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CAPITULO 1



1- Consideragdes iniciais

1.1. Caracteristicas da familia dos Calitriquideos

A familia dos calitriquideos representa os menores primatas antropoides
do mundo, com peso variando entre 100g (Cebuella sp) e 600g
(Leontopithecus sp), sendo constituida pelos géneros Callithrix Erxleben, 1777;
Cebuella Gray, 1866; Saguinus Hoffmann Seggi, 1807; Leontopithecus Lesson,
1840; Callimico Miranda-Ribeiro, 1911 e Mico (RYLANDS et al.,, 2000),
caracterizada pela grande adaptabilidade ao ambiente natural, que inclui matas
secundarias, matas de galeria tipica de cerrado, jardins e pomares (RYLANDS
e FARIA, 1993; FERRARI, 1996).

Estes primatas sdo altamente adaptados a vida saltatoria arborea, com
locomocéo vertical pelos troncos, o que facilita sua alimentacdo. Todas as
espécies da familia dos calitriquideos s&o onivoras, alimentando-se de grande
variedade de material vegetal (exsudatos, sementes, flores, frutos, néctar
dentre outros) e animal (artropodes, moluscos e pequenos vertebrados)
(AURICCHIO, 1995). O consumo frequente de frutos pelos animais como fonte
de carboidratos ndo estruturais, de diversas espécies pode ser explicado pela
necessidade de uma dieta nutricional balanceada (AGUIAR et al., 2003).

Algumas caracteristicas morfoldgicas desses primatas sao auséncias do
terceiro molar, Orbita ocular presa no cranio, modificacdo das unhas,
manutencdo da forma preénsil do halux e reducdo no tamanho do corpo
(STEVENSON e RYLANDS, 1988; SGAI, 2007). O desenvolvimento dos
incisivos inferiores e adaptagcdes do intestino possibilitaram a estes animais a
extracdo e utilizagdo de goma das arvores. A atividade desses animais € muito
intensa, passam a maior parte do tempo se locomovendo (MIRANDA, 1997) e
despendem mais que 60% do dia em atividades de forrageamento (ERWIN e
SACKETT, 1990).

Normalmente, estes primatas possuem uma Unica fémea dominante por
grupo, que inibe a reproducédo nas outras fémeas através de comportamentos

agressivos e liberacdo de hormdnios ou sinais quimicos. Apesar dessa

1



dominéancia, os demais membros ndo apresentam hierarquia bem definida
entre si € em grupos estabelecidos, a agressividade é rara (STEVENSON e
RYLANDS, 1998).

Em Callithrix jacchus, a reproducdo nas fémeas é geralmente
relacionada a dominancia. A fémea dominante recebe pouca ou nenhuma
agressao, tem funcéo ovariana completa e sua prole sobrevive mais do que a
de subordinadas que por acaso venham a reproduzir, além da possibilidade de
fémeas dominantes matarem filhotes de subordinadas (LAZARO-PEREA,
2000).

O cuidado cooperativo da prole € a principal funcdo das fémeas néo
reprodutoras e distinguem-se dos demais primatas nao-humanos por
apresentarem uma estratégia reprodutiva de criagdo cooperativa, na qual os
filhotes permanecem com a familia até atingirem a idade adulta (AURICCHIO,
1995; ABBOTT et al.,, 1996). Em grupos familiares, os pais e irmédos mais
velhos também auxiliam no cuidado aos mais jovens (SNOWDOWN, 1996).
Este sistema parental tem sua légica no fato de que esta espécie produz
filhotes gémeos, o que torna quase impossivel a fémea arcar sozinha com a
criacdo dos filhotes até a maturidade. A presenca de um macho aumenta a
protecdo contra predadores, liberando a fémea para procurar alimentos e
produzir leite INGRAM, 1977).

A fémea apresenta-se sexualmente receptiva ao seu parceiro logo apés
o0 parto, podendo conceber nesta fase (DIXSON, 1993). O par reprodutor
apresenta alto indice de interacdo social (catacdo social, proximidade espacial,
contato fisico e interacdo sexual) com a formacéo de laco afetivo (ROTHE e
DARMS, 1993), sendo essas relagdes importantes para alguns aspectos de
seu sistema social, como o cuidado parental, defesa do territério e atividade de
forrageio (CAINE, 1993).

As interacdes sociais dessa espécie de primatas se dao principalmente
de trés formas: catacao, brincadeira social e contato corporal (YAMAMOTO et
al., 1991) e, segundo Ribeiro (2007), ndo existem diferencas comportamentais

entre saguis jovens e adultos.



O contato corporal que ocorre, em geral durante o descanso, em
Callithrix jacchus é bastante presente. Os animais ficam parados, encostados
uns aos outros, indicando alto grau de tolerancia entre os animais do grupo
(YAMAMOTO et al.,, 1991). A catacdo provavelmente funciona como uma
ferramenta para estabelecer e manter as relagbes sociais dentro do grupo,
sendo um dos principais recursos utilizados pelo macho para cortejar a fémea
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Da mesma forma, a brincadeira em grupo ou brincadeira social é
importante para o desenvolvimento das relagdes sociais e € comum a todos os
tipos de primatas, envolvendo pelo menos dois individuos (YAMAMOTO et al.,
1991); outro tipo de brincadeira muito comum entre os calitriquideos e demais
primatas € a atividade ladica com objetos, onde um individuo manipula um
objeto de uma maneira repetitiva (WALTERS, 1987; BURGHART, 1998).

O estudo do comportamento de brincadeira poderia auxiliar na avaliagéo
da frequéncia e qualidade das interacdes sociais, bem como na qualidade de
habitats em que vivem espécies ameacadas de extingcdo. O padrdo dessas
interacdes ao longo do tempo depende diretamente de fatores ecoldgicos,
como periodos de estiagem, tendo relacdo direta com a disponibilidade de
alimentos, ou seja, em periodos de estiagem e falta de recursos alimentares os
sagiis tendem a passar grande parte do dia em busca de alimento o que
acarreta na diminuicdo na atividade de brincadeira (OLIVEIRA et al., 2005). A
modificacdo de sua rotina e falta de alimento poderia levar os animais a um
quadro de estresse social.

A comunicacdo vocal € outro aspecto de extrema importancia para
animais que vivem socialmente, uma vez que permite o ajuste de relacdes
sociais relacionadas as variagbes no ambiente e flutuagbes fisiologicas
(MORTON, 1997). As funcdes propostas para estas vocalizacbes podem ser
divididas entre intra-grupais e extra-grupais. FuncOes extra-grupais se
relacionam com a defesa e atracdo de parceiros sexuais ou com a defesa de
recursos, enquanto as intra-grupais envolvem coordenacédo intra-grupal ou
alarme (OLIVEIRA e ADES, 2004).



Os saglis possuem habitos diurnos, sao territoriais e demarcam seus
territdrios  utilizando substancias odoriferas produzidas por 6rgaos
especializados (glandulas cutaneas de cheiro) e através da urina em alguns
processos como aproximacao de individuos que ndo fazem parte do grupo
(ALONSO, 1984). Estes sinais informam os limites territoriais (CHARLES-
DOMINIQUE, 1977; BARTECKI e HEYMANN, 1990; MERTIL-MILLHOLLEN,
2004), dominancia (SCHILLING e PERRET, 1987), estado reprodutivo
(EPPLE, 1986) e posicdo social do individuo no grupo (EPPLE, 1986;
WALRAVEN e VAN ELSACKER, 1992).

Esses animais apresentam hostilidade com animais estranhos, mesmo
que sejam da mesma espécie. Essa hostilidade tem sido interpretada pelos
pesquisadores como defesa territorial, manutencdo da exclusividade
reprodutiva e integridade social (SUTICLIFFE e POOLE, 1984; ARAUJO e
YAMAMOTO, 1993). Existem indicios de que a formacdo de novos grupos
pode ocorrer atraves da divisdo de um grupo e de sua area de uso, ou também
atraves de individuos que foram expulsos (STEVENSON e RYLANDS, 1988).

De um modo geral, podem-se dividir os periodos de vida dos primatas
em infantil, juvenil e adulto. A infancia é o periodo entre o nascimento e o fim
do desmame (PEREIRA e FAIRBANKS, 1993; STRIER, 2003). Durante esse
periodo os animais requerem cuidados diretos e indiretos, que podem ser
fornecidos pelos membros dos grupos, tais como termorregulacéo, catacao,
defesa contra predadores e transporte (STRIER, 2003). No periodo juvenil os
animais sao capazes de lutar, brincar e se sociabilizar (PEREIRA e
FAIRBANKS, 1993).

A alta taxa predatoria e a instabilidade do meio levaram esses animais a
possuirem caracteristicas adaptativas, proporcionando aos Calitriquideos
respostas precisas a eventos estressores (JOHNSON et al., 1996; SGAI,
2007).

Pela proximidade filogenética com os seres humanos, os calitriquideos
sao objetos de estudo para avaliar aspectos relacionados ao desenvolvimento

de doencas e parametros fisioldgicos, além de serem utilizados como modelos



experimentais nas areas de nutricdo, farmacologia e toxicologia (CLARK, 1994;
ABBOTT et al., 2003).

Em trabalhos usando sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus), Jhonson
et al. (1996) demonstraram que essa espécie apresenta diversas
caracteristicas que a tornaram modelo para estudo de estresse social, uma vez
gue apresentam e exibem resposta fisiologica e comportamental semelhante
aos humanos em situacdes que induzem ansiedade (BARROS e TOMAZ,
2002).

1.2. Definicéo e Fisiologia do Estresse

O termo estresse vem do inglés “stress” e foi utilizado para indicar
tensdo, pressdo ou insisténcia (CABRAL et al., 1997, MAGALHAES, 1998).
HANS SELYE introduziu o termo “stress” no campo da saude, em 1936, e
utilizou-se deste para designar a resposta geral ou inespecifica do organismo a
um estressor ou situacdo estressante (MARGIS, 2003; WIELEBNOWSKI,
2003). Ele definiu estresse como uma resposta inespecifica do corpo a
qualquer demanda, independente de sua natureza. Esta resposta incluia uma
série de reac0es fisioldgicas que ele denominou de Sindrome da Adaptacao
Geral, que por sua vez é definida como um processo constante e continuo, que
requer mudanga na estrutura, funcdo ou comportamento de modo que o
individuo esteja mais integrado com o ambiente (SMELTER et al.,1996).

Trés abordagens tedricas tém sido utilizadas para definir estresse
(SMELTER et al., 1996). Uma abordagem define estresse como resposta do
corpo a situagOes desafiadoras. Outra abordagem define estresse como um
estimulo ou a causa da resposta. A terceira abordagem define estresse como
uma transagao, que segundo Lazarus (1984), citado por Smelter et al. (1996),
seria como “uma relacdo particular entre o individuo e ambiente, que é
avaliado como prejudicial e que pde em risco o0 seu bem-estar”.

Segundo Margis et al. (2003), o termo estresse denota 0 estado gerado
pela percepcdo de estimulos que provocam excitacdo emocional e que ao

perturbarem a homeostasia, disparam um processo de adaptacao,
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caracterizado pelo aumento de adrenalina, produzindo diversas manifestacoes
sistémicas, com disturbios fisioldgicos e psicologicos (MARGIS et al., 2003);
portanto, o0 estresse representa uma resposta fisiolégica para um grande
desvio do esperado, capaz de perturbar o equilibrio homeostético
(MAGALHAES, 1998; ANDRADE, 2002; SMITH, 2003; WIELEBNOWSKI,
2003). De qualquer modo, é evidente que quando um individuo encontra-se em
situacdo de estresse, é provocada uma reacdo organica com a finalidade de
adaptacdo e, consequentemente, sobrevivéncia. Por outro lado, poderéo
ocorrer alteracdes patoldgicas e até a morte por incapacidade de resposta do
individuo ou por esgotamento dessa capacidade como, por exemplo, ndo
poder fugir (MAGALHAES, 1998).

Segundo Magalhdes (1998), o estresse pode ser identificado em trés
formas ou graus; em primeiro lugar, o euestresse implica em estimulos que
iniciam  respostas benéficas ao organismo, incluindo alterac6es
cardiovasculares, respiratorias, metabdlicas, entre outras; o estresse neutro
que através de estimulos pouco intensos, ndo causa dano ao animal e, por
altimo, o diestresse que pode ser prejudicial ao animal, comprometendo a
homeostase do organismo.

