ledes-pretos foi realizada
uma analise de cluster somente entre os padrdoes de comportamento género-normativos. Para
determinar as formas de reacdo ao estresse também foi realizada uma analise de cluster entre
os comportamentos potencialmente indicadores de estresse. Para ambas as andlises de
agrupamento em cluster, o método utilizado foi o de ligacdo por centrdéide medindo a

similaridade através de distancia euclidiana quadratica foi utilizado.

Relacio tipo comportamental, formas de reacio ao estresse e MFGs

Para cada individuo, as frequéncias das categorias agrupadas nas analises de cluster,
tanto de GNBs quanto de BPIS, foram somadas e padronizadas em Z. Assim, cada individuo
possui um valor nos eixos de GNB e BPIS encontrados. Apds a padronizagdo dos dados, foi
realizada uma correlacdo linear de Pearson entre os tipos comportamentais, formas de reagao
ao estresse € MFGs (niveis basais, reatividade média, reatividade maxima e picos de MFGs).

Como os dados ndo seguiam uma distribuicdo normal € o numero amostral era
pequeno, foi utilizada a técnica de bootstrap nas correlagdes com o intuito de construir
intervalos de confianga no conjunto de dados. Todas as analises foram realizadas no software

IBM SPSS Statistics 20.

3. RESULTADOS
3.1. Identificacdo de padroes de comportamento género-normativos e comportamentos
potencialmente indicadores de estresse

A andlise de cluster confirmou nossa categorizacdo a priori, € agrupou os
comportamentos GNB em um Unico cluster. (grupo laranja na Figura 1). As categorias que
foram separadas desse grupo maior podem indicar estresse em ambientes de cativeiro

(MORGAN e TROMBORG, 2007), sendo classificadas como BPIS nas analises posteriores.
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Figura 1 — Resultado da analise de cluster para GNBs e BPIS e suas respectivas frequéncias médias de
cada categoria. Notam-se cinco principais grupos: 1)Auto-direcionado e vigilancia, em roxo; 2) cogar
¢ estereotipias, em verde; 3) Social positivo, investigacdo de individuo, alimentagdo, manutengdo,
deslocamento, inatividade, agonismo, explorar ambiente e territorial, em laranja; 4) Vocalizacdo e
comportamentos anormais, em azul e 5) tempo dentro do abrigo, em vermelho.

3.2. Identificacdo de eixos do perfil comportamental

A andlise de clusters usando apenas comportamento GNB indicou quatro eixos que
compde o perfil comportamental de cada individuo (Figura 3): 1) “Sociabilidade”
caracterizado por altos valores em comportamentos sociais positivos € comportamentos
investigativos direcionados a outro individuo; 2) “Necessidade” caracterizado por altos
valores em categorias comportamentais de alimentacdo e manutengdo; 3) “Atividade”
caracterizado por altos valores em categorias de inatividade e deslocamento; e 4)
“Exploragdo” caracterizado por altos valores em categorias exploragdo de ambiente,

comportamento agonistico e comportamento territorial.
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Dendrogram using Centroid Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
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Figura 2 — Resultado da analise de cluster para GNBs e suas respectivas frequéncias médias de cada
categoria. Notam-se quatro principais grupos: 1) “Sociabilidade” em roxo, 2) “Necessidade” em verde,

~ A

3) “Atividade” em laranja, e 4) “Exploracao” em azul.

3.3. Identificacio de formas de reacao ao estresse

A andlise de clusters para BPIS separou as categorias BPIS em quatro eixos deformas
de reacdo ao estresse (Figura 3): 1) “Auto-protecdo”: caracterizado por altos valores nas
categorias de vigilincia e em comportamento auto-direcionados; 2) “Ansiedade’:
caracterizado por altos valores nas categorias de cogar e estereotipias; 3)“Disturbio”:
caracterizado por altos valores nas categorias de comportamentos anormais (estimulacdo anal
para producdo e posterior ingestdo de fezes) e vocalizagdo; 4)“Introversdo”: caracterizado por
altos valores nas categorias em tempo dentro do abrigo.

Dois comportamentos que foram encontrados em varios trabalhos para varias espécies
de primatas (BOINSKY et al., 1999, b; POMERANTZ et al., 2012; UYLAN et al., 2006;
BIRKETT e NEWTON-FISHER, 2011, FERREIRA et al, 2016) — auto-enganchar e

automutilagdo — ndo foram observados em micos-ledes-pretos.
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Dendrogram using Centroid Linkage
Rescaled Distance Cluster Combine
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Figura 3 — Resultado da analise de cluster para BPIS e suas respectivas frequéncias médias de cada
categoria. Notam-se quatro formas de enfrentamento ao estresse: 1) Vigiar e realizar comportamentos
auto-direcionados em roxo, 2) cocar ¢ realizar estercotipias em verde, 3) Vocalizar e realizar
comportamentos anormais em azul, e 4) se esconder em azul.

3.4. Relacio tipo comportamental, formas de reacio ao estresse e MFGs

Como resultado da correlagao entre os valores z dos individuos em cada um dos eixos
dos tipos comportamentais ¢ cada um dos eixos das formas de reagdo ao estresse (Tabela 3),
foi encontrado que individuos com altos valores em “Introversdo” apresentavam baixos
valores em “Atividade”, “Necessidade” e “Exploragdo”, e que individuos com altos valores

em “Ansiedade” apresentam baixos valores em “Atividade” e “Sociabilidade”.
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Tabela 2: Valores de R das correlagdes entre os eixos dos tipos comportamentais e os eixos das formas
de reagdo ao estresse. Os valores com um asterisco (*) apresentam P<0.05, ¢ os valores com 2
asteriscos (**) apresentam P<0.01

Introversao Auto-protecio Disturbio Ansiedade
Atividade -725" -.167 449 -,679"
Necessidade -,681" -.131 402 -419
Sociabilidade -.426 -.137 -.253 -,661"
Exploracao -,766** .009 480 -.536

Ja como resultado da correlacao entre os eixos dos tipos comportamentais e eixos das
formas de reacdo ao estresse com os indices hormonais (Tabela 4), foi encontrado que:
individuos com altos valores em exploracao apresentavam maiores valores basais de MFGs;
individuos com altos indices em ‘“Auto-protecdo” apresentavam maiores picos € maior
reatividade méxima do eixo HHA; e individuos com altos valores em “Distirbio” apresentam
maiores valores basais.

