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CAPITULO 1

PROLOGO



1. Biodiversidade

Os novos desafios impostos pelo século XXI incluem a definicdo e aplicacdo de
estratégias conservacionistas, em carater de urgéncia, de modo a conservar a biodiversidade,
diminuindo os danos causados as espécies (flora e fauna) em decorréncia das atividades
humanas em dareas criticas (MURPHY,1997). Entre estas, estdo as florestas umidas que
sofrem pressao antrdpica intensa, o que no caso da Floresta Atlantica, culminou na perda de
mais de 90% de seu territorio original (WILSON, 1997). Como conseqiiéncia, algumas
espécies foram extintas, sendo que algumas delas desapareceram antes mesmo de terem sido
descritas.

Uma das espécies endémicas da Floresta Atlantica é o papagaio-de-cara-roxa
(Amazona brasiliensis; Fig.1), cuja area de ocorréncia ¢ o complexo estuarino-lagunar
litorAneo, numa faixa territorial continua de 3.075 km? desde o sul do Estado de Sdo Paulo
at¢t o norte de Santa Catarina (SCHERER-NETO 1989; MARTUSCELLI, 1995;
CAVALHEIRO, 1999; SIPINSKI, 2003). Parte da area norte da Baia de Paranagud, no
Estado do Parana, onde se concentra 70% da populacdo de papagaio-de-cara-roxa, tem
aproximadamente 4900 individuos (SIPINSKI, comunicacdo pessoal, 2006), foi considerado
pela UNESCO como Reserva da Biosfera em 1991 (SIPINSKI, 2003; Fig 2) e este fato deve
ter contribuido para que a espécie, que se encontrava na categoria de extingdo critica em
1995, passasse para a categoria de espécie vulneravel, no ano de 2004 (MIKICH e BERNIOS,

2004).



Figura 1 — Exemplar macho de Papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis) mantido no
acervo do Departamento de Zoologico de Curitiba — Prefeitura Municipal de Curitiba.
Curitiba, PR 2003 —2004. Foto: Alessandra Martins.
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Figura 2 — Mapa da Baia de Paranagué (Parand) onde se concentra a maior parte da populagao
de papagaio-de-cara-roxa, evidenciando a Ilha Rasa, um dos principais locais de procriagao da
espécie em seu habitat natural — Fonte: SPVS — Curitiba, PR, 2006.



2. Papagaios em cativeiro

Psitacideos sdo mantidos em cativeiro por varios motivos, tais como a obtengdo de
aves de companhia ou pela raridade de algumas espécies para os colecionadores. Estes dois
motivos fomentam o mercado ilegal de animais silvestres, responsaveis pela predagdo de
ninhos de papagaios (WRIGHT et al., 2001), o que se constitui numa das principais ameagas
de extingdo, juntamente com a perda de habitat.

Alguns programas de reproducdo de aves em cativeiro tém o objetivo de recuperagao
de espécies ameacadas de extingdo e na América Central a recupera¢do da populacdo do
papagaio-de-porto-rico (4dmazona vittata) ¢ um exemplo da procriagdo em cativeiro com a
finalidade de soltura em habitat original (WHITE JR. ef al., 2005). VILELLA' (comunicagao
pessoal) relatou que se utilizaram técnicas de enriquecimento ambiental, incluindo a
confec¢do de caixas-ninho simulando a situacdo encontrada no habitat original, além de
cameras de monitoramento com a finalidade de acompanhar o desenvolvimento dos animais,
diminuindo o estresse causado pela presenca humana durante a fase de incubagdo e cuidados
com os filhotes, e evitando a dependéncia dos humanos. Tais pesquisadores conseguiram
reproducdo em cativeiro e um grupo de animais pode ser reintroduzido em seu habitat natural.
Porém, antes que este grupo de papagaios nascidos em cativeiro retornasse a vida livre, foi
necessario que aprendessem a reagir com o ambiente natural, sendo um dos treinamentos mais
drésticos, o de aprender a fugir do predador (no caso um gavido), em que se criou a simula¢ao
do ataque do predador, causando um momento estressante muito forte, mas fundamental para

a sobrevivéncia.

! Palestra proferida no Museu de Historia Natural do Capdo da Imbuia, Departamento de
Zoologico: “Plano de Recuperagdo do Papagaio de Porto Rico”, Prof. Dr. Francisco J.
Vilella, junho de 2005, Curitiba, Pr.



O Programa de Conservacdo do Papagaio-de-cara-roxa tem o apoio da Fundagdo
Nacional de Meio - Ambiente para a conservacdo desta ave em seu territorio natural, que ¢é
conduzido pela Sociedade de Prote¢do da Vida Selvagem e Educacdo Ambiental, e o plantel
que se encontra alojado no Zooldgico de Curitiba, que € o objetivo deste estudo, destina-se a
pesquisa na area de biologia, medicina veterinaria e reprodugdo. Se houver necessidade de
reposi¢do populacional, este estudo sera um dos embasamentos cientificos para que tal
programa possa ser efetivado.