O estresse também pode ser classificado como agudo, que é o estado
em que um organismo se apresenta apos diminuicdo subita na previsao e/ou
controle de alteracGes relevantes. Nesse caso, os conflitos sdo curtos e de
intensidade exagerada; ou ainda como estresse cronico, sendo este a resposta
de um organismo quando alteracdes relevantes tém baixa previsao ou nao sao
bem controladas por um longo periodo de tempo (ANDRADE, 2002).

A resposta a percepcao do estresse é integrada no hipotalamo, o qual
coordena 0s ajustes necessarios para retornar ao equilibrio homeostatico.
Nesta resposta, inicialmente ha descarga do sistema nervoso simpatico,
seguida por uma reposta medulo-adrenal-simpatica e, finalmente, se o
estresse persistir, o sistema hipotalamico-hipofisario é ativado (SMELTER et
al., 1996). A resposta do sistema nervoso simpatico € rapida e de curta
duracdo. A noradrenalina é liberada na terminacdo nervosa em contato direto

com a respectiva terminacdo no 6rgdo, causando um aumento na funcdo dos
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orgdos vitais e um estado de ativacdo do corpo em geral. A freqiéncia
cardiaca e a pressdo arterial sdo aumentadas e ocorre vasoconstricdo
periférica.

Na resposta ao estresse, 0s impulsos sdo captados dos oOrgaos
sensoriais (olhos, ouvidos e pele) e o sangue desviado para os 06rgaos
abdominais e cérebro. O propésito destas atividades é fornecer melhor
perfusdo para os 6rgaos vitais (cérebro, coracdo e musculos esqueléticos). As
pupilas dilatam-se e aumenta a atividade cerebral, existindo assim um sentido
maior de consciéncia (SMELTER et al., 1996).

O sistema nervoso simpatico estimula a medula da glandula adrenal a
liberar os horménios adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea. A
adrenalina e noradrenalina também estimulam o sistema nervoso e produzem
efeitos que aumentam o nivel de glicose e aumentam a taxa metabdlica. Este
efeito € chamado de reacao de “luta e fuga” (SMELTER et al., 1996).

A fase de reacdo mais longa da resposta fisiologica, que ocorre
provavelmente com mais freqiiéncia no estresse crénico, envolve a via
hipotalamica-hipofisaria. O hipotadlamo secreta fator de liberagcdo da
corticotropina (CRF) que estimula a hipofise anterior a produzir o hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH estimula o coOrtex adrenal a produzir
glicocorticéides, principalmente cortisol, o qual estimula o catabolismo protéico,
liberando aminoécidos, estimula o figado a captar aminoacidos e a converté-
los em glicose e inibe a captacdo de glicose, agdo esta denominada
antiinsulina. Este efeito metabdlico induzido pelo cortisol fornece ao corpo uma
fonte imediata de energia durante uma situacao estressante (SMELTER et al.,
1996); por outro lado, o cortisol passa a agir também no timo, causando danos
ao sistema imunoldgico, que por sua vez aumenta a susceptibilidade a
doencas (GIARDINI, 2002).

As acles das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e cortisol séo
mais importantes nas repostas gerais ao estresse Outros hormonios também
sdo liberados durante o estresse, como por exemplo, o ADH (hormoénio
antidiurético) e aldosterona, que promovem a retencdo de sédio e agua, que é

um mecanismo de adaptacédo no evento de hemorragia ou perda de liquidos; o
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hormoénio do crescimento e glucagon séo secretados e estimulam a captacdo
de aminoéacidos pelas células, ajudando a mobilizar recursos energéticos; e a
endorfina que melhora o limiar de tolerancia ao estimulo doloroso (SMELTER
et al., 1996).

As causas que levam um individuo a uma situagdo de estresse foram
denominadas por Hans Salye como sendo agentes estressores ou exigéncias
que provocam uma resposta padronizada e nao exclusivamente de natureza
fisica, podendo ser emocional, como amor, alegria, 6dio, raiva e medo.

Os agentes estressores podem ser classificados de varias maneiras.
Kindlovits (1999) classifica os estressores em: somaticos (fisico), psicolégicos
e comportamentais. Entre os somaticos estao incluidos sons, sinais visuais,
odor estranho, contatos inesperados, calor, frio, pressao e efeitos de agentes
qguimicos; dentre aqueles chamados de estressores psicolégicos destacam-se
a apreensao, ansiedade, medo, frustracdo, pavor, novidade e fatores sociais;
e, por ultimo, estdo os comportamentais como isolamento, superpopulacéo,
proximidade de animais de espécies antagbnicas, fadiga de transporte,
exercicio muscular exaustivo, disputa territorial e/ou hierarquia entre animais
de um mesmo grupo, modificacdo de ritmo biolégico, jejum prolongado,
presenca ou ndo de fémeas no grupo social e privacdo de agua. Também
foram classificados o0s agentes estressores no grupo de estimulos
estressogénicos enddgenos, ou seja, agentes que estdo no organismo animal,
comprometendo seu estado de saude, tais como: dor, agentes infecciosos,
parasitarios, fungicos, virais, disturbios genéticos, metabodlicos e auto-imunes,
desnutricdo, cirurgias, confinamento, toxinas, queimaduras, cancer e
depressdo (MAGALHAES, 1988).

1.3. Neuroanatomia do Estresse

Para manter o equilibrio homeostéatico o organismo utiliza dois sistemas:
0 sistema nervoso e sistema endécrino (SMELTER et al., 1996; MAGALHAES,
1988). As acdes do sistema neural e hormonal sao integradas pelo hipotalamo

(SMELTER et al., 1996), o qual est& localizado na parte externa do encéfalo
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(DYCE et al., 1997), cercado pelo sistema limbico e hemisférios cerebrais. O
hipotalamo e o sistema limbico regulam as emocfes e varios comportamentos
viscerais necessarios a sobrevivéncia (SMELTER et al., 1996).

O sistema limbico € dividido em trés regibes (amigdala, hipocampo e
neocortex) que estdo diretamente relacionadas com a manifestacdo de
emocdes primarias, ligadas as expressfes comportamentais instintivas de
auto-preservacdo e sobrevivéncia das espécies, como defesa do territorio,
reacoes de ataque e defesa, cuidados com a cria, entre outros. As emocdes
envolvidas nesses comportamentos sdo ligadas ao medo, ira, apego aos
filhotes, sensacdo de bem-estar ou prazer, satisfacdo de necessidades
fisiolégicas como sede, fome e acasalamento, bem como sensacdo de
desconforto ou sofrimento fisico e mental, em situacdes adversas (PRADA,
1997).

A amigdala tem um papel chave ndo somente na agressdo, mas
também na motivacao que permite o animal distinguir entre estimulos positivos
(como recompensas) e estimulos negativos. No hipocampo uma comparacao €
feita entre as expectativas do animal e sua situagéo real, tanto sua posi¢cao no
espaco e quanto sua posi¢ao pessoal (como estados sociais) (LAWRENCE e
RUSHEN, 1993).

Outra area envolvida € a area pré-frontal ou neocortex, que consiste em
uma area de aquisi¢do evolutiva mais recente, sendo responséavel pelo livre-
arbitrio, capacidade de aprendizado, elaboracdo de estratégias, iniciativa, entre
outras. Esta area encontra-se presente ndo apenas no homem, mas também
em outros mamiferos como gato, cdo e chimpanzé. Isso sugere que 0s animais
tém fungdes mentais, embora mais acanhadas, tendo-se como referéncia o
ser humano. Quando ocorrem lesdes no neocortex 0s animais mostram, como
sintomas, as chamadas alteracdes de comportamento e personalidade. Assim,
tornam-se dementes e alheios aos estimulos do meio. Sintomas semelhantes
podem ser evidenciados em animais estressados, sejam abandonados,
maltratados, amedrontados, acuados ou aprisionados (LAWRENCE e
RUSHEN, 1993; PRADA, 1997).



1.4. Estresse e 0 Sistema Imunoldgico

Um dos primeiros cientistas a demonstrar experimentalmente a ligacao
do estresse com o enfraquecimento do sistema imunoldgico foi Louis Pasteur,
em 1822 (VILELA, 2006). Uma alteragdo precoce que se observa durante o
estresse é 0 aumento nos niveis dos horménios corticosterdides (cortisona)
secretados pelas glandulas supra-renais.

Em estados de agresséo, enquanto a cOrtex secreta cortisona, a medula
da glandula também participa, liberando norepinefrina (noradrenalina). Nas
situacOes estressoras de tensdo e ansiedade a liberacdo medular privilegia a
epinefrina (adrenalina). Vilela (2006) pode constatar em seu experimento, que
macacos submetidos a estresse obtiveram um aumento dos niveis de 17-
hidroxicorticoides, catecolaminas (epinefrina e norepinefrina), horménio
estimulador da tiredide e hormdnio do crescimento, enquanto se observava um
decréscimo dos hormdnios sexuais, invertendo-se essa situacdo a medida que
0 animal se recuperava.

As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) afetam as reacbes
imunoldgicas, seja por reagdo fisiologica como contragdo do baco ou por
estimulo de receptores especificos (adrenérgicos) na membrana celular,
podendo inibir assim respostas de anticorpos. Portanto, as células do sistema
imunoldgico encontram-se sob uma complexa rede de influéncia dos sistemas
nervoso e endocrino (VILELA, 2006).

Estresse interno (infeccdes) e externo (psicolégicos) pode ativar a
liberacdo de citocinas como IL-1 (interleucina-1), que por sua vez,
desencadeia fendbmenos periféricos e centrais. Perifericamente ocorre
liberacéo de citocinas pelos linfocitos, levando aumento de proteinas de fase
aguda, liberacao de cortisol pela adrenal e diminuicdo da atividade das células
natural Killer (NK). O aumento de cortisol por sua vez, funciona como
mecanismo de feedback negativo para inibir a resposta imunoldgica
exacerbada iniciada pela cascata de citocinas (KRONFOL e REMICK, 2000).

A liberacéo de citocinas pro-inflamatoérias pode alterar o comportamento

e humor, levando ao aparecimento de uma “sindrome comportamental”
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caracterizada por fadiga, mal estar, letargia, diminuicdo do apetite, anedonia e
hipersonia, baixa concentragéo, hiperalgesia e desinteresse pelas atividades
em geral. Este quadro ocorre tipicamente em individuos com infec¢cdes ou
situacOes de estresse (KENT et al., 1992).

Mediadores como neurotransmissores e hormonios diversos atuam
sinergicamente com outros produtos linfocitarios, macréfagos e moléculas de
produtos inflamatorios na regulacdo de suas acdes (VILELA, 2006). Os
glicocorticéides e catecolaminas liberados durante uma situacdo de estresse
modulam o sistema imunoldgico através de seus receptores especificos
presentes nas células alvo (PADGETT e GLAZER, 2003).

O estresse apresenta um efeito diferencial na funcdo imunoldgica. O estresse
agudo promove uma imuno-estimulacdo, enquanto que o cronico desencadeia
um processo de imunossupressao (DHABHAR e MCEWEN, 1997).

Situacdes de estresse também podem influenciar parametros
hematolégicos do animal, como a contagem de leucdcitos totais. Cunha et al.
(2005) verificaram que em animais da espécie Callithrix jacchus, submetidos a
situacdes de estresse agudo, tendem a apresentar aumento no niumero destas
células. Boere (2005) verificou que ndo existem diferencas entre animais
adultos e juvenis em relacdo ao numero de eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, leucocitos totais, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e neutrofilos
segmentados, em Callithrix penicillata.

Ao se avaliar o estresse deve-se utilizar mais do que um tipo de recurso,
como alteracdes comportamentais, sintomas clinicos, parametros fisiologicos,
indicadores bioquimicos, achados patologicos e indicadores imunologicos.
Entre os parametros comportamentais que podem ser medidos estéo incluidos
a higiene pessoal, apetite (consumo hidrico e alimentar), atividade,
agressividade, expressao facial, vocalizacédo, aparéncia, postura e resposta ao
manejo (ANDRADE, 2002). Entre os indicadores bioquimicos o0s mais
utilizados sédo a dosagem de cortisol, imunoglobulinas e leucécitos (ANDRADE,
2002; SMITH, 2003).