Tabela 3: Valores de R das correlagdes entre os eixos dos tipos comportamentais ¢ eixos das formas de

reacdo ao estresse com os indices hormonais. Os valores com um asterisco (*) apresentam P<(.05, ¢
os valores com 2 asteriscos (**) apresentam P<0.01

Basal Pico Reatividade média Reatividade maxima
2 .§ Atividade .621 .016 .380 -.041
'TE: g Necessidade 261 -.017 .164 -.042
g g Sociabilidade 194 -.266 -.085 -.289
= g Exploracao ,636* .180 S15 124
§ o Introversao -.361 -.318 -.441 -.290
s §, % Auto-protecio  -.230 677" 277 ,710%
g % E Disturbio ,697* .165 .583 .103
5 -c Ansiedade -.402 -.031 -.194 .005
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, trabalhamos com a hipétese de que iriamos encontrar diferentes
eixos nos tipos comportamentais. Essa predicdo foi corroborada através da identificagdo de
quatro eixos que compdem o perfil do padrido de comportamento género-normativo: 1)
atividade: deslocamento e inatividade; 2) sociabilidade: comportamentos sociais positivos e
comportamentos investigativos direcionados a outros individuos; 3) necessidade: alimentagao
e manutencdo; e 4) exploragdo: comportamentos territoriais, marca¢do de territdrio e
agonismo. Redle (2007) prop6s uma analise fundamentada em cinco eixos comportamentais:
1) timidez-ousadia (shyness-boldness): caracterizada pela reacdo de um individuo a uma
situacdo de risco, mas ndao uma situacdo nova; 2) exploracdo-evitacdo (exploration-
avoidance): caracterizada pela reagdo de um animal a uma nova situacao; 3) atividade:
caracterizada pelo nivel geral de atividade de um individuo; 4) agressividade: caracterizada
pela reacdo de um individuo contra seus co-especificos; e 5) sociabilidade: a reacdo de um
animal a presenca e auséncia de co-especificos. Em micos ledes pretos encontramos 3 eixos
comuns com os descritos por Reale (2007) (atividade, sociabilidade e exploragdo-evitagao),
que também ja foram encontrados em testes de tipos comportamentais em sagiiis comuns
sujeitos a ambientes de laboratdrio (atividade e exploragao-evitagdao) (SLIPOGOR et al, 2016)
€ macacos-prego em cativeiro (atividade, sociabilidade, exploracdo) (FERREIRA e
colaboradores, 2017).

Além disso, esperavamos encontrar diferentes formas de reacdo ao estresse para
micos-ledes-pretos em cativeiro. Essa predicdo também foi corroborada ao encontrarmos
quatro formas de reacdo ao estresse entre os comportamentos potencialmente indicadores de
estresse: 1) Introversdo: individuos que passam muito tempo dentro do abrigo; 2) Ansiedade:
realizar estereotipias e se cocgar; 3) Distirbio: vocalizar e desempenhar comportamentos
anormais; e 4) Auto-protecdo: vigiar e realizar comportamentos auto-direcionados. Todos
esses comportamentos ja foram apresentados em varios estudos como comportamentos que
podem indicar estresse em ambientes de cativeiro (TROISI et al, 1991; CARLSTEAD et al,
1993; MAESTRIPI, 1993; CILIA e PIPIER, 1997; BARROS et al, 2000; PRESCOTT E
BUCHANAN-SMITH, 2004; PRATES e BICCA-MARQUES 2005; BARROS et al, 2007,
2008;MORGAN ¢ TROMBORG, 2007; NORSCIA E PALAGE, 2011; POMERANTZ et al.
2012; RIMPLEY e BUCHANNAN-SMITH 2013; FERREIRA et al, 2016).

De acordo com o esperado, foram encontrados diferentes estilos de enfrentamento para
essa populacdo de micos ao correlacionar os eixos dos tipos comportamentais e formas de
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reagdo ao estresse e os indices hormonais. Entretanto, ao contrario do esperado, foram
encontrados dois estilos pro-ativos e dois reativos, sendo que um estilo de enfrentamento pro-
ativo ndo apresenta as caracteristicas da predigao.

Dois estilos de enfrentamento reativos foram encontrados, sendo que um deles
apresenta somente componentes comportamentais (Introversdo/Atividade-Necessidade-
Exploragdo) e o outro apresenta relagdes entre comportamento ¢ hormdnio (Auto-
protecao/Picos-reatividade maxima). O tipo de estilo de enfrentamento reativo que melhor se
encaixou em nossas predicoes (Auto-protecao/Picos-reatividade maxima), integrou variaveis
comportamentais e fisiologicas. Esse estilo de individuos que apresentam altas frequéncias de
vigilancia e comportamentos auto-direcionados, altos picos e reatividade maxima do eixo
pode ser interpretado, de acordo com o proposto por Koolhas e colaboradores (1999) como o
classico estilo reativo. Esse padrao reativo foi observado também um estudo com macacos-
prego sujeitos a ambientes de cativeiro, onde individuos que observam mais o ambiente
também apresentam mais comportamentos auto-direcionados (FERREIRA, 2017).

Além disso, a relacdo entre o aumento de tempo dentro do abrigo e diminui¢ao nos
eixos de “Atividade”, “Necessidade” e “Exploragdo” pode ser considerada como um estilo de
enfrentamento reativo, ja& que este pode ser interpretado como uma resposta de
“congelamento” frente ao estresse que ¢ caracterizada pela imobilidade e baixos niveis de
agressao (IJICHI et al, 2013), ou seja, individuos que passam longos tempos dentro do abrigo
tendem a ficar parados (ndo se ouvia barulhos dentro da caixa na maior parte das vezes que
estavam dentro do abrigo), sem realizar outras atividades, em ambientes que apresentam
estimulos estressores. Dembiec e colaboradores (2004) encontraram resultados semelhantes
em um estudo em que tigres cativos apresentavam diferencas nas formas de reagir a um
evento estressante causado por um transporte, sendo que alguns reagem de maneira
estacionaria, permanecendo por mais tempo em um mesmo lugar e outros responderam mais
ativamente ao estresse, desempenhando pacing. Esse estilo de enfrentamento reativo ndo
apresentou componentes hormonais, o que nao ¢ esperado de acordo com nossas predigdes e
alguns trabalhos da literatura (KOOLHAS et al, 1999;2010; IJICHI ef al, 2013)

Em outro estilo de enfrentamento encontrado, altos scores no eixo de “Distirbio” se
correlacionam positivamente com picos e reatividade maxima,somente entdo com correlatos
fisiologicos, o que pode ser interpretado como um estilo de enfrentamento pré-ativo descrito
por Koolhas e colaboradores (1999). Ferreira e colaboradores (2016) encontraram em

macacos pregos sujeitos a ambientes de cativeiro, somente levando em consideragdo fatores
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comportamentais, um estilo de enfrentamento (self-narcotizing/fear) que pode ser relacionado
com “Disturbio”. Self-narcotizing, caracterizado por altas taxas de masturbagao e vocalizagao,
se aproxima muito dos resultados encontrados nesse trabalho, pois engloba um
comportamento de manipulagdo (masturbacdo — estimulagdo anal/coprofagia) com
vocalizagdes (FERREIRA et al, 2016).

