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The aim of this study was to evaluate the response of blue-fronted parrots to restraint
procedures and separation by non-invasive methods such as measurement of glucocor-
ticoid metabolites in droppings. For this, we utilized 24 birds, 17 males and 7 females,
initially kept in large adjacent aviaries, separated by sex. After capture and 3 minutes of
manual contention, by random, 13 birds returned to the aviary and 11 animals were hou-
sed in individual cages in the same facility of the aviaries allowing the maintenance of au-
ditory and visual contact between them. In order to evaluate if the physically isolated birds
isolated or in groups would react in different ways, all droppings samples were collected
at 3-hours intervals during 24 hours to evaluation of excreted glucocorticoid metabolites
by enzimeimmunoassay. There were no significant effects of sex (P=0.5850), treatment
(P=0.6805) and time (P=0.2293) and the glucocorticoid metabolites concentrations were
within the diurnal range expected for this specie. Therefore, the endocrine response of
both groups was similar and stress of capture and physical separation was not significant

for the birds.

INDEX TERMS: Glucocorticoid metabolites, welfare, stress, Amazona aestiva.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi analisar a resposta
dos papagaios-verdadeiros aos procedimentos de contencao
e separagao fisica por método ndo invasivo, como a dosagem
das concentracdoes de metabdlitos de glicocorticoides nas
excretas. Para tanto, foram utilizadas 24 aves, 17 machos e
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sete fémeas, inicialmente mantidas em viveiros amplos e ad-
jacentes, separadas por sexo. Apds captura e contencdo de
trés minutos, 13 aves voltaram para os viveiros coletivos e
11 foram alojadas em gaiolas individuais no mesmo recinto
dos viveiros, de modo a permitir que as aves isoladas manti-
vessem contato visual e auditivo com as demais. Para avaliar
se os animais responderiam de maneira diferente quando
fisicamente isolados ou em grupo, amostras de excretas fo-
ram coletadas sequencialmente em intervalos de trés horas
durante 24 horas para avaliacdo dos metabdlitos de glico-
corticoides por enzimaimunoensaio. Nao houve efeito signi-
ficativo de sexo (P=0,5850), tratamento (P=0,6805) e tempo
(P=0,2293), e as concentracdes de metabdlitos de glicocor-
ticoides mantiveram-se dentro da variacdo diurna esperada
para esta espécie. Portanto, ambos os grupos responderam
endocrinologicamente de forma semelhante e o estresse de
captura e separacao fisica ndo foi significativo para as aves.

TERMOS DE INDEXACAO: Metabélitos de glicocorticoides, bem-
estar, estresse, Amazona aestiva.
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INTRODUCAO

Pertencente a Ordem Psittaciformes e a Familia Psittacidae
(IUCN 2012), a espécie Amazona aestiva também é conhe-
cida popularmente como papagaio-verdadeiro, papagaio-
-comum ou papagaio-de-fronte-azul (Sick 2001). Sdo aves
inteligentes, possuem plumagem exuberante e sdo capazes
de imitar a voz humana e outros sons e por isto é comum o
desejo de crid-las como animal de estimacdo (Collar 1997).
Embora sua situacdo ainda seja “pouco preocupante” na
Categoria Lista Vermelha da IUCN (International Union
for Conservation of Nature), a tendéncia da populacgio é o
declinio (IUCN 2012). Estima-se que de cada dez animais
traficados apenas um sobreviva, devido as condi¢cdes extre-
mas de estresse e maus tratos durante o processo (Renctas
2002).

A principio, o estresse é uma resposta adaptativa que
permite ao organismo responder fisiologicamente as mu-
dancas e desafios (McEwen 2000, Goymann & Wingfield
2004). Contudo, para espécies da fauna selvagem, quando
alguma demanda natural ndo é mantida em cativeiro, altos
niveis de estresse podem ser gerados (Van Zeeland et al.
2009). A elevagdo cronica dos hormonios relacionados ao
estresse favorece o desenvolvimento de disturbios com-
portamentais como fobias, arrancamento de penas, estere-
otipias, agressividade excessiva e automutilagio (Van Hoek
& Tem Cate 1998, Meehan et al. 2004, Van Zeeland et al.
2009) e ainda afeta o crescimento animal, condicdo cor-
poral e sistema imunoloégico (Korte et al. 2005, Lundberg
2005, Stowe et al. 2008) favorecendo efeitos multidimen-
sionais negativos na saide animal (Stothart et al. 2016).
Estudos que envolvam o bem-estar e caracteristicas sociais
destas aves em cativeiro se fazem necessarios para melho-
rara o cuidado e o manejo (Meehan et al. 2003, Peixoto &
Tischer 2004).