A manutencao de psitacideos seja para fins de exposicdo, colecdo ou mesmo como
aves de companhia, implica no controle do estado sanitario e do bem - estar do animal dentro
de pardmetros adequados para a espécie (RUPLEY, 1999). Entretanto, apesar do estado
sanitario ser de monitoramento relativamente facil, o bem-estar animal, ao contrario, ¢ dificil
de ser mensurado. Por exemplo, ndo existe uma defini¢do precisa para o termo bem-estar
animal, o que gera ainda muita polémica entre especialistas da drea. O tema central associado
ao conceito de bem-estar envolve principalmente a qualidade de sensagdes subjetivas por
parte do animal. Deste modo para se prover bem-estar, 0 ambiente de cativeiro deve atender
ao maximo possivel as necessidades imediatas e futuras do animal, de modo que ele se sinta
bem. O monitoramento do bem-estar animal baseia-se na avaliacdo de indicadores
comportamentais, fisioldgicos, clinicos ou patologicos. Comportamentos associados a dor,
medo, auto-mutilacdo, agressividade e apatia, por exemplo, bem como sinais claros de
doenca, sdo classicamente indicadores de que o bem-estar animal ndo esta sendo atingido. Por
outro, o sucesso reprodutivo, em todas suas etapas, normalmente s6 ¢ atingido quando os
individuos estdo em um ambiente favoravel, sendo sugestivo de bem-estar (VON HOLST,
1998). Para animais mantidos em zoologicos existe uma série de recomendagdes e protocolos

padronizados para que o bem-estar animal seja alcangado, bem como a defini¢ao de



parametros para a sua monitorizagdo, o que pode aumentar a chance de sucesso dos
programas de reprodug@o em cativeiro (SMITH, 2004).

Para o papagaio-de-cara-roxa ndo existem relatos cientificos de reproducdo em
cativeiro, entretanto, ja foram registrados nascimentos em alguns zoologicos e criadouros
europeus e brasileiros (LOW, 2006). Algumas caracteristicas da espécie como a auséncia de
dimorfismo sexual, a sazonalidade reprodutiva, a maturidade sexual relativamente tardia e a
monogamia duradoura, entre outras, podem ser consideradas dificuldades para se conseguir
manejar com sucesso e de modo estavel a reproducdo de grupos em cativeiro. Soma-se a isso
a dificuldade de adequar o ambiente de cativeiro frente a escassez de dados acurados sobre as

necessidades nutricionais da espécie bem como diagnostico sanitario (GUEDES et al., 2001).

3. Estresse

Um individuo em total condi¢do de satide e bem-estar possui a capacidade de reagir e
interagir com todos os estimulos percebidos, tanto os de origem socio - ambiental quanto os
de origem interna, como acontece com o ciclo reprodutivo, saciedade, fadiga entre outros. A
cada resposta gerada pelos estimulos uma pequena oscilagdo na homeostasia também ¢ gerada
e 0 organismo contrabalanga retornando ao estado inicial, ou seja, o de equilibrio (FOWLER,
1986). Dependendo da intensidade e/ou duragdo do estimulo, o desequilibrio pode ser
persistente, acarretando o envolvimento de respostas mediadas pelo Sistema Nervoso
Autéonomo e sistema enddcrino para o retorno do estado de homeostasia. Se o individuo
consegue adaptar-se ao estimulo por meio destas respostas, ndo hd comprometimento da
saude como um todo. Entretanto, a estimulacdo continuada deste conjunto de reacdes neuro-

endocrinas, pode prejudicar as funcgdes organicas, levando a estados variaveis de



comprometimento do bem-estar animal, sendo nesta condicdo, classicamente chamado de
estresse.

Em qualquer ambiente em que uma espécie viva, seja em vida livre ou em cativeiro, os
individuos estardo expostos a situacdes de estresse, o que ¢ um aspecto normal e
extremamente importante da vida, j4 que a resposta efetiva a estes desafios ambientais ¢
soberana para a eficiéncia biologica. Entretanto, o estresse cronico, caracterizado pela
presenca prolongada de um estressor, ou o estresse agudo, mais extremo, como aqueles
associados com uma situacdo nova e extremamente aversiva ou amedrontadora, é de muita
preocupacdo, podendo levar a imuno-supressdo, perda de peso, depressdo, apatia e mudangas
comportamentais de longa duracdo. Indicadores fisiologicos de estresse sdo normalmente
utilizados em estudos de bem-estar animal, sendo que o desenvolvimento de técnicas nao
invasivas de monitoramento aumentou a possibilidade de seu uso mais difundido para
monitorar animais em cativeiro, principalmente para espécies selvagens. Existe um consenso
de que a percepcdo por parte do animal da natureza da situagdo estressora ¢ o maior
determinante da intensidade de sua resposta. Por exemplo, onde o animal tiver algum controle
sobre o seu ambiente ¢ puder prever a ocorréncia do estressor, a resposta ao estresse sera
menor. Entretanto se um animal de vida livre por algum motivo (resgate de inundagdes,
vitima de trafico ou outras causas) passa a ser mantido em cativeiro, este pode ser considerado
um dos maiores estressores, ja que o animal encontra-se em um local com poucos recursos
estratégicos de fuga, além de estar em um ambiente imprevisivel, podendo levé-lo a sofrer de
estresse cronico. Ao contrario, um animal nascido e/ou criado em cativeiro (como ocorre com
psitacideos retirados de ninhos ainda filhotes), este se torna dependente dos cuidados
humanos, ¢ o cativeiro ¢ o seu ambiente seguro e previsivel. Mesmo quando ocorre a
mudanca de recinto, alguns poucos dias sao necessarios para a sua adaptacdo ¢ o estresse

cronico ndo ocorre, salvo em situacdes adversas, como por exemplo interferéncias de



visitantes (zoologicos), localizacdo inadequada de recinto com exposi¢do excessiva de calor,
vento ou frio, mudancas abruptas de alimentacdo. A funcdo da resposta de estresse ¢ manter a
homeostasia orgédnica, de modo que respostas comportamentais e fisiolégicas ocorram e
permitam ao animal reagir de modo satisfatorio ou adaptar-se a situag@o estressante. Quando
esta adaptacdo ndo ocorre de modo completo ou satisfatorio, o bem-estar animal pode ser
comprometido e, ai sim, passa a prejudicar a satide do animal (VON HOLST, 1998, SMITH,
2004).