A dosagem de cortisol fecal € uma técnica nao invasiva que pode ser

usada para medir a resposta ao estresse. Essa técnica foi utilizada com Pan
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troglodytes (chimpanzé) utilizando como estimulo estressor a anestesia
(WHITTEN et al., 1998); além disso, a dosagem de corticosterona fecal em
primatas € um parametro na avaliacdo do bem estar em programas de
enriguecimento ambiental, pois primatas em cativeiro muitas vezes
desenvolvem uma diminuicdo, ou mesmo eliminacdo de seus comportamentos
naturais, que pode levar a eliminacdo da reproducdo e as vezes ao Obito
(HOHENDORFF, 2003).

Durante o estresse social agudo em macacos-de-cheiro, Saimiri scureus
(Linnaeus, 1758), foi observado um aumento do percentual de neutrofilos
segmentados seguidos de diminuicdo no percentual de linfécitos e elevacao
dos niveis de cortisol (COE e HALL, 1996). Cunha et al., (2005) demonstraram
gue animais da espécie Callithrix jacchus, de ambos os sexos, apresentaram
elevacdo na contagem global de leucocitos e de neutréfilos segmentados no

sangue periférico, quando submetidos a uma situagéo de estresse agudo.

1.5. Estresse e Comportamento

Primatas n&o-humanos submetidos a estresse tendem a desenvolver
uma série de alteracdes comportamentais (CUNHA et al.,, 2005), como
aumento do comportamento auto-direcionado (catacéo, toque e cogar), o qual
serve como indicador de estresse e ansiedade (HOHENDORFF, 2003).

Glatston et al. (1984), estudando dois grupos familiares de Saguinus
oedipus oedipus em jardim zool6gico, um exposto ao publico e o outro nao,
perceberam que 0 grupo exposto apresentava um maior contato fisico entre
seus membros e maior agressividade dos pais com os filhotes, com
consequente aumento da mortalidade infantil. Bayne e Novak (1998) reportam
alteracbes imunolégicas semelhantes as encontradas em humanos
estressados e em filhotes de micos-de-cheiro separados abruptamente de
seus pais, assim como desvios comportamentais surgidos com o isolamento
de animais ja adultos. Estudos revelam que a qualidade do ambiente social e
comportamental tem efeitos diretos sobre o funcionamento do sistema imune
(SNOWDOWN, 1996).
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Primatas ndo humanos ficam agitados, vocalizam mais e tem seus
niveis de cortisol aumentados quando separados de seus grupos ou de suas
crias (LEVINE et al., 1993; CHAMPOUX e SUOMI, 1994).

Os primatas do género Alouatta sp tem sido mantidos em cativeiro com
dificuldades devido & m4 adaptacdo da espécie, desenvolvendo quadros de
anorexia, inanicdo, Ulceras gastricas, infecgcbes secundarias e morte. Baixas
taxas reprodutivas também sao registradas nesta espécie, devido ao estresse
cronico. Outros primatas apresentam comportamentos estereotipados e
automutilacdo em virtude de um ambiente pouco atrativo (HOHENDORFF,
2003). Acredita-se que esse tipo de comportamento estereotipado ajude o
animal a se isolar mentalmente de ambientes com elevado grau de estresse
(DEL CLARO e FABIO, 2003), regulando o grau de excitacdo ou estimulacéo,
ou aumentando a previsibilidade do ambiente (CELLOTTI, 1986).

Em zooldgicos o meio social dos animais esta modificado, a densidade
e composicado das populacdes, bem como a reproducdo, sdo condicionadas
pelo manejo (ZECCHINI, 2002). Sendo assim, o cativeiro por si s6 é um fator
limitante ao animal e algumas espécies ndo conseguem adaptar-se a vida
cativa, desenvolvendo a chamada “sindrome da m& adaptacdo”, onde os
animais iniciam um processo de anorexia que pode leva-los a morte
(FEDULLO, 2001).

Ao longo do século XIX, o aparecimento de jardins zoolégicos em
diversas cidades européias e americanas, despertou um crescente interesse
da sociedade pelos animais silvestres. Entretanto, este interesse nao foi
acompanhado por uma preocupacdo com o bem-estar animal, promovendo a
morte de centenas de milhares de animais (KOEBNER, 1994).

No inicio do século XX conseguir animais da natureza se tornou mais
dificil, pois muitas espécies ficaram escassas devido a caca exagerada; além
disso, o0 governo de alguns paises passou a exigir pagamento para a liberacéo
dos animais, forcando os zooldgicos a se preocuparem em manter o bem-estar
de seus animais e, consequentemente, fazendo com que estes tivessem um
maior tempo de vida em cativeiro (KOEBNER, 1994).
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O bem estar animal é definido como um completo estado de saude
fisica e mental, em que o animal encontra-se em harmonia com seu meio
ambiente (MOLENTO, 2003); sempre que ocorre uma situacdo de estresse
esse bem-estar fica prejudicado (BROOM e MOLENTO, 2004).

Magalhdes (1998) demonstrou que animais expostos a um esforco
desencadeado por um estimulo percebido como ameagador a homeostase,
seja ele fisico, quimico ou psicossocial, tendem a responder de forma uniforme
e inespecifica, anatdmica e fisiologicamente. Esse conjunto de reacoes
inespecificas, na qual o organismo participa como um todo foi denominado de
Sindrome Geral da Adaptacdo (CABRAL et al., 1997; WIELEBNOWSKI, 2003),
que consiste em trés fases: reacdo de alarme, fase de resisténcia e fase de
exaustdo (MOBERG, 1985; CABRAL et al., 1997).

1.5.1. Fases da Sindrome Geral da adaptacdo

a. Reacao de Alarme

A reacgdo de alarme subdivide-se em dois estados, a fase de choque e
fase de contrachoque, tendo poucos estudos sobre esta dltima fase
(BALLONE, 1999).

O sistema nervoso autbnomo participa ativamente no conjunto das
alteracdes fisioldgicas durante a fase de reacdo de alarme. Este controla todo
0 meio interno do organismo, pela ativacao e inibicdo dos diversos sistemas,
visceras e glandulas. Durante a fase de choque predomina a atuacdo de uma
parte do sistema nervoso autbnomo chamado de sistema simpatico, que
proporciona descargas de adrenalina da medula da glandula adrenal e
noradrenalina das fibras pos-ganglionares para a corrente sanguinea. Ainda
durante o momento em que esta havendo estimulacdo estressante aguda (fase
de choque da reacdo de alarme), uma parte do sistema nervoso central,
denominado hipotalamo, promove a liberacdo de um horménio (CRF), que por
sua vez, estimula a hipofise a liberar outro horménio, o ACTH, que uma vez

estando na corrente sanguinea estimulara as glandulas supra-renais a secretar
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corticéides. Desaparecendo 0s agentes estressores, todas essas alteragfes
tendem a se interromper e regredir; porém, se por alguma razao o organismo
continuar sob a estimulacéo estressante, este € obrigado a manter seu esforgo
de adaptacdo. Entdo, uma nova fase acontecera denominada de fase de
resisténcia (BALLONE, 1999).

b. Fase de Resisténcia

A Fase de Resisténcia ocorre quando o individuo tenta se adaptar a
situacdo em que vive, procurando restabelecer um equilibrio interno e assim,
recuperar-se do desequilibrio sofrido na fase de alarme (CORREA e
MENEZES, 2002). A Fase de Resisténcia se caracteriza, basicamente, pela
hiperatividade da glandula supra-renal sob influéncia do diencéfalo, hipotalamo
e hipdfise. Nesta fase, mais crbnica, ha aumento no volume da adrenal,
concomitante a atrofia do baco e estruturas linfaticas, com continuo aumento
dos glébulos brancos do sangue (leucocitose). Se os estimulos estressores
continuam, tornando-se cronicos e repetitivos, a resposta comeca a diminuir de
intensidade, levando o organismo para a terceira fase, a fase de exaustéo
(BALLONE, 1999).

c. Fase de Exaustao

Esta fase ocorre quando comecam a falhar os mecanismos de
adaptacdo e ha um “déficit” das reservas de energia. A maioria dos sintomas
somaticos e psicossomaticos fica mais exuberante nessa fase. As
modificacdes bioldgicas que aparecem nessa fase se assemelham aquelas da
reacao de alarme, mais precisamente as da fase de choque. Mas, nesta fase o
organismo ja nado € capaz de equilibrar-se por si sO, ocorrendo faléncia
adaptativa (BALLONE, 1999).
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1.6. Estresse e Nutricdo

Existe uma relacdo estreita entre nutricdo, bem-estar, imunidade e
estresse. O estado nutricional tem grande influéncia no crescimento,
capacidade reprodutiva e longevidade dos animais, bem como na sua
habilidade em resistir a estresses ambientais e agentes patogénicos (KNAPKA
et al., 1995).

Uma das dificuldades em se estabelecer as necessidades nutricionais
de simios reside no fato das mesmas serem dinamicas, sendo afetadas néo
apenas pela espécie animal, mas também pela idade, sexo, status reprodutivo,
condicdo de saude, caracteristicas ambientais, dentre outros. Além disso,
diversos nutrientes interagem entre si quando sdo administrados ao mesmo
tempo, aumentando a complexidade da elaboracdo de dietas completas
(KNAPKA et al., 1995).

Um alimento balanceado adequadamente, destinado a alimentagao
animal € nutricionalmente completo quando reduz o estresse, minimiza
deficiéncias e melhora a competéncia imunoldgica (BUTOLO, 1998). O
estabelecimento de dietas adequadas a cada uma das espécies de primatas
nao-humanos é fundamental para que se assegure o0 bem estar desses
animais em cativeiro (KNAPKA et al., 1995).

1.7. Propolis

Etimologicamente, a palavra prépolis, de origem grega, significa: pro =
em defesa, e polis = cidade. As abelhas a utilizam para vedar frestas, recobrir
superficies irregulares ou insetos e eventuais invasores que morrem no interior
da colméia, com a finalidade de evitar sua decomposicdo (KOSONOCKA,
1990). Mobus (1972) relatou que a prépolis esta relacionada a vedacao da
colméia e ao bloqueio da ventilagdo, chegando a tal conclusdo ap6s observar
que as abelhas podem ou ndo utiliza-la, de acordo com as condi¢cbes

geograficas e climaticas em que se encontram.
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As abelhas elaboram a propolis a partir de secre¢des de arvores, flores
e folhas, recebendo ainda a adicdo de substancias secretadas pelo
metabolismo glandular das abelhas (BURDOCK, 1998). Villanueva et al. (1970)
compararam substancias encontradas na propolis com o material existente na
resina de algumas arvores e evidenciaram que a prépolis se origina destas
substancias. As resinas sdo misturas complexas de terpenos, flavondides e
substancias gordurosas e sua producado esta ligada ao crescimento vegetativo
das plantas, que é promovido por um horménio, a giberelina, que é um
terpendide; assim resinas em grandes quantidades sdo secretadas pelas
plantas durante o crescimento de apices vegetativos de folhas, caules ou
troncos, antes da floracdo (BASTOS, 1998).

A prépolis possui tons que variam do amarelo-esverdeado, passando
pelo marrom-avermelhado ao negro. E um material elastico que pode
distender-se em até 200% antes de romper-se, apresentando 1/11 da rigidez
da cera. Este material lipofilico apresenta aroma forte e caracteristico, em
consequéncia de uma fracdo volatil de &cidos fendlicos. Possui fortes
propriedades adesivas, representando um conjunto complexo de substancias
(55% de resinas e balsamos; 30% de ceras; 10% de 0leos volateis e cerca de
5% de polen) (BANKOVA et al., 2000).

Estudos realizados mostram que mais de trezentas substancias foram
identificadas em amostras de prépolis, com predominancia de flavondides
(flavonas, flavondis, flavanonas), das quais se destacam: galangina, crisina,
tectocrisina, pinocembrina, campferol e quercetina, bem como os aldeidos
aromaticos (vanilina e isovanilina), cumarinas, acidos fenélicos (acido caféico,
ferdlico, cindmico e cumarico), acidos organicos (acido benzbico) e alguns
oligoelementos, tais como: aluminio, vanadio, ferro, calcio, silicio, manganés,
estroncio, e vitaminas B1, B2, B6, e C (BANKOVA et al., 1998; BANKOVA et
al., 2000; MARCUCCI et al., 2001).