Ao contrario do proposto por Ijichi e colaboradores (2013), e do encontrado em outros
estudos sobre diferencas individuais nas formas de reacdo ao estresse (Cussen e Mench, 2015;
Ferreira et al, 2016; Joshi e Pilay, 2016 Ferreira et al, 2017) individuos que apresentavam
estereotipias, nesse trabalho descrito pelo eixo de “Ansiedade”, foram os que apresentaram
baixos scores no eixo de “Atividade”. Esse resultado, embora apresente corroboragdes para o
eixo de “Sociabilidade” também, pode ter sido influenciada pela presenca de tipos de recinto
distintos no trabalho. No capitulo 1 dessa dissertacdo, foi constatado que individuos em
gaiolas individuais apresentam frequéncias baixas de inatividade e deslocamento (categorias
presentes dentro do eixo de “Atividade”) e de comportamentos sociais (categorias presentes
dentro do eixo “Sociabilidade”), entretanto altas frequéncias de estereotipias e do
comportamento cogar (eixo “Ansiedade”). Dessa forma, essa diferenga entre diferentes tipos
de recinto pode ter influenciado negativamente os resultados aqui presentes. Esse eixo de
“Ansiedade” também foi correlacionado negativamente com o de “Sociabilidade”. Dessa
forma, o contato social tende a diminuir a expressdo de comportamentos que indicam estresse
em cativeiro. Uma serie de estudos com babuinos em vida livre demonstram que a
sociabilidade reduz os niveis de glicocorticoides e consequentemente o estresse (RAY e
SAPOLSKY, 1992; VIRGIN e SAPOLSKY 1997), o que corrobora com esses resultados.
DeVries e colaboradores (2003), em uma revisao sobre a relagdo entre comportamento social
e o eixo HHA, aponta que o maior contato social tende a diminuir indicadores
comportamentais e fisiologicos de estresse.

Koolhas e colaboradores (1999), em uma revisao sobre estilos de enfrentamento,
mostram que muitos estudos que apresentam dois estilos de enfrentamento definidos (estilo
pro-ativo e estilo reativo), trabalham com linhagens genéticas selecionadas para os extremos;
e que em alguns estudos que utilizaram linhagens genéticas ndo selecionadas, essa distingao
clara de estilos de enfrentamento ndo foi encontrada. Dessa forma, o fato de ndo termos
encontrado somente um tipo pro-ativo e um tipo reativo pode estar relacionado com as
linhagens genéticas utilizadas nas pesquisas. Diferencas individuais podem ser maiores em

situacdes de estresse, o que pode obscurecer as diferengas individuais em situagdes de

54



cativeiro (UHER, 2011). Assim, ainda podemos supor que se os niveis de estresse forem
muito altos nessa populacdo, todos os animais podem convergir para um mesmo padriao
comportamental, o que afetaria as analises apresentadas.

Outro problema que pode ter obscurecido alguns resultados foi a influencia de
diferentes tipos de recinto. Esse fator pode ter enviesado os padrdes de resposta apresentados
(como por exemplo a correlagdo negativa entre “Ansiedade” e “Atividade/Sociabilidade™), ja
que recintos menores podem impedir o aparecimento de alguns tipos de comportamento e
facilitar o aparecimento de outros. Entretanto, ressalta-se que mesmo nesses individuos em
gaiolas individuais, foi notada a presenca de diferencas individuais, sendo que um dos
individuos claramente passava muito tempo dentro da caixa, enquanto outro desempenhava
uma gama de estereotipias, € outro ainda apresentava altas frequéncias de comportamentos
auto-direcionados e se cogava bastante. Dessa forma, optamos por deixa-los nas analises.

Além disso, o fato de esse trabalho ter sido feito somente com 11 individuos, ou seja,
um nimero amostral relativamente baixo para modelos estatisticos, pode ter favorecido as
chances de ocorrer um erro do tipo dois, onde ha significancia, mas ela ndo ¢ encontrada,
mesmo empregando a técnica de bootstrap. Dessa forma, algumas correlagdes entre padroes
comportamentais e fisiolégicos remetidos aos estilos de enfrentamento podem nao ter sido
observadas nesse estudo devido a esse fator estatistico. Entretanto, ¢ interessante lembrar que
mesmo com o baixo numero amostral, alguns padrdes foram encontrados, o que reforca que
existam estilos de enfrentamento nessa espécie € que essas podem ser utilizadas para o
manejo de animais cativos como forma de melhorar o bem-estar, a reproducao e ajudar na

conservagao da espécie.

5. CONCLUSAO

Nos identificamos quatro eixos que compde os padrdes de comportamento género-
normativos encontrados nesse estudo (atividade, sociabilidade, exploragao e necessidade), das
quais trés ja tém sido descritas na literatura para primatas neotropicais. Também encontramos
quatro formas de enfrentamento ao estresse em micos-ledes-pretos alojados em condi¢des de
cativeiro (Introversdo, Auto-protecdo, Ansiedade e Disturbios). Foram encontrados dois
estilos de enfrentamento ao estresse que se assemelham ao que € proposto para forma reativa,
e dois estilos de enfrentamento que se assemelham ao que ¢ proposto para a forma pro-ativa.

Esses estilos apresentam correlatos fisioldgicos e/ou comportamentais que diferenciam os
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individuos na maneira de como lidam com ambientes estressantes, demonstrando importancia
desse estudo para futuras indicacdes sobre manejo dessa espécie.

Estudos adicionais a essa pesquisa, aumentando o nimero amostral, o periodo de
pesquisa e em ambientes semelhantes, como os tipos de recinto seriam interessantes para o
estudo de estilos de enfrentamento com micos-ledes-pretos. Entretanto, mesmo com
problemas metodologicos, foi possivel que as predigdes propostas nesse estudo fossem
parcialmente corroboradas, o que demonstra a importancia desse estudo para o bem-estar e

conservagao da espécie em cativeiro.
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Anexo 1 — Caracterizacio do recinto

Os recintos maiores (tratamentos: familia, dupla de machos e casal) tinham 3 x 6 x
2.5m (Fig. 1A e 1B), enquanto que as gaiolas individuais tinham 0.45 x 0.45 x 0.45m (Fig.
1D). Os recintos maiores apresentavam um substrato de terra com folhas secas (Fig. 1C)
troncos e grades para a locomoc¢do dos individuos, ¢ um abrigo de madeira de mesmo
tamanho entre os recintos. Além disso, todos os recintos grandes apresentavam um telhado de
telha brasilit. J4 as gaiolas individuais ndo apresentavam qualquer tipo de substrato,
apresentavam um abrigo de tamanho padrao para o recinto e um galho para a locomogao.