A resposta ao estresse envolve a ativacdo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal,
estimulando o tecido adreno-cortical a sintetizar e secretar glicocorticoides em maior
quantidade (OGLESBEE er al, 1997, BENTLEY, 1998; GOYMANN et al, 2002;
DENHARD et al., 2003), sendo que nas aves, o principal glicocorticoide secretado ¢ a
corticosterona. A quantificacdo desta resposta adrenal ¢ utilizada como parametro enddcrino
de estresse, e pode ser feita tanto pela determinagdo da concentragdo do hormoénio plasmatico
bem como dos seus metabolitos excretados na urina ou fezes. Esta tltima, denominada
método de monitoramento ndo invasivo, pode ser aplicada para todos os hormonios
esteroides, podendo mensurar a atividade adrenocortical e gonadal, nas diferentes fases
reprodutivas, bem como verificar as intera¢des entre atividade adrenal e reprodugao.

O monitoramento de esterdides urofecais em aves de vida livre ou em cativeiro ¢
facilitado pelo método ndo invasivo, visto que permite a coleta das amostras seqiienciais e
com menores intervalos, ao contrario de amostras plasmaticas. Também o fato de ndo se
conter o animal evita a descarga adrenocortical, o qual pode mascarar os reais niveis de
esteroides circulantes. Entretanto, para a obtencdo de dados confiaveis ¢ recomendado
padronizar as amostras de fezes: colher as amostras no mesmo horario, observar fatores
ambientais, homogeneidade da amostra, armazenamento (MILLSPAUGH ¢ WASHBURN

2004). Validagdes para a quantificagdo de corticoides fecais em aves foram efetuadas tanto



para ensaios radio-marcados como enzimaticos (WASSER et al., 2000; GOYMANN et al.,
2002; DENHARD et al. 2003; RETTENBACHER et al., 2004).

Utilizando-se do monitoramento ndo invasivo em gansos, constatou-se que existe uma
relacdo entre corticoides fecais, comportamentos reprodutivos e sazonalidade (KOTRSCHAL
et al. 1998, 2000; HIRSCHENHAUSER et al. 2000). A baixa temperatura ¢ um fator
ambiental também estressante nas aves, encontrando-se relacdo negativa entre a temperatura
minima na noite anterior ¢ os niveis de corticoides fecais, sugerindo que a corticosterona esta
envolvida nos processos de termorregulacdo das aves (FRIGERIO et al. 2004). As interagcdes
sociais sdo particularmente importantes para aves monogamicas e para aves formadoras de
bandos, representando momentos particulares de ativagdo adrenal, como detectado por
HIRSCHENHAUSER et al. (2000). Ocorre uma maior agressividade por parte dos machos
durante o periodo reprodutivo, o que também ¢é observado em psitacideos, a qual pode ou nao
estar associada aos niveis circulantes de testosterona (MILLAM, 1999). Essa situacdo, tanto
para o agressor quanto para o agredido, representa uma situagdo de desafio, levando a

acionamento adreno-cortical.
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1. RESUMO
A excrecdo sazonal de corticoides urofecais foi mensurada em papagaios-de-cara-roxa
(Amazona brasiliensis) adultos cativos, distribuidos em recintos individuais (seis pares e um
macho solitario). A média global foi 12,60 + 0,32 ng/g (n=585 amostras fecais entre treze
individuos) em quinze meses, sendo menor no outono e equiparando-se nas outras estagdes.
Observou-se menor excrecdo de corticoides em trés casais “pareados” — afinidade de
comportamento reprodutivo (2003/2004), do que em casais “ndo-pareados”. No inverno trés
fémeas e trés machos foram contidos em gaiolas (coleta individual de fezes, duas
noites/semana) elevando a excregdo de corticoides. Aparentemente, 0s papagaios

apresentaram um padrdo dual de secreg¢do de corticoides: um basal e outro global associado

aos ajustes da estagdo reprodutiva, sendo alto na primavera e verdo. Conclui-se que a
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quantificacdo de corticoides urofecais em psitacideos pode monitorar a atividade
adrenocortical de animais em cativeiro, refletindo respostas aos estressores no cativeiro,
auxiliando o manejo reprodutivo.

Palavras-chave: papagaio-de-cara-roxa; corticoides fecais; sazonalidade; reproducio;
cativeiro.

2. ABSTRACT

Seasonal patterns of fecal corticoid excretion were analyzed in adult Red-tailed Parrots
(Amazona brasiliensis) in captivity (six pairs and one male). Global mean corticoid
excretion rate during the experiment (15 months) was 12.60 + 0.32 ng/g (n=585) and the
lowest levels were found in the Fall. Although breeding failed for the two breeding seasons,
in the three pairs that exhibited reproductive behaviors, corticoid excretion was lower than
for the unpaired birds. Three males and three females were kept in cages and their corticoid
excretion increased, suggesting stress. Parrots apparently have two patterns of fecal corticoid
excretion: basal, associated with physiological adaptations to environmental conditions, and
reproductive, with greater excretion during spring and summer. In conclusion: fecal corticoid
measurement is efficient for examining adrenocortical function in psitaciformes. Also, these
measurements may inform researchers about physiological adaptation to imposed stress in
captivity, and also may be used as an auxiliary tool to help pair-bond selection for captive
breeding.