A producéo da propolis € uma propriedade inata das abelhas e diversos
fatores estdo envolvidos neste processo e devem ser observados quando se
busca um aumento de produtividade. Dentre estes fatores estdo a

sazonalidade e tipo de coletor utilizado (ITAGIBA et al., 1994; BREYER 1995;
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MOURA, 2001). A sazonalidade possui grande influéncia na atividade de
coleta de propolis pelas abelhas. Os padrdes sazonais observados tém sido
explicados, principalmente, pelas variacbes da temperatura, insolagéo,
intensidade luminosa, umidade relativa e precipitacdo, além de outros fatores
(KERR et al., 1992).

A composicdo da propolis € determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor das colméias (KUMAZAWA
et al., 2004); entretanto, a composi¢ao da prépolis também varia sazonalmente
em uma mesma localidade (SFORCIN et al., 2000). Variacdes na composicao
também foram observadas entre amostras de prépolis coletadas em uma
mesma regido, por diferentes racas de Apis mellifera L. (SILICI e KUTLUCA,
2005).

Analisando as possiveis fontes vegetais da propolis produzida em
Botucatu, SP, BANKOVA et al. (1999) relataram que a propolis origina-se, em
sua maior parte, de Baccharis dracunculifolia, conhecida popularmente como
“Vassourinha”, bem como de Araucaria angustifolia (“Pinheiro do Parand”) e
Eucalyptus citriodora. Ja com relacdo a propolis produzida na Bulgaria,
BANKOVA et al. (1992) evidenciaram que este produto origina-se
principalmente de Populus nigra. Estes relatos merecem destaque, uma vez
que, em funcdo da flora local, alguns componentes quimicos podem ser
encontrados em menor ou maior concentragdo, ou mesmo estarem ausentes
em uma das amostras, podendo refletir em atividades bioldgicas diferentes.
Para o ser humano, a prépolis pode ser utilizada no combate a diversas
patologias, sendo amplamente utilizada como antibacteriana, antiviral,
antitumoral, antifangica, antioxidante, imunomoduladora, entre outras
atividades (AMOROS et al., 1990; DOBROWOLSKI et al., 1991; ORSI et al.,
2000; CASTRO, 2001; SFORCIN et al., 2005; ORSI et al., 2005; ORSI et al.,
2006).

Com relacéo ao sistema imunoldgico, Scheller et al. (1989) verificaram a
propriedade imunorrestauradora da propolis, através da ativacdo de
granuldcitos e normalizacdo da porcentagem de linfocitos T e nivel de

imunoglobulinas, sugerindo o importante efeito terapéutico deste produto.
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Scheller et al. (1988) verificaram que o extrato etandlico de propolis
estimula a formacdo de anticorpos por células esplénicas de camundongos
BALB/c imunizados com hemacias de carneiro, sugerindo a associacdo desta
atividade imunoestimulante com a ativacdo de macrofagos, aumento de sua
capacidade fagocitica e producdo de citocinas, regulando as funcdes das
célulasBeT.

Sforcin (2000), avaliando o efeito deste apiterapico sobre a ativacédo de
células natural killer (NK) contra células tumorais, observou que a
administracéo de prépolis a ratos, durante 3 dias, induz aumento na atividade
litica de células NK, qguando comparada com a do grupo controle. Este achado
reforca a afirmacéo prévia de Scheller et al. (1988), os quais sugeriram que
este apiterapico atua sobre o sistema imune a curto prazo, apdés sua
administracao.

Em algumas infec¢des bacterianas a propolis pode apresentar acao
moduladora sobre a imunidade inespecifica, principalmente na ativacdo de
macréfagos (DIMOV et al.,, 1991). Orsi et al. (2000) verificaram que, em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, o extrato hidroalcodlico de
propolis causa discreta elevagédo na liberagdo de agua oxigenada (H.Oy e
moderada inibicdo na geracdo de oOxido nitrico (NO), sugerindo acdo na
imunidade ndo-especifica, através da ativacdo de macrofagos.

A propolis estimula a producdo de citocinas, como IL-1 e TNF, por
macrofagos peritoneais de camundongos, as quais, além de indicarem o
estado de ativacdo destas células, podem controlar a sintese de componentes
do sistema complemento. A propolis modula, tanto in vivo como in vitro, a
producdo do componente Clg em macrofagos, bem como a fungdo dos
receptores do complemento nestas células, diretamente ou via citocinas
(DIMOV et al., 1991; DIMQV et al., 1992). Além disso, sua influéncia sobre a
populacdo de leucécitos polimorfonucleares, cujo numero e atividade
metabdlica apresentam-se elevados apds tratamento com proépolis, ilustram
sua acao imunoestimulante e os efeitos multidirecionais deste produto apicola.
Um grande problema em relacdo ao efeito imunomodulador da prépolis &

determinar o protocolo experimental. Varias pesquisas estdo sendo realizadas
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utilizando diferentes concentracfes de propolis in vivo e in vitro assim como
diferentes extratos, periodos e vias de administracdo (SFORCIN, 2007).

Para primatas ndo-humanos nao existem trabalhos em literatura cientifica
sobre o uso da prépolis na nutricdo e seus beneficios terapéuticos. Entretanto,
trabalhos utilizando outras espécies de animais comprovam a eficacia do
produto.

A aplicacdo oral da emulsdo aquosa de propolis (10%) foi testada por
Sanchez e Galardi (1989) em 60 Ileitdes desmamados. Estes autores
observaram que 0s animais tratados tiveram um maior ganho de peso,
resultado de uma acdo estimulante da propolis sobre o apetite dos animais,
como consequUéncia de uma melhora na resposta imunolégica dos mesmos
apos o consumo da solucéo. Coloni et al. (2007) afirmaram que a utilizacdo da
propolis em racdes de leitbes e frangos de corte melhorou o ganho de peso
diario em 41 e 18% respectivamente, quando comparados aos animais que
nao receberam propolis. Esses autores concluiram ainda que a propolis
preveniu desordens digestivas e proporcionou melhor converséo alimentar.

As criagbes de primatas em cativeiro enfrentam uma série de desafios.
Entre estes estdo incluidos os padrdes comportamentais da espécie que se
desenvolveram de forma a promover a adaptacdo do animal durante o seu
processo evolutivo (VAN HOOF, 1986).

Sendo assim produtos naturais, como a propolis, podem ser acrescidos
na dieta de animais no sentido de promover uma melhora no seu bem estar
geral.

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar o
efeito da prépolis sobre pardmetros comportamentais (brincadeiras social e
lddica, vocalizagdo, catacdo e deslocamento), parametros hematoldgicos
(leucécitos totais e hematocrito), peso corporal e proteinas plasmaticas em
saguis Callithrix sp mantidos em cativeiro e submetidos ao estresse intruso x
residente.

De acordo com as normas do curso de pés-graduacdo em Zootecnia

esta dissertacéo é apresentada em forma de capitulos, sendo:
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Capitulo 2 : Propolis na dieta de Callithrix sp submetidos ao estresse em
cativeiro: peso e aspectos comportamentais. De acordo com as normas da

revista International Journal of Primatology
Capitulo 3: Acdo da propolis sobre proteinas do soro e aspectos
hematolégicos em saguis (Callithrix sp) submetidos ao estresse em cativeiro.

De acordo com as normas da revista International Journal of Primatology.

Capitulo 4: Implicagbes
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ACAO DA PROPOLIS NA DIETA DE Callitrhix sp SUBMETIDOS AO
ESTRESSE EM CATIVEIRO: PESO E ASPECTOS COMPORTAMENT AIS

RESUMO

Os objetivos do presente trabalho foram avaliafeitceda prépolis sobre o peso e
parametros comportamentais de sag@allithrix sp mantidos em cativeiro e
submetidos ao estresse. Foram utilizados 26 anidwigspécieCallithrix jacchus
(sagui-de-tufo-branco) €allithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto), com idade entre 8
e 18 meses, de ambos 0s sexos, 0s quais foranddwiem trés tratamentos: T1- dieta
de rotina; T2- dieta de rotina acrescida de 2% rdeqlis bruta e T3- dieta de rotina
acrescida de 5% de propolis bruta da alimentacdoredatdo ao consumo diario
estimado por individuo. Os animais foram alimensadiorante sete dias com ou sem o
acréscimo de prépolis (momento 1). ApGs este periamd animais continuaram
recebendo 0 mesmo esquema alimentar e foram sulomedio estresse intruso
residente, durante sete dias (momento 2), totalzdd dias. Em ambos os momentos
foram avaliados os parametros comportamentais cdmtigiras social e ludica,
vocalizagdo, catagdo e deslocamento) e a manutelocgeso dos animais. De acordo
com os resultados obtidos pode-se concluir quaecd@da prépolis na dieta de saglis
mantidos em cativeiro promoveu maior ganho de pesoanimais, embora nao tenha
apresentado efeito na reducdo do estresse, aval@dhvés de parametros
comportamentais. Sugere-se, no entanto, a necdssildganovas pesquisas no sentido
de estudar outras concentracdes de prépolis e esaiempos de observacdo dos

animais.

Palavras-chave:prépolis, sagtis, bem-estar animal, estresse
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ACTION OF PROPOLIS IN THE DIET OF Callitrhix sp SUBJECTED TO
STRESS IN CAPTIVITY: WEIGHT AND BEHAVIORAL ASPECTS

ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate thecesfof propolis on the weight and
behavioral parameters @allithrix sp marmosets kept in captivity and subjected to
stress. Twenty-sixCallithrix jacchus (white-tuffed-ear marmoset) an@allithrix
penicillata (black-tuffed ear marmoset), aged between 8 anan&Bths, males and
females, were divided into three treatment grouds: routine diet; T2- routine diet
added of 2% crude propolis and T3- routine dietealdof 5% crude propolis from
daily diet, in relation to estimated daily consumptper individual. Animals were fed
during seven days with or without the addition obpwmlis (moment 1). After this
period, they continued receiving the same dietrsehand were subjected to intrusive x
resident stress for seven days (moment 2), inal4 df experiment. In both moments,
behavioral parameters (social and playful actigjtsocalization, catching and moving)
and weight were evaluated. According to the obthiresults, the addition of propolis
to the diet of marmosets kept in captivity leadgjteater weight gain in the animals
although it had no effect on stress reduction, tviias evaluated through behavioral
parameters. Thus, there is the need for additiataties using other propolis

concentrations and longer observation times.

Keywords: propolis, marmosets, animal welfare, stress
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1. INTRODUCAO

A propolis € um material resinoso, encontrado ems gue variam do amarelo-
esverdeado, passando pelo marrom-avermelhado @0, mggesentando aroma forte e
caracteristico, em consequéncia de uma fracaalwdatcidos fendlicos. Possui fortes
propriedades adesivas, representando um conjumiplexo de substancias (55% de
resinas e balsamos; 30% de ceras; 10% de Oleoteigsotacerca de 5% de polen) e
impurezas mecanicas (Thomson, 1990), além de algigmelementos, como aluminio,
vanadio, ferro, calcio, silicio, manganés, est@neivitaminas B1, B2, B6, e C (Bankova
et al.,1998; Bankovat al, 2000; Marcuccet al, 2001).

Nas ultimas décadas observou-se um aumento desstede pesquisadores em
relacdo a propolis, fato este devido as suas var@gsiedades bioldgicas e terapéuticas
do produto, como imunomoduladora, antitumoral, maittiobriana, antiinflamatoria,
dentre outras (Bankowat al, 2000; Castro, 2001; Orst al, 2005; Orsiet al, 2006;
Sforcin, 2007), podendo atuar também na reducaef@iss promovidos por situacdes
estressantes (Palermo-Netoal, 2001; Missima, 2005).

Segundo Margist al (2003), o termo estresse denota o estado gerado p
percepcdo de estimulos que provocam excitagcdo ermadcé que, ao perturbarem a
homeostasia, disparam um processo de adaptac&@mteremado pelo aumento de
adrenalina, produzindo diversas manifestacoessisa8, com disturbios fisiolégicos e
psicolégicos.

O estresse pode ser classificado como agudo, ay Gegstado em que um
organismo se apresenta apds uma diminuicdo sudifaravisdo e/ou no controle de
alteracOes relevantes. Nesse caso, os conflitosusts e de intensidade exagerada; ou
ainda como estresse cronico sendo este a resposta drganismo quando alteragoes
relevantes tém baixa previsdo ou ndo sao muitodmrimoladas por um longo periodo
de tempo (Andrade, 2002). Dependendo da intensidadagente estressor poderéo
ocorrer alteracdes patologicas e até a morte papacidade de resposta do individuo
ou por esgotamento dessa capacidade, como por kExerdp poder fugir (Magalhaes,
1998).