Todos os recintos, incluindo as gaiolas individuais, pegavam sol durante o periodo da
manha no periodo do verdo. J& no periodo do inverno a gaiola do tratamento casal pegava
pouco sol. Além disso, houve uma grande variagdo de temperatura e luminosidade ao longo
do dia e das estacdes. No verdo a temperatura média no periodo da manha foi de 28.4°C,
enquanto que a luminosidade foi de 26873 lux, enquanto que no periodo da tarde a
temperatura média foi 32.6°C e a luminosidade de 40631 lux. J& no periodo do inverno a
temperatura média no periodo da manha foi de 20.8°C e a luminosidade de 15584 lux,
enquanto que no periodo da tarde a temperatura média foi de 22.6°C e a luminosidade de
16266 lux. Todas as temperaturas e luminosidades foram tiradas do lado de fora do recinto,
sendo que dentro do recinto, em razao da cobertura de telha brasilit, essa temperatura podia

mudar um pouco.
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Figura 1 — Apresentacdo dos diferentes tipos de recinto. A) Visdo geral e B) Visdo Lateral do recinto
maior. C) Visdo do abrigo do recinto maior. D) Visdo geral da gaiola individual.
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Anexo 2 — Etograma para Micos-ledes-pretos

Etograma utilizado com descri¢des detalhadas dos comportamentos observados na populagdo de micos-ledes-pretos do Centro de Primatologia do Rio de

Janeiro.
Categoria COMPORTAMENTO DEFINICOES Referéncia
comportamental
S O individuo esta relativamente estatico numa posicao relaxada. Ele pode
s Repouso estar deitado ou sentado com as maos e pés normalmente relaxados. Lobao Cruz, 2009
= Podem estar de olhos abertos ou fechados.
O animal move a cabeca, olhando atentamente o ambiente ao redor, sem
apresentar nenhum outro tipo de comportamento. O individuo esta alerta .
Parado alerta PI¢ Jnaum ou P P vidu ’ Ferreira et al, 2016
ndo na posi¢do de descanso, normalmente sentado em algum galho ou
segurando nas grades.
O animal move a cabega, olhando atentamente o ambiente ao redor, sem
. apresentar nenhum outro tipo de comportamento, entretanto ele esta dentro
Parado alerta na caixa ) o e , . Esse estudo
da caixa. O individuo esta dentro da caixa, com a cabega para fora e alerta,
- ndo na posi¢do de descanso
2
< o O animal olha ou encara algum 11’1d1V1du0’ do grupo, mas sem r_ea~11zar Ferreira ef al, 2016; Knox e
o Olhando outros individuos nenhum comportamento. O individuo esté alerta, e ndo em posigao de Sade. 1991
> descanso. ’

Olhando para a
pesquisadora, ou alguém
perto do recinto

O animal move a cabeg¢a olhando ou encarando com curiosidade a
pesquisadora ou alguma outra pessoa por perto do recinto

Esse estudo

Olhando o ambiente

O individuo observa atentamente o chdo do recinto, rotacionando a
cabeca, mas sem exercer nenhum movimento de procura ativa.

Esse estudo
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Alimentacio

Os animais se movem através do recinto procurando ativamente por

Lobao Cruz, 2009; Fragaszyet
al, 2004; Kitchen e Martin,

Forrageando ) . .
& comida, sem estar manipulando ou comendo durante esse intervalo 1996
uando algum animal (inseto, lagartixa, morcego) entra no recinto € o
Cacando Q g . ( nselo, Jag ’ g0) Esse estudo
individuo o caca para comer

Locomovendo e
procurando alimento

Os animais se locomovem no chao do recinto em busca de alimento. Se
diferencia do forrageamento, pois os animais ndo exercem uma busca ativa
do alimento, somente andam e olham para o ambiente para conseguir
comida (normalmente a que eles proprios derrubaram do trato).

Esse estudo

Comendo

O animal esta levando o alimento até a boca e ingerindo

Lobao Cruz, 2009; Fragaszyet
al, 2004; Kitchen e Martin,
1996

Bebendo agua

Quando o individuo ingere agua.

Fragaszyet al, 2004

Manipulando o alimento

Manipulando o alimento com a aparente intengdo de deixar o alimento
mais fécil de ser ingerido

Fragaszyet al, 2004

Olhando alimento

Quando o individuo olha o alimento que vai pegar antes de manipula-lo e
ingeri-lo.

Oliveira, 2016

Cheirar o Alimento

Quando o individuo cheira o alimento seguido ou por ingestdo ou por
descarte do alimento

Esse estudo
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Deslocamento

Locomogao lenta vertical ou horizontal sem manipulagdo ou

Kitchen e Martin, 1996;

Andar forrageamento. O individuo ndo passa pelo mesmo caminho duas ou mais .
. Ferreira et al, 2016
vezes, tendo sempre um ponto inicial € um final.
Locomogdo rapida vertical ou horizontal sem manipulagdo ou
Correr forrageamento. O individuo ndo passa pelo mesmo caminho duas ou mais Kitchen e Martin, 1996
vezes, tendo sempre um ponto inicial ¢ um final.
Saltar Deslocar-se através de algum salto de um lugar para outro Kitchen e Martin, 1996
Escalar Deslocar-se através de fios, cercas e telhados. Kitchen e Martin, 1996
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Comportamento

Social positivo

Brincar

Interacdo entre um ou mais co-especificos sem agressao.

Lobdo Cruz, 2009

Comportamento sexual

Qualquer comportamento sexual apresentado

Lobéo Cruz, 2009

Catar (Grooming)

Comportamento social entre dois ou mais animais em que um individuo
inspeciona o pelo de outro para remover sujeira ou ectoparasitas/
promover contato tatil, integragdo social do grupo

Lobdo Cruz, 2009; Kitchen e
Martin, 1996

Ser catado

Manipulagdo atenta dos pelos por outro individuo

Kitchen e Martin, 1996

Solicitar catagdo

Aproximar-se oferecendo o corpo para ser catado.

Stevenson and Poole, 1976

Compartilhar comida

Transferéncia de alimento de um individuo para o outro de forma
amistosa.

Lobao Cruz, 2009

Abracado

Quando os individuos estdo parados abragados ou muito proximos.

Esse estudo

Contatar

Aproximar-se e entrar em contato corporal.

Kitchen e Martin, 1996

66




Comportamento
Agonistico

Comportamento
agonistico direcionado

Quando um animal direciona um comportamento agressivo a outro
individuo (como mostrar os dentes, gritar, bater, morder ¢ atacar)

Lobdo Cruz, 2009; Kitchen e
Martin, 1996

Comportamento
agonistico recebido

Quando um animal recebe um comportamento agressivo de outro
individuo (como mostrar os dentes, gritar, bater, morder ¢ atacar)

Lobdo Cruz, 2009; Kitchen e
Martin, 1996

Andar arqueado

Quando o individuo anda lentamente com a coluna vertebral envergada e
com os pelos eretos semelhante a um gato

Kitchen e Martin, 1996

Susto

Quando um individuo ouve algum barulho ou vé algo fora do recinto e
rapidamente ou fica em posic¢do de alerta ou vai para dentro da caixa

Lobao Cruz, 2009

Fugindo com comida

Quando um animal percebe que os outros individuos querem dividir a
comida e ele foge para ndo dividir

Esse estudo

Marcacio de territorio

Marcar

O individuo esfrega o térax ou a genitalia em algum substrato para liberar
secregOes glandulares ou urina

Lobao Cruz, 2009; Kitchen e
Martin, 1996; Knox e Sade,
1991

Rosto no tronco

Quando o individuo passa o rosto no tronco do recinto.