Keywords: red-tailed-amazon; fecal corticoids; seasonality; reproduction; captivity.

3. INTRODUCAO
Os papagaios, principalmente os neotropicais, estdo entre as aves mais ameagadas do
planeta, com cerca de 31% das espécies em risco de extingao global (WRIGHT et al., 2001).

O papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis) ¢ uma espécie endémica da Floresta
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Atlantica, encontrado na regido litordnea sul-sudeste do Brasil (SCHERER-NETO, 1989;
CAVALHEIRO, 1999; SICK, 2001; SIPINSKI, 2003). Classificada como em perigo de
extingdo até 1995, atualmente, gracas as medidas conservacionistas, encontra-se como espécie
vulnerdvel (MIKICH e BERNIOS, 2004). A destruicdo do habitat e o trafico de filhotes,
normalmente retirados diretamente dos ninhos, sdo as principais ameagas para a espécie
(WRIGHT et al., 2001).

O género Amazona apresenta como caracteristica marcante a policromia com
predominancia da cor verde, tendo o papagaio-de-cara-roxa os lados da cabeca em azul,
garganta e vértice arroxeados, € nas retrizes observa-se uma faixa subterminal vermelha e
pontas amarelo-esverdeadas. Esta espécie tem ciclo reprodutivo sazonal no periodo de
Setembro a Margo, alcangando a maturidade sexual entre trés e quatro anos de idade com a
formagdo de casais monogamicos. Ocorre uma Unica postura de dois a trés ovos no ano, com
periodo de incubagdo de 27 a 28 dias, sendo o cuidado dos filhotes compartilhado pelo casal.
Os grupos estaveis interagem e geralmente ocupam as copas de arvores onde um individuo
exerce a fungdo de sentinela. Alimentam-se durante as primeiras horas da manha e durante o
resto de dia menos ativamente. Despendem a maior parte do dia em interagdes sociais e
repouso, alimentando-se novamente no final da tarde, antes de se recolherem para os locais de
dormitério (SCHERER-NETO, 1989; CAVALHEIRO, 1999; RUPLEY, 1999; SIPINSKI,
2003).

Um individuo necessita de aptidao para viver em seu ambiente, seja ele em vida-livre
ou em cativeiro, sendo a homeostase a condigdo basica para o organismo exercer as suas
funcdes; entretanto o ambiente, as relagdes sociais e até mesmo o proprio organismo geram
inimeros estimulos, sendo que alguns destes podem quebrar o equilibrio homeostasico,
determinando o estado de estresse. A resposta de um individuo a estimulos estressores

envolve a ativacdo do eixo hipotaldmico-pituitdrio-adrenal, com aumento da secrecao de
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glicocorticoides. Nas aves, o principal glicocorticoide ¢ a corticosterona (OGLESBEE et al.,
1997; BENTLEY, 1998), com secrecdo em resposta ao estresse, qualquer que seja o fator
estressante. Assim como em mamiferos, estes esterdides sdo metabolizados no figado e
excretados na urina e fezes (BACILA, 2003; TOUMA e PALME, 2005), podendo ser
quantificados para monitorizag¢do da fun¢do gonadal e adrenal, permitindo colheitas multiplas,
sem o estresse adicional provocado pela contengdo do animal e manipulagdo durante a
venipungao, gerando dados mais acurados do estado endocrino do animal em comparagao
com a dosagem sanguinea (TOUMA e PALME, 2005).

Os psitacideos enfrentam diferentes desafios no ambiente de vida livre, dependendo
da época do ano, tais como alteracdes na temperatura, luminosidade e disponibilidade de
alimentos. Entretanto, durante a estagdo reprodutiva o numero de fatores estressantes
aumenta, em decorréncia das interagdes sociais para formagado de casais, da maior necessidade
de alimento e da defesa de territorios e ninhos contra predadores. Nestes momentos, as
oscilagdes climaticas muitas vezes se sobrepdem as necessidades fisioldgicas nas repostas
organicas ao estresse (BREUNER e ORCHINIK, 2000). No ambiente de cativeiro algumas
destas varidveis podem ser controladas e mantidas constantes ao longo do ano como, por
exemplo, a oferta de alimentos, a luminosidade ou mesmo a temperatura ambiente, o que
poderia representar uma reducdo das condicdes de estresse e ganho no bem-estar animal e,
como conseqiiéncia, maior possibilidade de sucesso reprodutivo. Entretanto, por outro lado, o
cativeiro pode limitar o repertdrio comportamental das aves e introduzir novos fatores de
estresse como, por exemplo, a imposi¢do da presenca humana, ou a co-habitacdo forcada
entre individuos que ndo se “simpatizam” entre si (WAUGH e ROMERO, 2000). Portanto,
considerando todos os fatores que podem interferir no relacionamento entre os animais,

enfatizando a importancia das causas comportamentais, pode — se também considerar que a
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reproducdo de papagaios em cativeiro seja considerada um desafio para os especialistas da
area e, especificamente no caso do A. brasiliensis, sdo raros os relatos de sucesso.