A mensuracdo das concentragdes sanguineas de corti-
costerona em aves prové informacgdes importantes a res-
peito da atividade adrenocortical, possibilitando inferir
sobre o bem-estar nesses animais. Porém, a obtencdo de
sangue em aves silvestres é um procedimento invasivo,
estressante e inapropriado para essa avaliacdo (Romero &
Reed, 2005). Os beneficios associados as amostragens que
ndo requerem conten¢do, anestesia e coleta de sangue in-
cluem menor risco ao animal e investigador, assim como
a possibilidade de obter perfis endécrinos que ndo foram
influenciados pelo procedimento de amostragem. Para tan-
to, é possivel utilizar as excretas dos animais para quan-
tificacdo dos metabdlitos de glicocorticoides (MG) (Mostl
et al. 2005, Palme 2012). Como o uso de kits especificos
para dosagem das concentrag¢des sanguineas de hormonios
plasmaticos (cortisol, corticosterona) tem se mostrado ina-
dequado para a mensuracdo dos MG nas excretas de papa-
gaios-verdadeiros (Fujihara et al. 2014), é necessario que
sejam empregados, para as dosagens hormonais nas excre-
tas, ensaios que utilizem anticorpos com afinidade para um
grande numero dos metabdlitos, como o enzimaimunoen-
saio cortisona grupo especifico validado para essa espécie
por Ferreira et al. (2015).

Desta forma, o objetivo deste trabalho é analisar a res-
posta dos papagaios-verdadeiros a procedimentos enfren-
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tados em cativeiro como contencio fisica seguida ou nio de
separacao fisica por meio da dosagem dos niveis de meta-
bolitos de glicocorticoides nas excretas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 papagaios, sete fémeas e 17 machos, higidos,
adultos, de diversas idades, pertencentes ao CEMPAS (Centro de
Manejo e Pesquisa de Animais Silvestres) da Faculdade de Me-
dicina Veterindria e Zootecnia da Unesp-Botucatu. Os animais,
mantidos em dois viveiros coletivos amplos e adjacentes, estavam
separados por sexo e familiarizados ao manejo e a alimentagdo.
O experimento estava de acordo com os principios éticos na ex-
perimentagio animal e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) sob o Protocolo n2145/2010.

O projeto foi desenvolvido no més de abril de 2012. Apdés um
periodo de adaptacdo de 15 dias as condi¢des experimentais e
a presenca da equipe de trabalho, os animais foram submetidos
a captura com pugd e contencdo manual por aproximadamente
trés minutos. Apds este procedimento, realizado por diferentes
veterindrios, as aves foram separadas ao acaso, sendo que 13 (11
machos e duas fémeas) voltaram para os viveiros coletivos e 11
(seis machos e cinco fémeas) foram alojadas em gaiolas individu-
ais no mesmo recinto dos viveiros, de modo a permitir que as aves
isoladas mantivessem o contato visual e auditivo com as demais.

Uma hora antes do procedimento as fezes dos animais foram
coletadas na forma de pool, representando o momento zero. Sub-
sequentemente, a cada trés horas, durante 24 horas, as excre-
tas foram colhidas dos viveiros (pool de amostras) e das gaiolas
(amostras individuais), sendo acondicionadas imediatamente a
-20°C.

A extragdo dos MG foi realizada no Laboratério de Pesquisa
em Proteinas de Fase aguda e Monitoramento Nao invasivo da Re-
producdo e do Bem-estar Animal da FMVZ, Unesp Botucatu. Para
tanto, foram pesados 0,05g de excretas em balanca analitica e
acrescentado 1mL de Metanol 80%. Ap6s agitacdo continua de 30
minutos em virtex multitubos, as amostras foram centrifugadas a
500g por 20 minutos. Entao, uma aliquota de 500uL do sobrena-
dante foi transferida para outro frasco e evaporada a 50°C por 14
horas. Apds a evaporacgdo os extratos secos foram armazenados a
-20°C até o momento do ensaio.

As dosagens dos MG foram realizadas por enzimaimunoen-
saio no Departamento de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Medicina Veterindria de Viena, Austria. Um dia antes das analises,
os extratos secos foram rediluidos em 500puL. de metanol 80%.
Apos a diluigao, as aliquotas foram misturadas e mantidas a -20°C
por 24 horas, agitadas por um minuto em vortex multibubos e
centrifugadas a 8000 g por dois minutos.

0s MG foram quantificados em uma aliquota de 30 pl do extra-
to diluido na propor¢ao 1:10 em solugdo de ensaio, empregando-
-se a técnica de enzimaimunoensaio cortisona grupo especifico,
primeiramente descrita e validada em galindceos por Rettenba-
cher et al. (2004) e validada em papagaios-verdadeiros por Fer-
reira et al. (2015). Os coeficientes de variacdo intra e interensaio
foram, respectivamente, 3,15% e 4,96%, e a sensibilidade do en-
saio foi de 1,4ng/g de fezes. Todas as amostras foram dosadas em
duplicata. As concentracdes de MG foram expressas em ng/g de
excretas.