Esse estudo

Esfregar a genitalia

Esfregar a genitalia repetidamente em algum lugar no recinto

Johnson, 1996
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Comportamento de manutencio

Defecar

Ato de defecar

Oliveira, 2016

Urinar Ato de urinar Oliveira, 2016
Espreguicando Ato de espreguicar Esse estudo

Bocejando Ato de bocejar Oliveira, 2016

Espirrando Ato de espirrar Oliveira, 2016

Tomando sol

Quando um individuo fica no sol para se aquecer (exclusivo para o
inverno)

Esse estudo
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Comportamento

Auto-direcionado

Catar-se (auto-grooming)

Manipulagio atenta dos pelos do proprio corpo.

Stevenson and Poole, 1976

Investigar genitalia

Quando um individuo manipula sua area genital

Barker et al, 1999

Cheirar-se

Quando o individuo cheira ele mesmo

Barker et al, 1999

Comportamento investigativo

direcionado a outro individuo

Investigagdo Anus-genital
de outro individuo

Movimentar o rosto contra ou através da area ano-genital do parceiro,
usando as mios, ou boca

Barker et al, 1999

Cheirar

Colocar o rosto contra o parceiro excluindo a 4rea ano-genital.

Barker et al, 1999
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Exploragao de ambiente

Explorando o recinto

Quando o individuo esta mexendo em alguma parte do recinto sem fungdo
alimentar

Stevenson and Poole, 1976

Cheirar o ambiente

Quando o individuo cheira alguma parte do recinto

Esse estudo

=]

<

S

s e

S 8n 1

= Tempo despenQ1do dentro Tempo despendido dentro da caixa Kitchen e Martin, 1996
oS do abrigo

2

=

%]

o

]

=) TSR , C o~ .

= .g Fora de visio Quando o individuo esta em um local fqra da visdo da pesquisadora, que Oliveira, 2016
s> ndo o abrigo
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Estereotipias

Andar ou correr repetidamente sobre a mesma rota ou circuito dentro do

Pacing . . Kitchen e Martin, 1996
recinto sem objetivo aparente.
Os individuos se locomovem como se estivessem procurando algo. Se
Locomovendo . . ) . :
. diferencia do pacing pois ndo tem uma rota definida, eles somente andam Esse estudo
estereotipicamente

pelo recinto

Circundando (circling)

Quando o individuo anda em circulos dentro do recinto

Prescott and Buchanan-Smith,
2004

Entrar e sair da caixa ou
sair e entrar na caixa

O individuo entra e sai repetidamente da caixa sem motivo aparente.

Esse estudo

Andando para tras

O individuo se locomove com orienta¢cdo caudal-cranial.

Esse estudo

Cambalhotas

Quando o individuo faz cambalhotas para tras dentro do recinto de forma
repetitiva ou ndo

Berksonet al 1996

Giro de cabega

Quando o individuo gira a cabeca para traz sem motivo aparente

Prescott and Buchanan-Smith,
2004

Movendo o pote

Quando um individuo arrasta ou puxa o pote de d4gua ou alimento dentro
do recinto.

Esse estudo

Mordendo ou lambendo
recinto

Quando o individuo morde ou lambe troncos ou grades do recinto

Stevenson and Poole, 1976
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Comportamentos anormais

Estimulagao anal

Ocorre uma estimulagdo anal com os membros dianteiros com o intuito de
estimular a defecagdo. Pode ser realizada pelo proprio individuo ou por
outro individuo. Normalmente apo6s esse comportamento o individuo que
realizou a estimulagdo cheira as fezes defecadas, e ingerem (coprofagia)
ou descartam as fezes

Esse estudo

Cheirando fezes

Quando um individuo apés o comportamento de estimulagdo anal, cheira
as fezes.

Esse estudo

Danca

Quando o macho solicita que a fémea estimule o seu anus se movendo ao
redor dela

Esse estudo

Ingestdo de urina, fezes ou
esperma

Lamber ou comer/beber urina, fezes ou esperma

Birketet al, 2011

Comendo o proprio

Quando um individuo ingere o proprio vomito.

Esse estudo

vomito
R
g
§ Vocalizar Animal parado emitindo algum som Stevenson and Poole, 1976
e
>
=
é’“ Cocar-se Quando o individuo coga alguma parte do corpo com as maos Stevenson and Poole, 1976
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Anexo 3 — Validacio do protocolo experimental de extracido e dosagem de metabolitos

fecais de glicocorticoides para o mico-leao-preto

Introduciao

Eventos estressantes provocam a ativagdo do eixo hipotadlamo-hipo6fise-adrenal (HHA) em
vertebrados, que resulta na produgdo e liberagdo de hormonios glicocorticoides (GC- cortisol
em primatas) pelo cortex da adrenal (SAPOLSKY et al, 2000). Apds a circulagdo desses
hormoénios na corrente sanguinea, eles sdo metabolizados pelo figado e rins
(HEINSTERMANN et al, 2006; WHEELER ef al, 2013) e entdo os metabdlitos sdo
eliminados pela urina e pelas fezes. Gracas a essa metabolizacdo promovida pelo figado e
rins, os metabolitos que sdo eliminados pela urina e pelas fezes, geralmente apresentam
pouquissima presenga do horménio em sua forma natural (HEINSTERMANN et al, 2006;
BROWNIE, 1992). Além disso, devido a passagem desses GCs pelo sistema digestorio, existe
um atraso entre a liberagdo do hormdnio na corrente sanguinea e o aparecimento dos
metabdlitos desse hormonio nas fezes. Assim, a produ¢ao, metabolizacao e excrecao de GCs
pode diferir em diversos aspectos entre espécies, € mesmo entre individuos da mesma espécie
mas de sexos diferentes (TOUMA et al, 2003; HEINSTERMANN et al, 2006; WHEELER et
al, 2013). Dessa forma, para que se possa utilizar dados obtidos através da dosagem de
metabolitos fecais de glicocorticoides (MFGs) como biologicamente significativas e
devidamente interpretadas, a validacdo desse protocolo experimental deve ser devidamente

realizada (WHEELER et al, 2013).

Desafio de ACTH

Ensaios Imunoenzimaticos (EIA) sdo comumente utilizados para dosagem de MFGs,e se
baseiam na ligacdo dos metabolitos hormonais a anticorpos policlonais. Dado que a afinidade
dos MFGs de cada espécie ao anticorpo ¢ desconhecida, a validagdo do protocolo
experimental ¢ de suma importancia. A validacdo fisiologica do protocolo de dosagem dos
MFGs consiste em uma inje¢do de hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) sintético, que
induz a liberagcio de GCs na corrente sanguinea (DESBOROUGH, 2000). O resultado
esperado para que o método seja considerado validado, ¢ um pico de MFGs ap0s a injecdo de
ACTH. O tempo para o aparecimento deste pico nas fezes também ¢ um dado importante a ser

obtido deste experimento.
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O objetivo desse trabalho foi validar o protocolo experimental de extragdo (PALME,
2005) e dosagem (PALME E MOSTL, 1997) de metabdlitos fecais de glicocorticéides para o

mico-ledo-preto.

Local e sujeitos do estudo

O experimento de validagdo foi realizado no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
(CPRJ), localizado no municipio de Guapimirim, Rio de Janeiro.