A quantificagdo em aves de corticoides urofecais vem sendo utilizada para estudar o
efeito do estresse agudo ou cronico, sazonalidade, estado reprodutivo, idade, atividade
migratoria, organizagdo social, género, entre outros, sobre a funcdo adrenal (WASSER et al.,
1997, 2000; KOTRSCHAL et al., 1998, 2000; HIRSCHENHAUSER et al., 2000,2005;
CARERE et al., 2003; DEHNHARD et al., 2003; HARTUP et al., 2004, MILLSPAUGH e
WASHBURN, 2004; SCHEIBER ef al., 2005 TOUMA e PALME, 2005). Para algumas
espécies do género Amazona existem dados disponiveis de corticosterona sérica apos desafio
com corticotrofina (ZENOBLE et al.1985; LOTHROP et al., 1985; WALSH et al., 1985), ¢
ainda dois estudos com esterdides sexuais em fezes de psitacideos (LEE et al., 1999; DIAS,
2003). Entretanto, ndo existem dados publicados para corticdides urofecais em psitacideos
sendo este, provavelmente, um trabalho pioneiro para o género.

Deste modo, a quantificacdo longitudinal da excrecdo de corticoides urofecais em
papagaios-de-cara-roxa mantidos em cativeiro foi utilizada no presente estudo para testar a
hipotese de que a taxa de excre¢do de corticdides pode ser utilizada como um indicador do
bem-estar animal frente a desafios climaticos, reprodutivos e de manejo. Nossos objetivos
especificos foram: 1) testar se existe variacdo sazonal da atividade adrenocortical em
papagaios-de-cara-roxa mantidos em cativeiro e a existéncia de sua correlagio com a
temperatura e fotoperiodo; 2) testar a se existe uma relagdo entre excre¢do de corticdides e
aspectos reprodutivos; 3) testar se a excregdo de corticoides esta associada com variaveis do
manejo de cativeiro (rotina diaria, manutencdo da instalacdo fisica e manejos e contengdo em

gaiola).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e manejo

Treze adultos (sete machos, seis fémeas) de papagaios de cara-roxa foram estudados,
todos originarios de apreensdo pelo IBAMA — Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis, portanto animais ilegalmente mantidos em situacdo de
cativeiro e¢ habituados ao contato humano. Eles foram destinados ao Zoologico de Curitiba-
PR (25,4 S: 49,3 W) onde sdo mantidos no setor de manutengdo e reproducdo do sem acesso
do publico. Foram mantidos em um tnico recinto coletivo até trés meses antes do inicio do
estudo, quando foram transferidos para recintos menores contendo um solario (2,5x4,10x
2,6m) e um abrigo (2,5x1,2x2,6m), no qual estava disponivel uma caixa ninho. Neste
momento, foram pareados pelas preferéncias aparentes que eles demonstraram. A via de
passagem entre solario e abrigo foi mantida aberta o tempo todo, na maior parte do
experimento, de modo que os individuos de cada casal tinham acesso livre a todo o ambiente.
Modificacdes nesse manejo tiveram que ser feitas para permitir a colheita individual de fezes,
como sera explicitado posteriormente. Finalmente, um dos machos foi mantido sozinho em
um recinto maior (2,5x5,3x2,6m). O manejo de rotina diario consistiu-se em limpeza e
alimentagcdo dos animais, com dieta composta de frutas, castanhas, grios e suprimento de
ragio comercial para cdes (PROPLAN®- Purina) e 4gua ad libitum. Controle parasitario
profilatico foi feito semestralmente.

Apos a fase piloto do experimento, constatou-se que para a colheita individual de
amostras de fezes os individuos de cada casal deveriam ser separados durante um periodo do
dia. Deste modo, as fémeas foram mantidas dentro do abrigo, duas vezes por semana, durante
a noite anterior ao dia de coleta de fezes (~17:00 as 9:30), enquanto os machos, foram
restritos ao solario. Entretanto, durante o inverno, devido as baixas temperaturas, houve nova

modificagdo deste manejo ja que por recomendagdo dos curadores das aves, machos e fémeas
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tiveram que ser recolhidos no abrigo diariamente para pernoitar. Sendo assim, duas vezes por
semana, no dia anterior ao de coleta, trés machos e trés fémeas, eram separados em gaiolas
metalicas para aves de companhia (0,40x 0,40 m e 0,50 m), enquanto os seus respectivos
pares pernoitaram no abrigo.

Observagdes diarias do comportamento foram feitas pelo tratador e pesquisadores
envolvidos na coleta de fezes, utilizando-se o método de “vistoria” de rotina, passando
diariamente pelos recintos e observando os animais detalhadamente. Uma vez por semana
em cada recinto foram verificados os equipamentos e instalagdes. Os registros foram
qualitativos, para ocorréncia ou ndo de comportamentos de interagdo social harmonica, isto &,
foi observado se os individuos mantinham — se calmos, faziam limpeza das proprias penas,
alimentavam-se com calma e limpavam o bico no poleiro. Na estagdo reprodutiva, a
ocorréncia de corte (interpretada como real formagao do casal) foi constatada pelo aumento de
comportamentos sociais, dentre eles a limpeza social (limpeza mutua das penas, debicagem
das penas do parceiro, principalmente na regido da cabeca), oferta de alimento do macho para
a fémea, compartilhamento dos poleiros, bem proximos um do outro, brincadeiras entre si
(GUEDES e SCHERER-NETO, 2001). Também se observou a ocorréncia ou ndo de copula e
postura, sendo que esta Ultima era verificada diariamente pelo tratador, por meio da inspe¢ao
do ninho no momento da alimentacdo. E finalmente, o registro da ocorréncia da muda ou
troca das penas, fenomeno de caracteristica gradual, mas com perda maior de penugens e
penas sendo observada em determinado periodo, normalmente sinalizando o final do periodo

reprodutivo.