A familia dos calitriquideos representa 0os menguésiatas antropoides do

mundo, com peso variando entre 10@eljuellasp) e 600g Leontopithecussp),
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caracterizada pela grande adaptabilidade ao ambieatural, que inclui matas
secundarias, matas de galeria tipica de cerradiingae pomares (Rylands e Faria,
1993).

As interacfes sociais dessa espécie de primatdacserincipalmente de trés
formas: catacéo, brincadeira social e contato catplramamotoet al, 1991). A
catacdo social geralmente representa uma inteiatifma entre dois individuos (Mc
Grew e Tutin, 1978) e sugere uma idéia de coopera&c&oordenacdo entre o0s
participantes (Wall e Seres, 1997). A brincadeirangé comportamento facilmente
detectado, mas de dificil definicdo (Beckoff e Alld998), sendo de grande relevancia
para a ontogenia social de diversas espécies defenas) estando relacionada ao
desenvolvimento individual e interacdes sociaigéfa 1981; Lee, 1983; Bekoff, 1984;
Bekoff e Allen; 1998). A comunicacao vocal € ouaispecto de extrema importancia
para animais que vivem socialmente, uma vez quaifgep ajuste de relagdes sociais
relacionadas as variagdes no ambiente e flutudigd@®gicas (Morton, 1997).

A alta taxa predatéria e a instabilidade do meiard@m esses animais a
possuirem caracteristicas adaptativas, proporcitinaos Calitriquideos respostas
precisas a eventos estressores (Johesah1996; Sgai, 2007).

A habilidade dos animais em resistir ao estresdeeantal e agentes patoldgicos
esta intimamente relacionada ao estado nutricighajue este possui influéncia direta
no crescimento, capacidade reprodutiva e longeeiddeésta forma, existe grande
necessidade de uma dieta equilibrada, principaEnem animais confinados que
constantemente sdo desafiados por agentes estesdieste sentido, a propolis
administrada em conjunto com outros nutrientes padexercer uma importante
funcdo no sentido de promover melhora no bem gl de animais mantidos em

cativeiro.

2. OBJETIVOS

Diante do exposto, 0 presente estudo teve comdiwabjavaliar o efeito da
propolis sobre a manutencdo do peso e parametmpoctamentais (brincadeiras
social e atividade ludica com objetos, vocalizaga@bacdo e deslocamento) em saguis

Callithrix sp mantidos em cativeiro e submetidos ao esthesago x residente.

36



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo

O presente estudo foi realizado no Parque Ecolédxdieté, localizado na
varzea do rio Tieté, na divisa dos municipios de Baulo e Guarulhos, Estado de Sao
Paulo, nas coordenadas de 23°25'S e 46°28'W. Queagnta com o Centro de
Educacdo Ambiental, o Centro Cultural, o Museu @€l Biblioteca e o Centro de
Recepcéo de Animais Silvestres, que abriga doisinmihais apreendidos pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NatuResovaveis (IBAMA), Policia

Federal ou doados pela populacéo.

3.2. Propolis utilizada

A proépolis foi produzida por abelh#@gpis melliferal. (africanizadas) alojadas
em colméias modelo Langstroth, mantidas na Are@Puelucdo de Apicultura da
fazenda Experimental Lageado, UNESP, Campus decBtuatravés de Coletor de
Prépolis Inteligente (CPI). A propolis foi coletadaarmazenada efreezer(-4°C) até

sua utilizacdo nos experimentos.

3.3. Animais utilizados

Foram utilizados 26 animais da espégallithrix jacchus (sagui-de-tufo-
branco) eCallithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto), de ambos os sexos, pesaniie
126,0 e 354,5 gramas. Foram utilizados animaiy®eeadultos, entre 8 e 18 meses de
idade, sendo os tratamentos formados de acordoosagnupos disponiveis no Parque
Ecoldgico, uma vez que pelo comportamento socisdalespécie, ndo ha como formar
rapidamente novos grupos. Também, deve-se ressplarmao existem diferencas
comportamentais entre saguis nesta fase etariei(Rib2007). Os animais foram
alojados em recintos (2mx2mx3m) enriquecidos cothogae folhas secas, estando

submetidos as condic¢des climaticas naturais.
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3.4. Alimentagao de rotina

A alimentac&o de rotina no Parque Ecologico fored®la duas vezes ao dia,
sendo a primeira as 10h00min e a segunda as 16h06omstituida de frutas (banana,
manga, laranja, maca e tomate), legume (cenouapg protéica (sustagem e frutas) e
Tenebrio molitor(tenébrios), sendo a dgua oferecdidlibtum.Ao final de cada dia a
alimentacéo excedente era retirada dos recintes@dada.

Para se calcular a porcentagem de propolis a sgscada na dieta dos animais,
foi feita uma estimativa de consumo diario de afitogpor animal, uma vez que nao
existem relatos, em literatura, sobre a quantidd@@limento consumido. Como o0s
animais se encontravam em recintos e ndo em gardasfoi possivel calcular com
exatiddo o consumo diario dos tratamentos, tomaeda@omo base, através das
observacdes, o consumo médio de 40 gramas/animabdite consumo diério foi
utilizado para se calcular a quantidade de pro@oker acrescida na alimentacdo dos

animais.

3.5. Tratamentos

A prépolis foi triturada em liquidificador e ofeida na forma de p6 antes da
primeira alimentacéo do dia misturada ao mel (paopiciar melhor palatabilidade) e
frutas, na forma de papinha, as 09h0Omin. Todosroais receberam 0 mesmo

esquema alimentar segundo 0s seguintes tratamentos:

- Tratamento 1 (T1): tratamento controle contendan$imais. Estes animais foram
alimentados durante todo o periodo experimental digta de rotina acrescida de trés
gramas de mel por individuo;

- Tratamento 2 (T2): tratamento composto por 8 aisnos quais receberam dieta de
rotina, acrescida de trés gramas de mel e 2% gwisdruta da alimentacao diaria,

em relacdo ao consumo diario estimado por individucseja, 0,8 gramas de propolis;

- Tratamento 3 (T3): tratamento contendo 9 anint@gjuais receberam dieta de rotina,
acrescida de trés gramas de mel e 5% de propalia bla alimentacdo diaria, em

relacdo ao consumo diario estimado por individucsseja, 2,0 gramas de propolis.
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3.6. Periodos de avaliacdo e Modelo de estresse

Os animais foram alimentados durante sete dias @orsem o acréscimo de
propolis (momento 1), de acordo com cada tratamekgos este periodo, os animais
continuaram recebendo o mesmo esquema alimentaiam fsubmetidos ao estresse,
durante sete dias (momento 2), totalizando 14 dias.

Para promover uma situacéo de estresse soci@putde o paradigma intruso x
residente como descrito por Aradjo e Yamamoto (L998ra isto, foram colocados nos
recintos animais da mesma espécie, mas de grufeserdes. Estas gaiolas
apresentavam dimensofes variadas de acordo conp@nihgidade de uso no Parque
Ecoldgico; entretanto, para a inducdo do estresgdsod foi utilizada a mesma
dimensao de gaiola para todos os tratamentos.r@mpermanecia no recinto de cada
grupo por 15 minutos, sendo que no grupo T1 serapr8h00min, no grupo T2 as
8h20min e no grupo T3 as 8h40min. Foram utilizasle® calitriquideos de grupos
diferentes dos experimentais, um para cada diasttesse, para que os animais dos

tratamentos ndo se habituassem a presenca de unormelkviduo.

3.7. Peso dos Animais

Para se avaliar o efeito da propolis no peso (gsamm@s animais, estes foram
pesados em balanga analitica, no primeiro, oitawt@mo quarto dia do periodo

experimental.

3.8. Etograma

O método utilizado para as observagdes foi 0 desaagem de comportamento
(Martin e Bateson, 1986), onde os animais foranemaslos do inicio ao término de
cada evento. Foi considerado como o término de eadato, 0 momento em que o
individuo integrava-se em outra atividade, cessamdanterior. Um periodo de 10
segundos de pausa foi considerado para finalizaewanto. Periodos inferiores a dez
segundos, seguidos por um mesmo comportamentdprein considerados intervalos

entre eventos, ou seja, considerou-se um eventhaonOs animais foram observados
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tanto antes quanto durante o periodo de submisséstiesse, durante 14 dias, sendo 3
horas pela manhd@ e 3 horas no periodo da tar@gdizéstdo 84 horas. A ordem das
observacdes dos tratamentos foi feita por sorteio.

Foram avaliados os seguintes parametros comportaisien
a) Brincadeira social: foi avaliada quando dois roais individuos do grupo se
integravam em atividades como brincadeira de lutdeo“pega-pega’;
b) Atividade ludica com objetos: foi avaliada quand individuo manipulava
repetidamente um objeto de maneira solitaria;
c) Vocalizacao de longo alcance ou de alarme: dersila quando 0s animais emitiam
sons de alta intensidade e longa duragéo.
d) Catacao: foi observada quando dois ou mais iidalos do grupo iniciavam essa
atividade;
e) Deslocamento: foi observado cada vez que algembro do grupo realizava saltos

dentro do recinto.

3.9. Andlise Estatistica

Para se verificar diferenca entre 0s momentos, paranesmo tratamento, foi
utilizado o teste “t” de Student, ndo pareado. Ramaparacdo de tratamentos, em
ambos 0os momentos, foi utilizada a Andlise de Wai& seguida do teste de Kuskall-
Wallis para a comparacdo das médias. Os resulfadas considerados significativos
guando R0,05 (Zar, 1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagéo do Peso

Pbdde-se observar que os animais que receberam 3%oplelis na dieta, em
ambos 0os momentos, apresentaram aumento no pesde(%)yma significativa, em
relacdo ao controle. Por outro lado, os animaisrqueberam 5% de propolis na dieta
nao apresentaram aumento de peso significativo,redatdo ao controle, o qual

apresentou reducao no peso dos animais em aminosnosntos (tabela I).
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Comparando-se os momentos, pode-se observar ca@rnais que receberam
propolis na dieta ndo apresentaram diferenca de, pemndo foram submetidos ao
estresse intrusoresidente (tabela I).

N&o existem relatos em literatura sobre o efeitprdaolis em sagiis mantidos
em cativeiro ou em vida livre. Entretanto, estudm® outras espécies mostraram que a
adicdo de propolis em pequenas quantidades (0,1%xtfato Seco de Propolis)
mostrou-se efetiva sobre o desempenho de coelteleprando o ganho de peso dos
animais (Garciaet al, 2004). Da mesma forma, Let al (2007) verificaram que
leitdes tratados com prépolis obtiveram aumentpet® quando comparados com 0s
animais do grupo controle.

Estes resultados sugerem que a administracdo geligriva dieta de saguiis
promove melhores resultados na manutencdo do pesiendo ser uma importante

ferramenta para auxiliar no bem-estar dos animai#tiodos em cativeiro.

TABELA |: Manutencéo do peso (%) de sagi@allythrix sp) mantidos em cativeiro e
alimentados ou ndo com propolis (0, 2 e 5%), afrtesnento 1 - M1) e
ap6s (momento 2 - M2). Os resultados representarmeédias e 0s

respectivos desvios-padréo.

Momentos 0% 2% 5%
M1 -1,45 £5,00aA 5,75+3,50bA 1,68+5,43abA
M2 -1,94+4,0aA 6,37+5,67bA 0,76+6,1abA

Letras mindsculas diferentes, na mesma linha, amlidiferenca estatistica entre as médiag (%).

Letras maiusculas diferentes, na mesma colunaamidiferenca estatistica entre as médigs,).

4.2. Vocalizacao déongo alcance ou de alarme

Com relagcdo ao comportamento de vocalizacdo deolaigance, pode-se
verificar que ndo houve diferenca entre os trataoserpara ambos 0s momentos
estudados (tabela II).

Por outro lado, os animais que receberam 2% e 5%rdgolis na dieta

apresentaram aumento significativa<Qf05) na vocalizagcédo de longo alcance quando
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submetidos ao estresse intrus@sidente (24,31£5,8 e 22,2+12,3, respectivameatn),
relacdo ao momento anterior ao estresse (10,0+81,&+6,3, respectivamente). O
grupo controle néao diferiu dos demais (tabela II).