Para o experimento de validagdo foram utilizados seis individuos (Tabela 1): quatro
machos e duas fémeas. Os individuos estavam separados em trés diferentes recintos: um
recinto com uma familia (um casal e um filhote macho em idade adulta); um recinto com dois
machos; e um recinto com uma familia com filhotes juvenis dos quais somente a fémea adulta
foi utilizada. Antes do inicio do experimento, todos esses seis individuos foram habituados a
presenca da pesquisadora, tanto em frente ao recinto para a coleta de dados comportamentais,

quanto dentro do recinto para a coleta de fezes.

Procedimentos

Tanto os dados comportamentais quanto as fezes foram coletadas durante os cinco dias de
duracdo do experimento de validagdo (entre os dias 20 e 24 de junho de 2016): dois dias antes
da injecdo, o dia da injecdo e dois dias subseqiientes a injecdo. As fezes foram coletadas
durante esses cinco dias para que se pudesse tracar um perfil de MFGs, com niveis mais
basais nos dias anteriores e posteriores ao desafio, € com um pico apos a injecao de ACTH.

No dia do desafio, com o auxilio dos tratadores do CPRJ e dos veterinarios responsaveis
(Prof. Dr. Alcides Pissinati e Dr. Silvia Bahadian Moreira), os animais foram capturados com
um puca e pesados. De acordo com essa informagao, foi administrada entdo uma unica dose
de ~31 IU/kg de Synacthen (Acetato de Tetrocosactide) intramuscular em cada sujeito
(HEINSTERMANN et al, 2006). Esse procedimento se iniciou as 11:00h e durou uma hora
para todos os individuos, sendo que o tempo entre a captura e a inje¢do nao passou de 10
minutos. Os animais vocalizaram muito durante o processo de captura e contengdo e ficaram

muito assustados o resto do dia apds a injecao.
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Tabela 1: Lista de individuos que participaram do experimento de validagdo, seus pesos, quantidade de ACTH
administrado, e horario da injecdo.

Individuo Tratamento s tllf(;bli)(:)k Sexo Peso Quaztci(rlralflle de H(i);;i:égoda
M1 Familia #486 Macho 650g 0.18 ml 11:15
M2 Familia #312 Macho 700g 0.21 ml 11:00
F1 Familia #408 Fémea 600g 0.18 ml 11:09
M3 Dupla de #387 Macho 680g 0.18 ml 11:24

machos

Familia com

K6 filhotes

#481 Fémea 650g 0.18 ml 11:47

A coleta de fezes foi feita em rondas a cada uma hora e se deu das 7:00 as 17:00 h, periodo
de atividade dos individuos. Todas as fezes encontradas foram acondicionadas em eppendorfs
e identificadas em relagdo a data, horario, sujeito. Durante toda a semana da validagdo, eu
estava presente desde o momento que os individuos saiam da caixa de manha (6h) até eles
entrarem na caixa novamente no periodo da tarde/noite (17h). Dessa forma, evitamos a perda

de qualquer amostra no periodo da noite.

Extrac¢ao e dosagem
Os processos de extragao ¢ dosagem seguem o protocolo ja previamente descritos no

capitulo 1 e 2 dessa dissertagao.

Analise de dados

O método de extracdo e dosagem dos MFGs serd considerado validado se, apds a
administracdo do ACTH, surgir um pico pronunciado nos niveis hormonais (RANGEL-
NEGRIN, 2014). Sendo assim, a andlise qualitativa dos dados referentes a validacdo do
método de extragcdo e de dosagem dos glicocorticdides foi feita através dos célculos das
seguintes variaveis: 1) “basal” - a mediana dos valores de MFGs de todas as amostras
coletadas 48h antes da inje¢do; 2) “pico” — valor mais alto de MFGs apds a inje¢do para cada
individuo. Serdo considerados picos, os wild-outliers apontados pela funcdo de grafico de
caixa a partir da estatistica IBM SPSS 20; 3) “taxa de aumento”—divisdo entre as variaveis
"pico" e "basal"; 4) "Tempo até o pico" - intervalo de tempo entre a injecdo e o "pico"; e 5)

"tempo até a primeira amostra apos a inje¢do" - intervalo de tempo entre a injegdo e a proxima
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amostra. Além disso, foi elaborado um grafico demonstrando o perfil de MFGs para cada

individuo durante o experimento.

Resultado

Foram coletadas no total 171 amostras, em média 34 amostras de cada individuo que
foram enviadas para dosagem no Laboratorio do Prof. Dr. Rupert Palme na Universidade de
Medicina Veterinaria em Viena na Austria.

A taxa de aumento (valor calculados através da divisdo do “pico” pelo “basal”) foi em
média 24 vezes (mediana 15x) os valores basais. O tempo médio da injeg¢ao até o pico foi de

22h. Os individuos demoraram em média 3 horas para defecar apos a injecao (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores basais, picos (em nanogramas de metabolitos fecais de glicocorticoides por gramas de fezes
frescas), taxa de aumento, tempo até o pico e tempo até a primeira amostra apos a injegdo de ACTH encontrados
para o experimento de validagdo em micos-ledes-pretos.

Basal Pico Taxa de Tempo Tempo para primeira amostra apos a injegao
aumento  até o pico

M1 53 2360 44 24h 1h

M2 90 2570 29 22h 4h

F1 390 8565 22 20h 4h

F1* 999 3616 4 20h 4h

M3 349 4532 13 30h 3h
M3* 1428 3947 3 19h 3h

F6 305 4620 15 23h 2h
Medianas** 349 3947 15 22h 3h

*dosagem feita com anticorpo EIA 11-oxoaetiocholanolone descrito por Mdstl e colaboradores (2002)
**As medianas foram calculadas somente para o EIA cortisol descrito por Palme e Mdstl, 1997. Dessa forma, os
dois valores com (*) ndo foram incluidos nos calculos.

Primeiramente foram testados dois anticorpos (11-oxoaetiocholanolone descrito por
Mostl e colaboradores [2002] e cortisol descrito em Palme e Mostl [1997]) em dois individuos
(F1 e M3). A escolha do anticorpo foi baseada no perfil hormonal desses individuos (Fig. 1 e
2) e validou-se o EIA de cortisol descrito em Palme ¢ Mostl (1997). Foi entdo realizada a
dosagem para os demais individuos com o EIA de cortisol.