Os dados foram analisados pelo programa SAS, versdo 2009.
Como ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
de varidncia, os valores foram transformados logaritmicamente
apds a reposicdo das amostras perdidas por interpolacdo linear.
Um modelo de medidas repetidas foi usado para determinar o
efeito de sexo, tratamento (gaiola e viveiro) e tempo. Um termo
de interagdo entre tratamento e momento foi incluido no modelo
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para testar a hipdtese de que a diferenca entre grupos seria de-
pendente do momento analisado. Uma estrutura de covaridncia
auto regressiva foi usada para modelar a correlacdo entre medi-
das repetidas dentro da mesma ave. O nivel de significancia consi-
derado para todos os testes foi P<0,05.

RESULTADOS

Apesar das variagdes individuais (3,5-1006,18ng/g excre-
tas) a andlise das concentracées dos MG mensuradas du-
rante 24 horas ndo evidenciou efeito de sexo (P=0,5850),
tratamento (P=0,6805) ou tempo (P=0,2293) (Fig.1). O
presente estudo também ndo evidenciou diferencas signi-
ficativas nas concentra¢des de MG entre machos e fémeas
de papagaios-verdadeiros, permitindo o agrupamento dos
dados para analise. As fotografias das condi¢des experi-
mentais estdo evidenciadas abaixo (Fig.2).
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Fig.1. Boxplot dos metabélitos de glicocorticoides (MG, ng/g de
excreta) de papagaios-verdadeiros ap6s contengio fisica se-
guida de isolamento fisico (boxes cinzas, n=11) e valores
medianos apresentados pelos animais controle submetidos
a contengdo seguida de retorno aos viveiros coletivos (linha
pontilhada, n=13).
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Fig.2. (A) Viveiros adjacentes onde os animais permanec1am em

grupos, separados por sexo. (B) As gaiolas onde os animais
foram isolados (B).

DISCUSSAO

Os resultados deste experimento expressam pela primeira
vez os efeitos da contencdo fisica seguida ou nao do isola-
mento fisico sobre as concentragdes de MG nas excretas de
papagaios-verdadeiros.

De forma similar ao relatado para pdassaros (passari-
nho-do-artico, Zonotrichia leucophrys gambelii) (Asthei-
mer et al. 1994), corujas (Wasser et al. 1997, Wasser &

Hunt 2005), galinaceos (Rettenbacher et al. 2004) e mami-
feros, como o hamster sirio (Chelini et al. 2010), o presente
estudo também ndo evidenciou diferengas significativas
nas concentragdes de MG entre machos e fémeas de papa-
gaios-verdadeiros. Essa resposta adrenocortical semelhan-
te entre os sexos foi também observada por Ferreira et al.
(2015) quando avaliaram, fora da estagdo reprodutiva, as
concentragdes de metabdlitos de glicocorticoides nas ex-
cretas de papagaio-verdadeiro ao longo do dia e apds de-
safio com ACTH. Estes achados em conjunto consolidam
a informacdo de que, para esta espécie, durante o periodo
ndo reprodutivo, as taxas de secrecdo e metabolizacdo dos
glicocorticoides sdo semelhantes em machos e fémeas.

No presente estudo, a despeito da auséncia de elevagio
significativa das concentra¢des de MG nas excretas, os maio-
res valores foram observados entre trés e seis horas apos a
contencdo e separacao fisica das aves, semelhante ao descri-
to por Ferreira et al. (2015) que observaram a elevacdo das
concentracdes de MG nas excretas de papagaio-verdadeiro,
a partir de trés ap6s desafio com ACTH (25 U], im).

O género Amazona é sociavel e pode ser encontrado
em grupos de, em média, 2 a 4 individuos (Gilard & Munn
1998). Stowe et al. (2009) afirmam que o contexto social
pode modular o estresse em aves, tais como o chapim-re-
al (Parus major). Contudo, mesmo em aves altamente
sociais, o quanto um individuo esta de fato integrado so-
cialmente em seu grupo pode variar substancialmente
(Stocker et al. 2016). Em um estudo realizado por Meehan
et al. (2004), observou-se comportamento afiliativo em
papagaios-do-mangue (Amazona amazonica) e esta car-
acteristica ajudou os animais a enfrentarem situagdes es-
tressantes quando isolados do grupo e alojados aos pares.
Pouco se sabe sobre como se estabelecem, se mantém e sdo
valoradas as relagdes sociais em papagaios-verdadeiros.
No presente estudo, as aves que voltaram ao viveiro ndo
apresentaram menores taxas de excrecdo de MG quando
comparadas com aquelas que foram alojadas em gaiolas
individuais. O fato das gaiolas individuais terem perman-
ecido no mesmo recinto e do isolamento ter sido apenas
fisico, com manutenc¢do do contato visual e auditivo entre
as aves, pode ter minimizado o efeito da separagdo, que ndo
potencializou os efeitos da contencdo fisica.