As funcdes propostas para estas vocalizacdes pedewmivididas entre intra-
grupais e extra-grupais. Fungdes extra-grupaiglaeionam com a defesa e atracdo de
parceiros sexuais ou com a defesa de recursosamtogas funcdes intra-grupais
envolvem coordenacéo intra-grupal ou alarme (QtiveiAdes2004).

Sabe-se que primatas ndo humanos ficam agitadoslizam mais e tem seus
niveis de cortisol aumentados quando estdo sobcSis de estresse, como quando
separados de seus grupos ou de suas crias (Letvale 1993; Champoux e Suomi,
1994).

Os resultados obtidos nesta pesquisa sugeremagliedé® de propolis na dieta dos
saguis nao foi eficaz na redugéo do estresse tholazis animais, pois estes aumentaram a

vocalizacéo de longo alcance.

4.3. Catacao

Pode-se observar que os animais que receberam 2%rogelis na dieta
apresentaram reducdo significativa no comportamedeo catacdo (3,0£2,9) no
momento anterior ao estresse (momento 1), em welag&rupo controle (12,0+3,5)
(Tabela 1l). Apés a inducgéo do estresse resideimeuso (momento 2), 0s animais que
receberam 2% de prépolis na dieta apresentarantgd&edsignificativa na catacdo
(2,8+1,7), em comparacdo com 0s animais que remeb&6 de préopolis na dieta
(12,4+7,5) (tabela II).

Comparando-se os tratamentos antes e apos a indocgéstresse, ndo foram
verificadas diferencgas estatisticas entre as méiasla Il).

Uma das maneiras de se avaliar o estresse socitllizar o parametro de
catacao social, a qual geralmente representa uerag¢ao intima entre dois individuos
(Mc Grew e Tutin, 1978) e sugere uma idéia de cagd® e coordenacdo entre 0s
participantes (Wall e Seres, 1997); entretantondaaealizada de forma exagerada
pode indicar um comportamento estereotipado, colmgergaram Glatstoret al.

(1984), estudando dois grupos familiares SEguinus oedipus oedipuwsn jardim
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zoolbgico, um exposto ao publico e o outro ndo.a@wres perceberam que o grupo
exposto apresentava maior contato fisico entrersensbros e maior agressividade dos
pais com os filhotes, com consequiente aumento dtaldade infantil, sugerindo que
0S animais que ficavam expostos ao publico sofmmaais os efeitos do estresse,
modificando assim seu comportamento natural. Danraderma, Hohendorff (2003)
observou aumento do comportamento auto-direcior(adtacdo, toque, cocar) em
primatas ndo-humanos, sugerindo que a catacdo sg@dasada como indicador de
estresse e ansiedade.

Embora os animais que receberam 2% de prépoliseteatdnham apresentado, de
forma significativa, menor catagéo entre os memdoogrupo, pode-se observar que néao
houve diferenca para este tratamento no periodes amtapds o estimulo estressor,

sugerindo que a propolis ndo estaria exercendo ei@iminimizacao do estresse.

4 .4. Brincadeira social

N&o foram observadas diferencas entre os tratasi@sgnesmo momento ou
entre os momentos (tabela ).

Segundo Walters (1987), a brincadeira incorporatosucomponentes dos
padrbes comportamentais dos adultos, como aquel@dos durante as agressoes,
podendo ser exagerada, repetitiva e variada. Hatipés de brincadeira comumente
aceitos: brincadeira com objetos, na qual o sujeigmipula um objeto de maneira
repetitiva (ladica); brincadeira locomotora (ouitwla), em que o animal pula e corre
sozinho; e brincadeira social, que envolve maigrdendividuo e consiste basicamente

em pega-pega ou luta (Walters, 1987; Burghart, 1998

O estudo do comportamento de brincadeira poderdisauna avaliagdo da
frequéncia e qualidade das interacdes sociais,quaéalade de habitats em que vivem
espécies ameacadas de extincdo, uma vez que @ hehsas interacdes ao longo do
tempo depende diretamente de fatores ecologicoso qeriodos de estiagem, tendo
relacdo direta com a disponibilidade de alimentosseja, em periodos de estiagem e
falta de recursos alimentares os saguiis tendemsapgrande parte do dia em busca de

alimento, o que acarreta a diminuicdo da atividdeebrincadeira (Oliveiraet al,
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2005). A modificagdo de sua rotina e a falta dmafito poderiam levar os animais a
um quadro de estresse social.
Nas condicbes deste experimento, a adicdo de sopaldieta ndo modificou este

parametro comportamental em saguis.

4.5. Atividade ladica com objetos

N&o foram observadas diferencas entre os tratasi@sgnesmo momento ou
entre os momentos (tabela ).

A atividade Iudica com objetos possui 0 mesmo ocdotgue a brincadeira
social; entretanto, nesse tipo de brincadeira aviddo fica menos atento aos
acontecimentos dentro do grupo, ficando muito teergoetido com um mesmo objeto.
Neste trabalho, ndo foram verificadas diferencaseers tratamentos, sugerindo que a

prépolis ndo afetou este comportamento de sagulis.

4.6. Deslocamento

Pode-se observar que ndo houve diferenca estatistice os tratamentos no
momento que antecedeu ao estresse (momento 1lla(tidbePor outro lado, apos a
inducdo do estresse residente x intruso (momentos2animais que receberam 2% de
propolis na dieta apresentaram reducdo signifigatiy deslocamento (15,0+7,1), em
comparagao com o grupo controle (57,5+19,8) (Talbela

Comparando-se 0 mesmo tratamento entre os momardosfoi verificada
diferenca estatistica entre eles (tabela Il), p@ttas os tratamentos estudados.
Trabalhos envolvendo sagiis mantidos em parqueicpsitcom visitagdo apenas em
dias de semana, demonstraram que esses animaisanawsielevada frequéncia de
deslocamento nos dias de final de semana, suganimdaendéncia de maior interacéo
social com outros membros do grupo, uma vez quEi@st menos ansiosos e mais
tranquilos nessa condigdo, sofrendo menor pertédbdo publico (Schnell e Wood,
1993; Barbosa e Mota, 2004).
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Neste sentido, a menor frequéncia de deslocamengoupo tratado com 2% de
propolis apds o estimulo estressor (momento 2)c@mparacao com o grupo controle,

sugere que os animais sofreram mais os efeitostdesse.
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TABELA 1l: Numero médio de vocalizacdes de longo alcancag&at brincadeira social, brincadeira Iudica eabeshento de saguis
(Callythrix sp) criados em cativeiro e alimentados ou nédo podpolis (0, 2 e 5%), antes (momento 1 - M1) e apds

(momento 2 - M2) o estimulo estressor. Os resuttaelpresentam as médias e respectivos desviosepadra

Prépolis Vocalizagédo Longo alcance Catacéo Brincadeira sotia Atividade ludica Deslocamento

M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

0% 15,7 £5,5aA  16,0+8,5aA  12,0+3,5aA 11,8+4,1aAB  3,0+1,4aA 5,0+4,2aA 8,3+£3,9aA 6,8+3,1aA 57,5+26,5aA 57,5+19,8aA

2% 11,6+7,9aA  24,3+5,8bA 3,0+£3,2aB 2,8+1,7aA 6,0+3,5aA 4,8+1,6aA 8,4+3,0aA 7,0+4,3aA  20,7+4,0aA 15,0+7,1aB

5% 11,8+6,3aA 22,2+12,3bA 7,3t5,2aAB  12,4+7,5aB 2,0+£1,2aA 2,2+1,2aA 4,8+2 6aA 3,4+1,5aA 26,4+20,9aA 28,0+22,2aAB

Letras minUsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre as médias (P<0,05).

Letras maiUsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre as médias (P<0,05).
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste experimento permitiram congluér a adicdo da propolis
na dieta de saguis mantidos em cativeiro promovaiomganho de peso nos animais,
embora ndo tenha apresentado efeito na reducacstdesse, avaliado através de
parametros comportamentais, de acordo com as émwdieste experimento.

Sugere-se a realizacdo de novas pesquisas nho csemidestudar outras

concentracdes de propolis e maiores tempos devalgser dos animais.
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ACAO DA PROPOLIS SOBRE AS PROTEINAS DO SORO E ASPEQOS
HEMATOLOGICOS EM SAGUIS ( Callitrhix sp) SUBMETIDOS AO ESTRESSE
EM CATIVEIRO

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo avaliaredcetia propolis sobre as
proteinas do soro e aspectos hematolégicos emss@gillithrix sp mantidos em
cativeiro e submetidos ao estresse. Foram utilz@&foanimais da espédiallithrix
jacchus(sagui-de-tufo-branco) €allithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto), com idade
entre 8 e 18 meses, de ambos 0s sexos, os quans fvididos em trés tratamentos:
T1- dieta de rotina; T2- dieta de rotina acrescd®% de propolis bruta e T3- dieta de
rotina acrescida de 5% de propolis bruta da aliegét em relagdo ao consumo diario
estimado por individuo. Os animais foram alimensadorante sete dias com ou sem o
acréscimo de prépolis (momento 1). ApGs este periamd animais continuaram
recebendo o0 mesmo esquema alimentar e foram sulomesio estresse intruso
residente, durante sete dias (momento 2), totalzd® dias. Diante dos resultados
obtidos, pode-se concluir que a adicdo de 5% dpopisomostrou-se prejudicial aos
animais, em relacdo as proteinas do soro, ocorrdimdmuicdo significativa desse
parametro. A prépolis ndo influenciou na contagex® cklulas sanguineas. Sugere-se,
no entanto, a realizagdo de novos estudos utilzaed diferentes tempos de
administracédo, periodo de estresse e concentragdpsopolis diferentes, bem como

prépolis de distintas origens boténicas na dietsagis.

Palavras-chave:propolis, sagtiis, estresse, bem-estar animal
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PROPOLIS ACTION ON SERUM PROTEINS AND HEMATOLOGICAL
ASPECTS IN MARMOSETS (Callitrhix sp) SUBJECTED TO STRESS IN
CAPTIVITY

ABSTRACT: The present study aimed at evaluating the effégiropolis on serum
proteins and hematological aspectsQallithrix sp marmosets kept in captivity and
subjected to stress. Twenty-s@Xallithrix jacchus (white-tuffed-ear marmoset) and
Callithrix penicillata (black-tuffed ear marmoset), aged between 8 andn8ths,
males and females, were divided into three treatngeoups: T1- routine diet; T2-
routine diet added of 2% crude propolis and T3tineudiet added of crude propolis
from daily diet, in relation to estimated daily smmption per individual. Animals were
fed during seven days with or without the additafrpropolis (moment 1). After this
period, they continued receiving the same dietmehand were subjected to intrusive x
resident stress for seven days (moment 2), indy$ @f experiment. The obtained
results indicate that the addition of 5% propolesviharmful as regards serum proteins,
decreasing this parameter. Propolis did not intteeblood cell count. Thus, there is a
great need for further studies employing varie@sstrperiods, as well as different

propolis administration times, concentrations aothbical sources in marmoset diet.

Keywords: propolis, marmosets, stress, animal welfare

55



1. INTRODUCAO

As abelhas elaboram a prépolis a partir de secsegéervores, flores e folhas,
recebendo ainda a adicdo de substancias secrgialtaseu metabolismo glandular.
Este produto apicola possui fortes propriedadesiae representando um conjunto
complexo de substancias (55% de resinas e balsé8086;de ceras; 10% de Oleos
volateis e cerca de 5% de pdlen) e impurezas nei(ifhomson, 1990).

O maior grupo de compostos isolados na propolis dos flavonoides.
Encontrando-se também aldeidos aromaticos, acidoéliéos, acidos organicos,
minerais, vitaminas, aminoacidos, entre outros (Meri, 1995; Woisky & Salatino,
1998; Castro, 2001). Este produto apresenta vdmiapriedades biolégicas, como
imunomoduladora, antitumoral, antimicrobriana, iaflamatoria, dentre outras
(Bankovaet al, 2000; Castro, 2001; Orst al, 2006; Sforcin, 2007), podendo atuar
também na reducdo dos efeitos promovidos pelossstréPalermo-Netet al, 2001;
Missima, 2005).