O pico de MFGs pos inje¢cdo de ACTH se da por volta de 20h (mediana 22h). Além
disso, pode-se notar nos dados hormonais, que a captura somada a injecio de ACTH em
micos ledes pretos parece ter um efeito prolongado nos individuos, j4& que picos sdo

observados ao longo de todo o dia seguinte a aplicacdo da injecdo (Fig. 1, 2, 3, e 4).
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Figura 1 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticoides durante a semana em que
foi realizada a validag@o do protocolo experimental de dosagem referentes a A) Fémea 1 dosado com EIA anti-
cortisol descrito por Palme e Mostl (1997) e B) Fémea 1 dosado com EIA 11-oxoaetiocholanolone descrito por
Mostl e colaboradores (2002). A seta em preto representa o dia e horario da injegdo de ACTH aplicada nesses
individuos. Os wild outliers estdo representados por pontos laranjas e os outliers estdo representados por pontos

brancos
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Figura 2 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticoides durante a semana em que
foi realizada a validagdo do protocolo experimental de dosagem referentes ao A) Macho 3 dosado com EIA anti-
cortisol descrito por Palme andMdstl, 1997 e B) Macho 3 dosado com EIA 11-oxoaetiocholanolone descrito por
Mostl e colaboradores (2002). A seta em preto representa o dia e horario da injegdo de ACTH aplicada nesses
individuos. Os wild outliers estdo representados por pontos laranjas e os outliers estdo representados por pontos
brancos

79



2500

e

2000

1500

1000

ng/g de fezes frescas

500

3000

=

2500

2000

1500

1000

ng/g de fezes frescas

500

Figura 3 —

7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17
dial dia2 dia3 diad dia5

Macho 2

od

7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17

dial dia2 dia3 diad dia5

Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticéidesdurante a semana em que

foi realizada a validacdo do protocolo experimental de dosagem referentes ao A) Macho 1 e B) Macho 2. A seta
em preto representa o dia e horario da injec3o de ACTH aplicada nesses individuos. Os wild outliers estdo
representados por pontos laranjas e os outliers estdo representados por pontos brancos

5000
4500

Z

3500
3000
2500
2000
1500
1000

ng/g de fezes frescas

500

Figura 4 —

Fémea 6

o

7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17

dial dia2 dia3 diad dia5

Perfil temporal de concentra¢des de metabolitos fecais de glicocorticdides durante a semana em que

foi realizada a validagdo do protocolo experimental de dosagem referentes & Fémea 6. A seta em preto representa
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Dessa forma, consideramos que o EIA de cortisol (Palme e Mostle, 1997) para

dosagem de metabolitos fecais de glicocorticoides é valido para a espécie L. chrysopygus.
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Anexo 4 - Variacao dos niveis de cortisol ao longo do dia em micos-ledes-pretos

Introduciao

O uso de medidas n3ao invasivas para avaliar o estresse, como hormonios
glicocorticoides, tem sido largamente usado nos ultimos anos (TOUMA et al, 2003).
Hormonios glicocorticoides (GCs - mais especificamente cortisol, em primatas) (ROMERO,
2002), em niveis basais, promovem o equilibrio energético, pois influenciam processos como
forrageamento e mobiliza¢do de glicose e lipidios, o que permite que os individuos atendam
suas necessidades energéticas diarias (MADLIGER e LOVE, 2012). Esses hormonios
também sao liberados no organismo em resposta a um estressor (agudo ou cronico), fazendo
com que o organismo mobilize reservas de energia, promova comportamentos de escape e
suprima atividades imunologicas e reprodutivas (SAPOLSKY, 1990). Desse modo, os niveis
de GCs podem variar muito de acordo com a necessidade dos organismos, o que torna os seus
niveis dificeis de serem interpretados (MADLIGER e LOVE, 2012). Esses niveis podem
variar de acordo com multiplos fatores (ROMERO, 2004; MADLIGER e LOVE, 2012), entre
eles o sexo e a hora do dia (TOUMA et al, 2003; TOUMA e PALME, 2005). Assim, para
consolidar o uso de materiais fecais para o estudo de hormdnios GCs ¢ necessario estabelecer
quais fatores podem interferir com a excre¢ao hormonal (RAMINELLI et al/, 2001). Dessa
forma, o objetivo desse trabalho ¢ analisar a variagdo de GCs (através de coletas de fezes) ao

longo do dia.

Procedimentos

A coleta de dados comportamentais e de fezes para determinar a variacao dos niveis de
glicocorticoides ao longo do dia (circadiana) em micos-ledes-pretos foi realizada no Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e teve a duracdo de cinco dias (29 de fevereiro a 4 de
marco de 2016).

Foram utilizados 11 individuos (8 machos e 3 fémeas) habituados a presenca da
pesquisadora em frente ao recinto, e também dentro do recinto para a coleta de fezes. Esses
individuos foram mantidos em diferentes tratamentos que diferiam em relacdo a composicao

de grupo, como pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1 — Tratamento, sexo e nimero do studbook dos 11 individuos utilizados no experimento.

Individuo Tratamento Sexo Numero do studbook
M1 Familia Macho 486
M2 Familia Macho 312
F1 Familia Fémea 408
F2 Familia Fémea 487
M3 Dois machos Macho 387
M4 Dois machos Macho 488
M5 Casal Macho 427
F3 Casal Fémea 366
M6 Gaiola individual Macho 431
M7 Gaiola individual Macho 437
M8 Gaiola individual Macho 428

A coleta de fezes foi feita em rondas a cada uma hora durante o periodo de atividade dos

micos (das 7:00 as 17:00 h). Todas as fezes encontradas foram acondicionadas em eppendorfs

e identificadas em relacdo a data, horario, sujeito.

Analise de dados

Para determinar como os niveis de MFGs variam ao longo do dia foi realizado foi

elaborado um grafico demonstrando o perfil de MFGs para cada individuo durante o periodo

de coleta de fezes para esse experimento. Foi realizada a retirada iterativa de outliers

selvagens e outliers pela fungdo de grafico de caixa a partir da estatistica IBM SPSS 20 para

que fossem apontados outliers e outliers selvagens nos graficos de cada individuo.

Resultados

Foram extraidas e dosadas no total 328 amostras de fezes para esse experimento, sendo

que cada individuo apresenta uma média de 29 amostras.

83



Macho 1

=
g

350

300

250

200

150

ng/g de fezes frescas

100

50

7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h 9h 11h 13h 15h 17
dial dia2 dia3 diad dia5

600 Macho 2

=

500

300

200

ng/g de fezes frescas

100

7h 9h 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h Sh 11h 13h 15h 17h 8h 10h 12h 14h 16h 7h Sh 11h 13h 15h 17

dial dia2 dia3 diaa dia5

Figura 1 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticoides durante a semana em que
foi a analise da variagdo de MFGs de acordo com o ritmo circadiano referentes ao A) Macho 1 ¢ B) Macho 2. Os
wild outliers estdo representados por pontos laranja e os outliers estio representados por pontos branco
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Figura 2 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticdides durante a semana em que
foi a analise da variacdo de MFGs de acordo com o ritmo circadiano referentes ao A) Fémea 1 ¢ B) Fémea 2. Os
wild outliers estdo representados por pontos laranja e os outliers estio representados por pontos branco
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Figura 4 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticdides durante a semana em que
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wild outliers estdo representados por pontos laranja e os outliers estio representados por pontos branco
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Macho 8
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dial dia2 dia3 diad dia5

Figura 5 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticoides durante a semana em que
foi a analise da varia¢do de MFGs de acordo com o ritmo circadiano referentes ao A) Macho 6, B) Macho 7 ¢ C)
Macho 8. Os wild outliers estdo representados por pontos laranja e os outliers estdo representados por pontos

branco

88



1600 Variac¢ao do Ritmo Circadiano
1400
1200

1000

800

600

400 T :

200 | ]\ }) | P l— | g o /K
» \ ‘ ,‘ ; I \ A { / :

ng/g de fezes frescas

s — = e pSig =] = ~ D ‘
0 = .‘ S —— .
Cc £ € € € Cc . CccccCc c c o o o
N OO +dH onon 00 O N < ONO M W 00 O N < ON O M N
™ = ™ = e ™ = ™ = = o =
dia 1l dia 2 dia 3 dia 4 dia 5

—&o— Macho 1 —#— Macho 2 —#— Fémea 1 —<— Fémea 2 —¥%— Macho 3 —&— Macho 4

Macho 5 Fémea 3 Macho 6 Macho 7 —#— Macho 8

Figura 6 — Perfil temporal de concentragdes de metabolitos fecais de glicocorticdides durante a semana em que
foi a analise da variagdo de MFGs de acordo com o ritmo circadiano referentes a todos os individuos.