4.2. Coleta de amostras urofecais
Duas amostras de fezes semanais de cada individuo foram coletadas entre outubro de

2003 e dezembro de 2004. O piso dos recintos foi recoberto com filme plastico ao final do dia
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e, na manha seguinte, entre 8:30 e 9:30, todo o material fecal foi recolhido, embalado,

identificado e mantido a —20°C até o processamento e analise.

4.3. Extracao e dosagem dos corticéides urofecais

A extragdo dos esterdides foi feita segundo SCHWARZENBERGER et a/l.(2001) ¢
JAVOROUSKI (2003), e foi utilizado o material uro-fecal total. Em resumo, as amostras
foram homogeneizadas e uma aliquota de ~ 0,5g foi transferida para tubo contendo 5,0 ml de
etanol 90% (v:v em salina-fosfatada -PBS). Para monitorar a eficiéncia da extracdo, 100 pl de
3 H- Estradiol foi adicionado a cada tubo (~10.000 cpm), sendo os tubos, a seguir, agitados
por inversdo rotatoria durante 12 horas. Apds centrifugacao (1500 x g/15 min), o extrato foi
diluido 1:1 em PBS e armazenado a —20°C. O total de radiagdo recuperado por extrato foi
determinado apds contagem em cintilador.

Os corticoides foram quantificados por radio-imuno-ensaio de duplo anticorpo
(Corticosterone ICN Biomedicals, USA), previamente validado para o uso em aves
(WASSER et al., 2000). Os resultados, corrigidos para a eficiéncia da extracdo, foram
expressos em ng/g de material uro-fecal.

As temperaturas diarias foram obtidas do Sistema de Meteorologia do Parana
(SIMEPAR), para a regido e periodo experimentais, assim como o fotoperiodo (Tab. 1). Outra
variavel como umidade relativa do ar foi verificada, mas as suas correlacdes ainda carecem de
maiores esclarecimentos quanto ao seu efeito, tais como termos comparativos em ambientes

controlados para esta variavel.

4.4. Analise Estatistica
Corticoides urofecais foram comparados entre casais, sexo, manejo (mantido ou ndo

em gaiola) por ANOVA e teste de Duncan. Sazonalidade foi testado por ANOVA de medidas
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repetidas durante as quatro estagdes. Foi calculada a média (+ EPM) global para todas as
amostras e as médias por individuo, por casal, por género, por manejo (contido ou ndo contido
em gaiolas), e por estacdo do ano. Também foram determinadas as médias basais e de picos,
sendo considerados basais os valores remanescentes apds a exclusdo sucessiva dos valores

acima da média + 2 desvios padrio (picos).

5. RESULTADOS

5.1. Comportamento

Durante o periodo experimental o manejo adotado para a coleta de amostras nao
causou alteracdes de gravidade na satide ou comportamentais nos animais estudados, com
exce¢do de uma fémea contida em gaiola durante o inverno, a qual exibiu perda de penas na
regido do peito (provavel arrancamento); fato este relacionado com anomalias de
comportamento (BAUCK, 1977), o que nao exclui a possibilidade de ser uma resposta ao
estresse de contengdo. Em termos reprodutivos, o comportamento de corte foi observado
apenas em trés casais, nas duas estacdes reprodutivas (primavera), quando também se
observou maior agressividade dos machos nestes casais, porém sem observacdo de copula,
visto que as observagdes se limitavam as vistorias como se procede na rotina do Zoologico.
Uma tUnica fémea, nas duas estagdes reprodutivas, fez postura de ovos ndo fertilizados,
confirmados através da ovoscopia, no piso do recinto. Finalmente, a fase de muda foi
registrada em todos os animais, com durac¢do aproximada de uma semana, ocorrendo no inicio

do verdo, nos dois anos.

5.2. Corticdides urofecais
Foram analisadas 585 amostras urofecais, com uma eficiéncia média de extra¢do dos

esteroides de 92% e coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio (n=7) menores que 10%. A
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excrecao de corticoides durante todo o periodo experimental foi similar entre os sexos e teve
amplitude de 2,93 a 96,13 ng/g (média de 12,59 + 0,32 ng/g erro padrdo). A maioria das
amostras foi classificada como valor de excrecdo basal (9,87 £ 0,20 ng/g; n=465), mas 20%
das amostras foram consideradas taxas de excrecdo de picos (23,14 £+ 1,02 ng/g; n=120).
Variacdo sazonal na taxa de excrecdo de corticoides foi observada tanto em machos como em
fémeas (Fig.1), com diferencas nas médias globais e basais, por estagdo do ano (Tab. 1).

Diferengas individuais foram observadas, com médias globais variando desde 7,92 +
0,81 ng/g, no macho sozinho no recinto, até 17,35 + 2,37 ng/g, em macho pareado, mas sem
comportamento reprodutivo (Tab. 2). A andlise por casal evidenciou diferengas entre casais e
entre individuos de cada casal (Tab. 2). Detectou-se ainda uma menor (P< 0,05) excrecao
média de corticoides nos casa que apresentaram comportamento reprodutivo (11,69 = 0,41
ng/g, n=271) do que naqueles com auséncia de comportamento reprodutivo (14,05 + 0,52
ng/g, n=279). Durante o periodo de muda, o valor médio encontrado foi de 20,20 ng/g,
diferindo (P<0,05) do valor médio global para a estagdo reprodutiva (13,32 + 0,56 ng/g) e do
verdo (13,01 £ 0,89 ng/g).