Segundo Margiset al (2003), o termo estresse denota 0 estado geraldo p
percepcdo de estimulos que provocam excitagcdo ermadcé que, ao perturbarem a
homeostasia, disparam um processo de adaptac&mtesamado pelo aumento de
adrenalina, produzindo diversas manifestacoessisa8, com disturbios fisiolégicos e
psicolégicos.

Dentre as familias da Ordem Primata, a Callitrighié atualmente composta
pelos genéros Cebuella, Callithrix, Saguinus, Lepithecus, Callimico e Mico
(Rylandset al, 2000). A alta taxa predatéria e a instabilidddemeio em que vivem
levaram esses animais a possuirem caracteristdagsativas, proporcionando aos
calitriquideos respostas precisas a eventos astessglohnsoat al 1996; Sgai, 2007).

A manutencdo de animais em cativeiro pode propoacioum ambiente
estressor, promovendo alteracbes nos niveis desaloiecal, reducdo no namero de
linfécitos, aumento no namero de neutréfilos segaddws, dentre outros (Coe e Hall,
1996; Cunhaet al. 2005).

Uma das alternativas para a redugédo dos efeitossttesse seria 0 uso de

produtos naturais, como a propolis, administradoscenjunto com outros nutrientes,
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no sentido de promover uma melhora no bem estal ger animais mantidos em

cativeiro.

2. OBJETIVOS

Diante do exposto, 0 presente estudo teve comdiwabjavaliar o efeito da
propolis sobre as proteinas do soro e parametnomtb®gicos (leucocitos totais e
hematocrito) em saguS. jacchus e C. penicillatmantidos em cativeiro e submetidos

ao estresse.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo

O presente estudo foi realizado no Parque Ecolédacdieté, localizado na
varzea do rio Tieté, na divisa dos municipios de Baulo e Guarulhos, Estado de Séo
Paulo, nas coordenadas de 23°25'S e 46°28'W. Queagnta com o Centro de
Educacdo Ambiental, o Centro Cultural, o Museu otél Biblioteca e o Centro de
Recepcédo de Animais Silvestres, que abriga doisnnihais apreendidos pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NatuResovaveis (IBAMA), Policia

Federal ou doados pela populacéo.

3.2. Propolis utilizada

A propolis foi produzida por abelh@gpis melliferalL. (africanizadas) alojadas
em colméias modelo Langstroth, mantidas na AreaPubeElucdo de Apicultura da
fazenda Experimental Lageado, UNESP, Campus decBmtuatravés de coletor de
prépolis inteligente (CPI). A propolis foi coletadaarmazenada efreezer(-4°C) até

sua utilizacdo nos experimentos.
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3.3. Animais utilizados

Foram utilizados 26 animais da espégallithrix jacchus (sagui-de-tufo-
branco) eCallithrix penicillata (sagui-de-tufo-preto), de ambos os sexos, pesanitie
126,0 e 354,5 gramas. Foram utilizados animaiy®eeadultos, entre 8 e 18 meses de
idade, sendo os tratamentos formados de acordoosagnupos disponiveis no Parque
Ecoldgico, uma vez que pelo comportamento socsdalespécie, ndo ha como formar
rapidamente novos grupos. Também, deve-se ressplarnao existem diferencas
comportamentais entre saguis nesta fase etariei(Rib2007). Os animais foram
alojados em recintos (2mx2mx3m) enriquecidos cothogae folhas secas, estando

submetidos as condic¢des climaticas naturais.

3.4.Alimentagao de rotina

A alimentacéo de rotina no Parque Ecologico fored®la duas vezes ao dia,
sendo a primeira as 10h00min e a segunda as 16h06omstituida de frutas (banana,
manga, laranja, maca e tomate), legume (cenouapg protéica (sustagem e frutas) e
Tenebrio molitor(tenébrios), sendo a dgua oferecdialibtum.Ao final de cada dia a
alimentacéo excedente era retirada dos recintes@dada.

Para se calcular a porcentagem de propolis a sescada na dieta dos animais,
foi feita uma estimativa de consumo diario de afitogpor animal, uma vez que nao
existem relatos, em literatura, sobre a quantidd@@limento consumido. Como o0s
animais se encontravam em recintos e ndo em gardasfoi possivel calcular com
exatiddo o consumo diario dos tratamentos, tomaeda@omo base, através das
observacdes, o consumo médio de 40 gramas/animabdite consumo diério foi
utilizado para se calcular a quantidade de pro@oker acrescida na alimentacdo dos

animais.

3.5. Tratamentos

A prépolis foi triturada em liquidificador e ofeida na forma de p6 antes da

primeira alimentacéo do dia misturada ao mel (paopiciar melhor palatabilidade) e
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frutas, em forma de papinha, as 09h00min. Todosnisais receberam o mesmo
esquema alimentar segundo 0s seguintes tratamentos:

- Tratamento 1 (T1): tratamento controle contendan$imais. Estes animais foram
alimentados, durante todo o periodo experimental abmentacdo de rotina acrescida
de trés gramas de mel por individuo;

- Tratamento 2 (T2): tratamento composto por 8 aremos quais receberam
alimentacédo de rotina, acrescida de trés gramasalee 2% de propolis bruta, em
relacdo ao consumo diario estimado por individwoseja, 0,8 gramas de propolis;

- Tratamento 3 (T3): tratamento contendo 9 aninuaEgjuais receberam alimentacédo de
rotina, acrescida de trés gramas de mel e 5%dwls bruta, em relacdo ao consumo

diario estimado por individuo, ou seja, 2,0 gras@propolis.

3.6. Periodos de avaliacdo e Modelo de estresse

Os animais foram alimentados durante sete dias @orsem o acréscimo de
propolis (momento 1), de acordo com cada tratamekos este periodo, os animais
continuaram recebendo o0 mesmo esquema alimentaiam fsubmetidos ao estresse,
durante sete dias (momento 2), totalizando 14 dias.

Para promover uma situacao de estresse soci@putde o paradigma intruso x
residente como descrito por Aradjo e Yamamoto (L998ra isto, foram colocados nos
recintos animais da mesma espécie, mas de grupeserdes, em gaiolas com
dimensdes variadas, permanecendo no recinto degcaga por 15 minutos. O mesmo
animal intruso foi colocado na gaiola do grupo €ipre as 8h0Omin, no grupo T2 as
8h20min e no grupo T3 as 8h40min. Foram utilizasle® calitriquideos de grupos
diferentes, um para cada dia de estresse, paragjaaimais dos tratamentos nédo se

habituassem a presenca de um mesmo individuo.

3.7.Coleta de sangue

As coletas de sangue dos animais, dos difereratsrtentos, foram realizadas
ao término do primeiro e segundo momentos, paraeaizacdo das analises

hematoldgicas e proteinas do soro (eletroforese3ai@ue foi coletado por puncéo
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aspirativa da veia femural, sendo colhidos 0,5 reLsdngue em tubo pléstico tipo
eppendorfdescartavel com anticoagulante EDTA (acido etifiiaimino tetracético, sal
dissddico) a 10%.

3.8. Andlises das proteinas do soro (eletroforese)

Foram utilizados 10 pL de cada amostra de sorounsieg os diferentes
tratamentos, adicionados de 40 pL de solucdo catoeg (tampdo eletrodo, sendo
20% de glicerol e 0,02% de azul de bromofenol)pgrando assim as amostras para
aplicagédo na diluicdo 1:4. Estas amostras forafioestibmetidas a centrifugagdo sob
refrigeracdo (4°C) para que as proteinas nao s$alids formassem um precipitado.
A técnica utilizada foi a de eletroforese em gepdkacrilamida vertical, alcalina (pH
8,8), em sistema de tampdes descontinuos, comegeingilhamento na concentragéo
de 4% e gel de separacao na concentracao de 109egHa Rickwood, 1990), com
algumas modificacfes descritas em Ramos (19923o0kglas eletroforéticas se deram
a 100V e mA livre, por 12 minutos, para que asginats chegassem na linha limitrofe
entre os géis de empilhamento e separacdo, sebdwesdas a 200V e mA livre, por
40 minutos, até o indicador sair da placa. Os fgé@n entdo corados com Coomassie,
descorados e submetidos a analise densitométntagél Master VDS Pharmacia),
determinando-se as mobilidades relativas (eletestornativa) e as quantidades de
proteina em cada banda individualizada, empregaad@ programa analitico

adequado. Os dados foram expressos em porcenté&gem (

3.9. Hemograma

O hemograma e contagem de plaquetas foram exesutlE@acordo com 0s
meétodos convencionais do Laboratorio Clinico dogitakVeterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — “UniversidadéiaJde Mesquita Filho”, Campus
de Botucatu, Sao Paulo.

Para as contagens de hemad¢EE/mm?) e leucécitos |{L) foram realizadas
diluicbes manuais em camara hematimétrica (canmamdesivbauer), utilizando liquido
de Marcano, liquido de Tirk e liquido de Bréchegpectivamente. O diferencial de
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leucdcitos foi obtido apds contagem e observacadQfe células (Kelly, 1986). A
determinacdo da concentragdo da proteina plasmetiah (PT) foi realizada por
refratometria (Who, 2001).

3.10. Andlise Estatistica

Para se verificar diferenca entre os momentos, y@aranesmo tratamento, foi
utilizado o teste “t” de Student, ndo pareado. Ramaparacdo de tratamentos, em
ambos 0os momentos, foram utilizados Andlise de aviaia seguido do teste de
Kuskall-Wallis para a comparacdo das médias. Osltags foram considerados
significativos quando$0,05 (Zar, 1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Proteinas do soro

Com relagéo as proteinas do soro (perfil eletrdiftm} pode-se observar que 0s
animais que receberam 5% de propolis na dieta eqesm reducdo significativa
neste parametro {®,05) (3,430+0,17% para o momento 1 e 3,365+0,1Z4a
momento 2), quando comparados com o grupo cornBde2+1,15% para o momento
1 e 4,938+0,35% para o momento 2) (tabela I). Baranimais que receberam 2% de
propolis na dieta ndo foram observadas diferermgasambos os momentos, em relacéo
ao controle (tabela I).

Comparando-se os tratamentos, em ambos 0s mompottesse verificar que
ndo houve diferenca antes e apds o estresse intresaente (tabela I).

As proteinas sdo compostos indispensaveis a vegaegentando a base da
estrutura das células, tecidos e 0rgaos. Funciauano catalisadores enzimaticos nas
reacBes bioquimicas, carreadores de muitos cangtisudo plasma e participam da
defesa organica como anticorpos (Jain, 1993). $tgtificado bioldgico e as multiplas
funcdes exercidas no sistema organico, a avalidgdoniveis séricos das proteinas

totais e de suas fracdes (albumina, alfaglobulibataglobulinas e gamaglobulinas),
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obtidas por eletroforese, representa um importaotdlio na avaliacdo geral de um
individuo (Kanekeet al, 1997).

Nesse estudo, verificou-se que a administracad¥adelé propolis na dieta dos
animais reduziu a quantidade de proteinas do seréorma significativa, em relacao
ao controle, em ambos os momentos. Este fato sugeee a propolis, nesta
concentracdo, poderia prejudicar o estado geralgkmismo destes animais, deixando-

0S mais susceptiveis a sofrerem os efeitos dossstre

TABELA |: Proteinas do soro (%) de sagi@alythrix sp) mantidos em cativeiro e
alimentados ou ndo com propolis (0, 2 e 5%), afrtesnento 1 - M1) e
apos (momento 2 - M2). Os resultados representamédias e 0s

respectivos desvios-padrao.

Momentos 0% 2% 5%
M1 5,502+1,15aA 3,955+0,30abA 3,430+0,17bA
M2 4,938+0,35aA 4,362+0,38abA 3,365+0,17bA

Letras minUsculas diferentes, na mesma limth¢am diferenca estatistica entre as média®,(B).

Letras maiUsculas diferentes, na mesma coindizam diferenca estatistica entre as médig8, ().

4.2. Aspectos Hematologicos
4.2.1. Eritrécitos

Pbde-se observar que o0s animais que receberame2@rogolis na dieta,
apresentaram reducdo significativa no numero de&deitos (3,1+0,7x1Umm?)
(P<0,05), no periodo que antecedeu ao estresse, erpata¢do COm O grupo que
recebeu 5% de prépolis (5,9+0,1%40m°) (tabela I1). Apés a inducéo do estresse,
momento 2, ndo foram verificadas diferencas erdreatamentos (tabela Il).

N&o foram observadas diferencas significativaseesg momentos (tabela Il).