Nao foi possivel observar uma variagdo circadiana clara entre os individuos. Esses
padrdes parecem variar muito de individuo para individuo. Entretanto, em alguns individuos
0s picos parecem aparecer no periodo da manha (entre 9 e 11h) e alguns individuos parecem

apresentar maiores picos no fim da tarde (entre 15 e 17h).
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Anexo 5 — Efeito do isolamento social no comportamento e nos niveis de cortisol de uma

fémea de mico-ledo-preto

Introduciao

Para animais sociais como os primatas, o isolamento social pode ser interpretado como
um possivel estressor no ambiente de cativeiro, pois priva os individuos de estimulos sociais,
o que pode ter efeito no comportamento e também na fisiologia dos individuos (MORGAN e
TROMBORG, 2007; OLSSON ¢ WESTLUND, 2007). Esse isolamento durante o periodo a
infancia pode afetar o comportamento, processos cognitivos e habilidades sociais (CRONEY
e NEWBERRY, 2007; OLSSON ¢ WESTLUND, 2007). Na idade adulta, comportamentos
potencialmente indicadores de estresse sao mais comuns em individuos em isolamento social
do que em individuos em grupo (OLSSON e WESTLUND, 2007. PRICE e STOINSKI,
2007). Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi verificar quais foram as diferengas nos
comportamentos e nos niveis de glicocorticoides (através de coletas de fezes) dessa fémea em

grupo e em isolamento social.

Procedimentos

Dados comportamentais e fisiologicos foram coletados para uma fémea adulta (F2 —
ver Tabela 1) que foi submetida a dois tratamentos: grupo social (tratamento familia) em
recinto grande (15 dias durante o verdo - 25 de janeiro a 19 de fevereiro de 2016) e
isolamento social em recinto grande (15 dias durante o inverno - 30 de maio a 17 de junho de
2016). A mudanga de recinto foi feita devido a previsdo da transferéncia do individuo para
outro zooldgico que devia acontecer durante a coleta de dados do inverno. Assim, para evitar
que houvesse uma interferéncia nesse recinto com a remog¢ao dessa fémea, optamos por
transferi-la para outro recinto, de mesmo tamanho, antes do inicio da coleta de dados (27 de
maio de 2016). Entretanto, devido a problemas burocraticos relacionados a documentagao de
viagem dessa fémea, ela acabou ficando no CPRJ durante toda a coleta de dados de inverno,
em um recinto em isolamento social e visual, mas com contato auditivo com os individuos do
seu antigo grupo.

Para a andlise de dados, foram calculadas as frequéncias relativas de cada categoria
comportamental desta f€émea por dia e por periodo do dia (manha e tarde). Essas frequéncias
foram calculadas pela divisdo de todos os pontos de cada categoria (soma de pontos de todos
os comportamentos dentro de cada categoria como observado no etograma) pelo total de
ocorréncias registradas durante toda a coleta de dados. Foi realizada entdo uma MANCOV A
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para avaliar se as categorias comportamentais e niveis hormonais (MFGs) dessa fémea
diferiam em um recinto com sua familia e um recinto onde ficou isolada, com temperatura e
luminosidade como covariaveis.

Ambas as covariaveis ajustaram os valores do modelo (para temperatura p<0.001 e
para luminosidade p<0.01). A composicdo do grupo influencia significativamente os
comportamentos (p<0.05) de F2, quando luz e temperatura foram controladas. Somente a
frequéncia dos comportamentos as estereotipados ¢ afetada pela composicdo do grupo

(p<0.05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncias relativas médias e desvio padréo de cada categoria comportamental da fémea
que sofreu uma mudanga de recinto durante os experimentos. Os valores significativos de p
apresentam um (*).

Fémea 2 em Fémea 2 em Valores de
Familia Isolamento p

Niveis deMFGs 224 422 .597
Inatividade 0.112 0.017 .597
Vigilancia 0.388 0.440 411

Alimentacao 0.059 0.073 .857
Deslocamento 0.140 0.114 .587
Comportamento Agonistico 0.006 0.005 .367
Comportamento de Manutengao 0.003 0.010 .186
Comportamento Territorial 0.014 0.015 .054
Comportamento Auto-direcionado 0.002 0.003 .768
Exploragdao de ambiente 0.006 0.010 .923
:EI::: despendido dentro do 0.033 0.001 s
Cocar 0.030 0.058 .304
Vocalizar 0.011 0.015 779
Comportamento Anormal 0.022 0.005 .336
Estereotipias 0.053 0.231 .011*

Nota-se que houve um aumento significativo na frequéncia de estereotipias apds a
mudanca da fémea 2 para um recinto em isolamento. Também houve uma diminuigao
significativa de comportamentos sociais positivos, o que € justificado pela auséncia de co-
especificos no recinto em isolamento. Houve também um aumento nos niveis hormonais

médios embora ndo tenha sido significativo (Tabela 1).

92



Bibliografia

Morgan, K.N.; Tromborg, C.T. 2007.Sources of stress in captivity. Applied Animal
Behaviour Science, 102, 262-302

Olsson, 1. A. S., Westlund, K. 2007. More than numbers matter: The effect of social factors
on behaviour and welfare of laboratory rodents and non-human primates. Applied Animal
Behaviour Science, 103, 229-254.

Price, E.E. and Stoinski, T.S. 2007. Group size: Determinants in the wild and implications for
the captive housing of wild mammals in z6os. Applied Animal Behaviour Science, 103,
255-264

93



	Paula Custódio Bertoli
	Análise fisiológica e comportamental de micos-leões-pretos em cativeiro: uma avaliação do nível de estresse
	Raminelli, J.L. et al. 2001. Morning and afternoon patterns of fecal cortisol excretion among reproductive and non-reproductive male and female common marmosets, Callitrix jacchus. Biological Rhythm Research,32,159–167.
	Touma, C; Palme, R. 2005.Measuring Fecal Glucocorticoid Metabolites in Mammals and Birds: The Importance of Validation. Annals of the New York Academy of Sciences, 1046, 54–74.