O manejo de rotina aplicado aos animais aparentemente ndo causou variacdo na
excre¢do dos corticdides urofecais durante as estacdes da primavera, verdo e outono; ja a
contencdo das fémeas em gaiolas durante o inverno, cuja média global no periodo (15,27 +
0,92 ng/g) foi maior (P<0,05) que a dos machos contidos em gaiolas (13,26 + 1,27 ng/g) ou

dos individuos contidos apenas no abrigo (11,52 + 0,55 ng/g).
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Tabela 1. Corticoides urofecais em papagaios-de-cara-roxa (n= 13) em cativeiro nas quatro

estacdes anuais, com temperatura, umidade e luminosidade (médias + erro padrdo).Curitiba,

PR. 2003 —2004.

Primavera Verao Outono Inverno
(Set-Nov) (Dez-Fev) (Mar-Mai) (Jun-Ago)
13,3240,56" 13,01+0,89°  9,65+0,44°  13,21+0,43"
Globais
(n=196) (n=147) (n=100) (n=143)
Corticoides (ng/g)
9,92+0,22°  9,85+0,30"  8,44+0,29°  10,98+0,24°
Basais
(n=171) (n=98) (n=89) (n=107)
Temperatura (C°) 17,20£0,19*  20,19+0,14°  17,20+0,53"  14,70+0,21°
Umidade (%) 77,22+0,53"  79,26+0,38"  81,31£0,42°  79,96+0,58"
Fotoperiodo (h) 12,68+0,24*  13,47+,16° 11,44+ 031° 10,77+ 0,11¢

*Letras diferentes indicam diferencas (P< 0,05) entre as estacdes.
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Tabela 2. Corticoides urofecais em papagaios de cara-roxa (n=13) em cativeiro (casal e

individual), ocorréncia de comportamento reprodutivo, postura e contengdo, (médias + erro

padrdo) Curitiba, PR. 2003 — 2004.

Casal 1 Casal 2 Casal 3 Casal 4 Casal 5 Casal 6 Isolado
CASAL
Média corticoides 13,88 + 11,61 12,06 11,44+ 12,76 15,37 +1,25°
urofecais 0,65%° +0,86° +0,58" 0,57 +0,60°
(ng/g)
FEMEAS 13,39+0,72*
Meédia 15,87 + 9,59 + 9,80 + 10,36 = 12,70 =
corticoides 0,944 125%  045% 0544 057" -
urofecais -
(ng/g)
. - + + + - +
Corte
- + - - -
Postura
- - - + +
Contengdo em
. 17,35+ 2,37 7,92+0,81°
gaiola
11,29 + 13,33 14,77 + 12,28+ 12,83 - -
MACHOS ’ ’ ’ ’ ’
o 0,70° £1,15° 099" 0,90° +1,08* - -
Média de
corticoides i + + + )
urofecais + + + - -
(ng/g)
Corte

Contengdo em

gaiola

a/b : letras minusculas indicam diferencas significativas (P< 0,05) para as médias de corticoides urofecais

dos casais

A/B: letras maitisculas indicam diferencas significativas (P< 0,05) para as médias de corticoides urofecais

individuais

+/- : indicam efeito/ auséncia de comportamento e/ou manejo.
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6. DISCUSSAO

A possibilidade de analisar o perfil sazonal da atividade adrenocortical diante de dois
estimulos diferentes: aspectos reprodutivos (fator enddcrino) e manejo (interferéncia humana)
permitem que se avaliem importantes eventos deste grupo de papagaios, evidenciando
algumas diferencas interessantes entre os dois sexos bem como reconsiderando o estresse.

As comparagdes entre as estacdes do ano evidenciaram uma menor excrecdo de
corticoides durante o outono (P< 0,05), com niveis igualmente elevados nas demais estagoes
para machos e fémeas. Entretanto, considerando-se apenas a excre¢do basal média, o outono
continuou representado a estacdo com menor atividade adrenocortical, que pode estar
relacionado, para este grupo estudado, com atividade reprodutiva inativa nesta época do ano,
logo a atividade hormonal dos corticoides para a complementagdo das atividades impostas
pelo ciclo reprodutivo nesta época do ano sdo minimizadas, voltando a ter maior efetividade
no preparo da proxima estagdo de acasalamento. (KOTRSCHAL et al., 1998). A média do
inverno obteve um aumento em relagdo ao outono, se equiparando a primavera e verdo, sendo
maior para as fémeas. Apesar dos dados aqui obtidos serem preliminares, e considerando-se a
possibilidade de modulag¢des sazonais na agdo dos corticoides, por alteragdes na concentragdo
plasmatica de proteinas transportadoras e no niimero ou afinidade de receptores (BREUNER e
ORCHINIK, 2000), aparentemente existiu um padrdo dual para a atividade adrenocortical dos
papagaios ao longo do ano (BENTLEY, 1997; BREUNER e ORCHINIK, 2000). O primeiro
envolveria a atividade basal, talvez mais relacionada com as ajustes do metabolismo
energético frente as mudangas nas condigdes ambientais, com maior secrecdo de
glicocorticoides no inverno, quer seja para termorregulagdo (FRIGERIO et al., 2004) ou para
ajustes metabolicos antecipatdrios para a estagao reprodutiva, com inicio na primavera. O
segundo envolveria, além da atividade basal, uma maior reatividade das adrenais frente a

estressores, fortemente vinculada as necessidades metabolicas e comportamentais essenciais
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para a reprodugdo. Obviamente, sobrepondo-se a este padrdo, a ativacdo adrenal poderia
ocorrer a qualquer momento, em resposta a desafios adicionais, imprevistos, seja em cativeiro
ou em vida livre, como foi o manejo de contengdo em gaiolas, provavelmente como fator
adicional ao aumento de excre¢do dos corticoides nesta estagao.