A contagem de eritrécitos € um dos parametrogzadibs para se verificar se
um organismo se encontra debilitado ou ndo. Um rgudd anemia é configurado

guando a contagem de eritrocitos se encontra alg@igsaiveis normais para a idade,
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sexo e espécie (Jain, 1993); sendo assim, a comtagal de eritrocitos reduzida seria
um indicio de desequilibrio organico, o que apriesencomo reflexo um transporte
inadequado de oxigénio, jA que as ceélulas vermedi@s responsaveis por esse
mecanismo fisiolégico, ocasionando assim danoseaodos e organismo.

Nesse estudo, observou-se que a adicdo de 5%peliprpromoveu aumento
significativo na contagem de eritrocitos, no moroeqtie antecedeu o estresse, em
relacdo ao grupo que recebeu 2% de propolis na.dieste fato sugere que a
quantidade de prépolis fornecida aos animais paderfluenciar o numero de

eritrocitos, de acordo com as condi¢des deste ienpeto.

4.2.2. Hematocrito

Pbdde-se observar que os animais que receberame2¥@ropolis na dieta,
apresentaram reducédo significativa no hematocB#0¢7,1%) (R0,05), no periodo
que antecedeu ao estresse, em comparacdo com  quepecebeu 5% de prépolis
(43,3+1,5%) (tabela Il). Apds a inducao do estressamento 2, ndo foram verificadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos &abel

N&o foram observadas diferencas significativaseesg momentos (tabela I1).

O valor do hematdcrito corresponde a porcentagenelddas sdlidas sanguineas e esta
diretamente ligado ao numero de elementos presemesangue, como hemacias,
basofilos, eosindfilos, heterdfilos, leucocitos, maoitos e plaguetas (Rosaréd al,
2004).

Observou-se que a adicdo de 5% de propolis na dietsaglis promoveu
aumento no hematdcrito, no periodo que antecedeastaesse, em relacdo ao grupo
com 2% de propolis, sugerindo que a propolis padembdular a homeostase do

organismo desses animais.

4.2.3. Proteina Total

Observou-se que, para 0 momento antesi@s&resse (momento 1), ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos pagaeina total. Por outro lado, no

momento apds o estresse (momento 2), 0s animaisegaberam 5% de propolis na
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dieta apresentaram aumento significativa<Q(P5) neste parametro (7,3+0,4g/dl),
guando comparados com o grupo que recebeu 2% geligr@,9+0,1g/dl) (tabela II).
Entre os momentos, ndo foram observadas diferdtajasa Il).

A quantidade de proteina total presente no sosoatiamais é de fundamental
relevancia (Ganong, 1995), auxiliando no diagnéstie bem estar animal. Observou-
se que a adicdo de 5% de propolis na dieta dosa@jisumentou a proteina total de
forma significativa em relacdo ao grupo 2%, sugkrique a quantidade de propolis

fornecida aos animais poderia influenciar o nangergroteina total nos animais.

TABELA II: Eritrécito (16/mm®), Hematdcrito (%) e Proteina total (g/dL) de saguii
(Callythrix sp) criados em cativeiro e alimentados ou nao papolis
(0, 2 e 5%), antes (momento 1 - M1) e apds (mom&ntoM2). Os
resultados representam a média e os respectivemsigmdrao.

Propolis Eritrécito Hematdcrito Proteina Total

M1 M2 M1 M2 M1 M2

0% 4,6+0,8aAB 3,97+0,6aA 34,2+2,5aAB 34,5+3,0aA 6,4HA 6,7/+0,1aAB
2% 3,1+0,7aA  4,09+1,3aA 27,0+7,1aA  35,0t5,6aA  5,8+B,385,9+0,1aA
5% 5,9+0,1aB 5,49+0,3aA 43,3+1,5aB 40,7+0,58aA 6,9aB,4 7,3+0,4aB

Letras mindsculas diferentes, na mesma linha, amdidiferenca estatistica entre as médiad (%)

Letras maiusculas diferentes, na mesma colunadamidiferenca estatistica entre as médigs,[)

Embora ndo tenham sido observadas diferencasisgiis para a contagem
de eritrocitos, hematdcrito e proteina total, engdratamentos com propolis e 0 grupo
controle, pode-se observar que os animais que esn®@b5% de préopolis na dieta
apresentaram valores maiores nestes parametrogn#os oS momentos, quando
comparados aos animais do grupo controle. Estestagere que a propolis influenciou
de forma positiva a contagem de células sanguimeaavaliacdo da proteina total, de
acordo com as condi¢cdes deste experimento, podsgrdoma alternativa no manejo

alimentar de saguiis.
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4.3. Leucdcitos totais, neutréfilos, linfécitos, esindfilos e mondcitos

Neutrdfilos, linfocitos, eosinodfilos e mondcitososéélulas sangliineas brancas
que sdo conhecidas como leucdcitos, responsavéas defesa do organismo, 0S
neutréfilos possuem receptores na sua superficie aus receptores de proteinas do
complemento, receptores do fragmento Fc das imabatihas e moléculas de adeséao;
os linfocitos séo responsaveis pela imunidade aelubs eosindfilos atuam na
patogenia das reacdes alérgicas e nas infeccOsadamupor parasitas endogenos e por
altimo os monacitos, que se desenvolvem a partmedula-6ssea ficando cerca de um
dia na corrente sangiinea e finalmente deslocampasa os tecidos onde, séo
denominados macréfagos e sdo as principais céukasealizam a fagocitose.

N&o foram observadas diferencas entre os tratagiezito ambos 0os momentos,
na contagem de leucdcitos totais, neutroéfilos otitbs, eosinéfilos e mondcitos. Da
mesma forma, ndo houve diferencas entre os momequaos cada tratamento (tabela
11).

Cunhaet al. (2005), estudando a variacdo na contagem de leosdotais em
Callithrix jacchussubmetidos ao estresse agudo, observaram auneniftcativo na
fase de estresse em individuos do sexo masculino.

Os neutrdfilos sdo células que apresentam caphitfgocitica, atuando na
resposta imune inespecifica. Um aumento na contagesnneutrofilos do sangue
periférico ou neutrofilia reflete alteracdes fisigicas ou patolégicas. Em diferentes
espécies de mamiferos, a contagem absoluta eveeldé neutréfilos segmentados
tende a aumentar durante o estresse agudo, corsovatlts em humanos (Zorrikt
al.,1993; Bruunsgaret al, 1999), em macaco Rhesus (Morrow-Testlal, 1993) e
hamsters (Bilbet al., 2002; Cunhat al, 2005).

Os linfécitos sé@o responsaveis pela resposta imspecifica humoral e celular,
atuando na produc¢éo de anticorpos, memaria imuital@promovendo a liberacdo de
fatores que regulam a resposta imunolégica, conott@snas (Yoshinagat al, 1994).
Quando o organismo animal é submetido ao estrestepode promover aumento da
taxa de glicocorticéides (Terlouw, 2002), que, poa vez, promovem lise do tecido
linfatico e reduzem o nimero de linfécitos e ediio® circulantes (Dickson, 1996).
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Malta et al. (2000), estudando os efeitos do estresse cr@w@coontengcdo na
resposta imunolégica de diferentes 6rgdos de caomgad, observaram a tendéncia de
diminuicdo no numero de eosindfilos dos animaisngiltlos ao estresse cronico,
quando comparados com o controle. A reducéo sigiiNia de eosinofilos foi também
confirmada, quando foi considerado o numero togaital célula no colon, sugerindo
assim a relacao do estresse com 0 numero de almsm trato intestinal.

Os monacitos séo células produzidas na medula édd#eeradas para o sangue,
onde circulam antes de se estabelecerem em IqouatiBso permanentemente, sendo
denominados entdo de macréfagos. Estas célulasmpaaantes para o sistema imune
celular inespecifico, apresentando capacidade decitase, atividade microbicida,
producdo de citocinas que regulam a resposta taespecifica quanto especifica
(Stiteset al,, 2000).

Diversos trabalhos relataram uma a¢do imunomodrdada propolis sobre
monaocitos/macréfagos de camundongos (Dirabal, 1991; Dimovet al, 1992; Orsi
et al, 2000; Orsiet al 2006). Missima (2005) estudou o efeito da pr&sbbre
camundongos submetidos ao estresse agudo, vedificgue animais estressados e
tratados com prépolis apresentaram potencializat@ogeracdo de peroxido de
hidrogénio (HO,) e inibicdo na liberacdo de Oxido nitrico (NO)ral de impedir o
aparecimento de altera¢des encontradas no baco.

Muitas evidéncias tém sugerido que o estresse modukesposta imune
(Besedovsky e Del Rey, 1996), sendo que o esteggsdo pode estimular as fungdes
de defesa do organismo (Dhabhar, 2002). Nesta esqiio foram verificadas
diferencas significativas na contagem destas &lela ambos os momentos, para os
tratamentos com ou sem a presenca de propolis.faistesugere que a propolis ndo

estaria auxiliando na homeostasia dos animaiseriogo de estresse.
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TABELA llI:  Leucdcitos totaisyL), Neutréfilos segmentados (%), Linfécitos (%) siwfilos (%) e Mondcitos (%) de saguis
(Callythrix sp) criados em cativeiro e alimentados ou ndo papolis (0, 2 e 5%), antes (momento 1 - M1) e

apos (momento 2 - M2). Os resultados representarédia e os respectivos desvios-padrao.

Prépolis Leucoécitos (x16) Neutréfilos (x10°) Linfocitos (x10°) Eosinéfilos (x16) Monécitos (x10)

M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

0% 9,8+1,3aA  19,948,7aA 3,6+1,3aA  3,0+1,8aA 4,1+0,3aA 5,5+2,5aA 2,3+1,1aA 3,5+3,0aA 1,6+0,7aA 1,5+1,1aA

204 17,3+2,1aA 12,7+2,7aA 6,8+2,0aA  5,6+2,0aA 8,8+5,1aA 6,3+0,7aA 2,7t15aA 2,5+0,5aA 1,4+1,1aA 0,6%0,0aA

5% 14,4+2 8aA 15,6+1,2aA 7,6+0,9aA 7,6x1,5aA 6,2+2,0aA 6,6+0,7aA 2,0+1,1aA 3,7+1,0aA 0,4+0,2aA 0,8%+0,4aA

Letras mindsculas diferentes, na mesma linha, amdidiferenca estatistica entre as médigd,(5).

Letras mailsculas diferentes, na mesma colunaamddiferenca estatistica entre as médig8,(d).
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste experimento permitiram congluér a adicdo de propolis
na dieta de saguis mantidos em cativeiro ndo infiioe a contagem de eritrécitos,
hematdcrito, proteina total, leucdcitos totais, tridiios, linfocitos, eosindfilos e
monaocitos.

Em relacéo as proteinas do soro a adicdo de psofEd) pode ser prejudicial
aos animais, uma vez que ocorreu diminuicao deséemnetro.

Sugere-se a realizagdo de novos estudos utilizathidgoentes tempos de

administracdo e concentracdes de prépolis, bem clistintos periodos de estresse.
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CAPITULO 4



IMPLICACOES

A criacdo de animais em cativeiro pode promoverafifbes comportamentais e
fisiologicas em funcéo do estresse, colocando erddi bem-estar e a viabilidade da
manutengao destes em locais de conservagao. Unsdtelamativas para minimizar os
efeitos do estresse seria 0 manejo alimentar dosaas) o qual pode ter influencia
direta sobre a manutencéo da saude dos mesmos.

Devido ao fato de nédo existirem estudos conclusisoisre a diversidade,
qualidade e quantidade de nutrientes necessanasopaguilibrio organico dos simios,
existe uma grande dificuldade em se estabelecdasdiadequadas. Aléem disso,
diferencas entre as espécies, status reprodutexy & idade sugerem o quanto
desbalanceada pode ser a dieta desses animaisiesir@acolocando em risco a saude
dos mesmos. Desta forma, o uso de produtos natgaie a propolis, utilizada como
aditivo, em conjunto com outros nutrientes, podseiauma importante ferramenta para
melhorar o bem-estar geral de animais silvestrepamues e locais de conservacao.

Neste trabalho, verificou-se que a propolis afetpenas o peso dos animais, de
forma direta e positiva. Entretanto, sugere-se s@&iudos, utilizando-se tempos de

administracéo, concentracéo de propolis e difesgmeeiodos de estresse.
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