As concentragdes de MG nas excretas de papagaio-ver-
dadeiro observadas no presente estudo foram semelhantes
as descritas por Ferreira et al. (2015) ao estudar as varia-
¢oes fisioldgicas diurnas desses metabolitos. Esse achado
sinaliza que os desafios enfrentados pelos animais (conten-
¢do e separacdo) nio desencadearam elevagdes plasmati-
cas importantes dos glicocorticoides.

A contencio fisica é considerada um evento estressante
em aves (Carsia & Harvey 2000). Contudo, Collette et al.
(2000) observaram que papagaios-do-mangue (Amazona
amazonica), quando submetidos a contengao diaria, dos 25
dias de idade até 38 dias depois do empenamento, apresen-
taram concentragdes séricas de corticosterona inferiores
as apresentadas pelas aves que experimentaram o manu-
seio pela primeira vez aos 66 dias de idade. Os autores
concluiram que o manuseio neonatal didrio permite que os
animais sejam contidos posteriormente sem interpretarem
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o procedimento como estressante. Ferreira et al. (2015)
observaram, em papagaios-verdadeiros adultos, um com-
portamento semelhante, pois quando papagaios-verdadei-
ros adultos foram condicionados a contencdo e injecdo com
solucdo salina (0,9% NaCl, im) ndo foi observada elevagao
das concentracdes de MG nas excretas desses animais apos
esses procedimentos. Os achados de Ferreira et al. (2015)
juntamente aos do presente estudo ampliam este conceito
e sugerem que individuos adultos podem ser condiciona-
dos a manipulacdo e contengao fisica sem que esse evento
seja causador de estresse. Além disso, os animais empre-
gados nestes estudo se encontravam no CEMPAS ha no mi-
nimo dois anos. O fato das aves estarem, de certa forma,
familiarizadas com o ambiente e com as pessoas envolvi-
das no manejo diario (limpeza dos viveiros, alimentagio e
eventuais contengdes), pode ter influenciado os resultados
e amenizado o efeito dos tratamentos.

Hennessy (1997) afirma que em aves, a separacao de
parceiros que exibem sinais de ligacdo emocional causa
uma ativacdo imediata e persistente do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal, enquanto a separacao de duplas com
comportamento afiliativo, mas sem sinais de vinculo emo-
cional, possui pouco ou nenhum efeito. No nosso estudo, o
isolamento fisico ndo potencializou os efeitos da contencdo
fisica. Podemos propor que as aves ndo possuiam fortes
vinculos entre si em cativeiro ou que o contato visual e au-
ditivo foi suficiente para amenizar os efeitos do isolamento
fisico.

Estudos utilizando gansos (Baltic et al. 2005) e corvos
(Stowe et al. 2008, Stocker et al. 2016) afirmam que a orga-
nizagdo social influencia o metabolismo e a excregio de gli-
cocorticoides fazendo-os variar entre individuos da mesma
espécie. Em corvo-comum (Corvus corax), aves com maior
grau de dominancia tendem a apresentar maiores concen-
tracdes de MG que os subordinados (Stowe et al. 2008) e
aves com forte interacdo social podem revelar menores
concentracdes de MG quando mantidas em grupo (Stocker
etal. 2016).

Desta forma, a organizagao social do viveiro é uma das
possiveis explicacdes dos resultados obtidos no presente
estudo e sinaliza a importancia de se conhecer previamente
as relagdes sociais dos animais para o melhor compreensao
dos fenomenos fisiolégicos associados a separacdo nesta
espécie.

Finalmente, as aves empregadas no presente estudo
apresentavam uma grande diversidade de origens, pois
eram oriundas de apreensdes, doagdes, abandonos e pos-
sufam, portanto, histérias diferentes. Experiéncias ante-
riores sdo importantes para papagaios e condicionam os
efeitos estressores de determinados procedimentos (Col-
lete et al. 2000, Ferreira et al. 2015). No entanto, a diversi-
dade encontrada no estudo foi uma caracteristica positiva
pois refletiu a realidade de zoolégicos e outros tipos de cat-
iveiros.

CONCLUSAO

A contencdo, seguida ou ndo de isolamento fisico, em am-
bientes que permitam a manuten¢do do contato auditi-
vo e visual entre as aves, ndo elevou as concentragoes de
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metabolitos de corticosterona nas excretas de papagaios-
-verdadeiros. Contudo, mais pesquisas nesta espécie sido
necessarias para que seja possivel entender os efeitos do
ambiente e da organizagdo social na resposta a procedi-
mentos de manejo ou situagdes cotidianas enfrentadas por
esses animais.
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