O padrio observado em gansos domésticos, sem variagdo sazonal na excrecdo basal,
nem na resposta ao desafio com ACTH, porém com aumentos significativos nos corticoides
fecais quando confrontados com individuos estranhos ao grupo, apenas durante a primavera
(KOTRSCHAL et al., 2000), reforcam esta hipdotese. Os autores sugerem que, além dos
fatores do ambiente, a reatividade adrenal acompanha variagdes no investimento em
reproducdo, aumentando a secrecdo total de corticoides na estacdo reprodutiva, refletindo
maior atividade sexual, competicdo por parceiros e interagdes agonistas freqiientes. Em
gansos, o padrao de excrecdo de corticoides fecais apresenta variacdes nas diferentes etapas
do acasalamento, tendo a fase de pré-postura e postura com aumentos nos corticoides fecais
dos machos, que declinam quando a fémea inicia a incubacdo (HIRSCHENHAUSER et al.,
2000). Ainda, machos ndo pareados secretam mais corticoides do que os pareados e, durante a
fase de cuidados com os filhotes, apenas os machos em grupos familiares ndo reduzem a
excrecdo de corticoides (KOTRSCHAL et al., 1998, 2000). Apesar de ndo ter havido sucesso
reprodutivo no grupo aqui estudado, a alta taxa de excrecdo de corticoides na primavera e
verdo pode ser reflexo de interagdes reprodutivas, com diferencas entre os casais ditos “nao
pareados” e “pareados”, sendo que nestes ultimos, a excre¢do média foi menor e os machos,
possivelmente demonstrando um estado maior de alerta associado a reprodugdo, tiveram
maior excre¢do de corticoides em relagdo as fémeas. Fechando a estag@o reprodutiva, ocorreu
a mudanga de plumagem em todos os animais no inicio do verao, fazendo com que a média

global para esta estagdo também fosse alta.
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Analisando os valores médios individuais de corticoides urofecais, confirmou-se uma
esperada variacdo na resposta de cada individuo aos diversos fatores de estresse (CARERE et
al., 2003). Somando-se a isto, a alta variabilidade entre os individuos estudados pode
significar que as condig¢des experimentais, aparentemente homogéneas, impuseram fatores de
estresse diferentes para cada animal, enfatizando que a menor média individual encontrada foi
para o individuo solitario, que pode tanto refletir um padrdo individual como a auséncia de
fatores estressores que poderia originar-se da presenga de uma fémea compartilhando o
recinto. Em aves com estrutura social como a dos papagaios, onde os parceiros se escolhem
livremente, formando pares monogamicos (SCHERER-NETO, 1989; SIPINSKI, 2003), a
presenga imposta de um individuo do sexo oposto (devido ao pareamento inicial), por
exemplo, pode representar um estresse adicional. Isto pode ter implicado na maior excrecao
de corticodides nos casais ndo “pareados”, principalmente na primavera, concordando com
KOTRSCHAL et al. (2000), sendo que o grau de ativacdo adrenal varia conforme a estratégia
adotada frente ao confronto. Em passeriformes, por exemplo, ocorre aumento maior € mais
consistente na excre¢do de corticoides fecais nos animais que adotam a estratégia re-ativa,
com longa laténcia de ataque e alta ativagdo parassimpatica, do que nos de estratégia pro-
ativa, com baixa laténcia de ataque e alta atividade simpatica (CARERE et al., 2003).

Finalmente, outros aspectos do manejo utilizado no presente estudo podem ter
implicado na alta varia¢do entre os individuos, tal como a separagdo das fémeas durante a
noite, ao longo de todo o experimento, e a contencdo dos animais em gaiolas, durante as
noites de inverno, que provocou aumento significativo nos corticoides fecais das fémeas.
Entretanto, devido ao reduzido numero de individuos estudados e a sobreposicao de variaveis,
os dados nao sdo conclusivos. Apesar disso, a dosagem de esterdides sexuais que ja vem

sendo realizada para estes mesmos individuos, bem como a continuidade do monitoramento
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do grupo em estagdes reprodutivas sucessivas, poderdo esclarecer os varios pontos aqui

discutidos.

7. CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais aqui descritas e dados obtidos pode-se concluir que a
quantificag@o de corticoides urofecais em psitacideos € um método eficiente para monitorar a
atividade adrenocortical de animais em cativeiro, refletindo os ajustes fisiologicos frente aos
diversos estressores. As variagdes sazonais refletem a sobreposicdo de fatores ambientais
como temperatura e fotoperiodo com fatores comportamentais associados ao estado
reprodutivo sendo, tanto para valores globais como basais, o outono a estacdo de menor
atividade adrenocortical. Finalmente, a quantificacao de corticoides fecais, pode ser utilizada
como ferramenta auxiliar na formagao de casais para reproducao em cativeiro, com base no
perfil sazonal de excre¢do de corticoides, prevendo manejos e alteracdes com o plantel em

época de menor atividade adrenocortical (outono).
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Figura 1. Corticoides urofecais (ng/g; média =+ EPM) em machos e fémeas de papagaios-de-
cara-roxa, por estacdo do ano. Curitiba, PR. 2003-2004.
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