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VALIDAÇÃO DA INATIVIDADE EM PACAS (Cuniculus paca) COMO INDICADOR DE

BEM-ESTAR

Darília Christiane Bomfim de Rezende: darirezende95@gmail.com,

¹Laboratório de Etologia Aplicada, Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia,
Brasil.Endereço: UESC/ Laboratório de Etologia Aplicada Rodovia Jorge Amado km 16, Ilhéus, Bahia

CEP: 45662-900.

RESUMO

A preocupação com o bem-estar animal foi intensificada no decorrer das últimas décadas.
Em decorrência disso, pesquisadores vêm desenvolvendo técnicas para medir e identificar o estado
emocional dos animais e inferir na melhoria de seu bem-estar. Neste contexto, a busca por
indicadores de bem-estar espécie-específicos é necessária, principalmente para espécies
neotropicais ainda pouco estudadas como as pacas (Cuniculus paca). Desta forma, o objetivo deste
estudo foi encontrar correspondência entre os padrões de inatividade comportamental dos animais
em Inatividade enquanto acordado (IBA) e o estresse desses animais mensurado pela curva de
excreção de metabólitos de glicocorticóides fecais durante o teste de desafio do hormônio
Adrenocorticotrófico (ACTH).Neste estudo foi utilizado o modelo quadrado latino (4x4) onde os
animais foram submetidos ao teste de desafio do ACTH) exógeno durante os seguintes
tratamentos: sem manejo; injeção intramuscular de solução salina; injeção intramuscular de ACTH
baixo (0,18 mL ACTH) e injeção intramuscular de ACTH alto (0,37 mL ACTH). Os
procedimentos associados à injeção (captura, contenção, aplicação) começaram às 7:30 e levou
cerca de 15 minutos para ser concluído para todos os animais. O comportamento dos animais
durante os tratamentos foi filmado e registrado por meio do método animal focal para posterior
análise. Foi realizada análise aplicando e modelo linear misto e teste post-hoc de Tukey para
comparação de médias da percentagem de tempo de inatividade, dormindo e alimentação em
pacas. Os dados não apresentaram efeito significativo entre os tratamentos (desafio com ACTH
exógeno) para a porcentagem de tempo em inatividade, dormindo e comendo. As pacas
permaneceram mais tempo inativas na manhã após a aplicação dos tratamentos (P = 0,005),
retornando ao nível inicial de inatividade na noite, 24h após o desafio. Houve redução na
percentagem de tempo em que as pacas foram observadas alimentando-se na manhã da aplicação
dos tratamentos (desafio) (média: 13,1%, DP = 18,0%) em relação à manhã do dia anterior
(pré-desafio) (média = 43,5%, DP = 8,5%), voltando a apresentar o mesmo tempo gasto
alimentando-se no sétimo dia após desafio (P = 0,004). Quanto ao comportamento de dormir, não
foi observado efeito do dia em relação ao tratamento aplicado, apenas de horário, sendo que as
pacas dormiram mais à noite. Conclui-se que o comportamento de inatividade (IBA), bem como a
diminuição brusca do comportamento de alimentação são bons indicadores de estresse em
Cuniculus paca, podendo, portanto, servir como auxílio para os criadores da espécie analisarem os
agentes estressores na espécie.
Palavras-chave: bem-estar animal, estresse, etologia aplicada, inatividade.
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VALIDATION OF INACTIVITY IN PACAS (Cuniculus paca) AS AN WELFARE
INDICATOR

ABSTRACT

Concerns about animal welfare has intensified over the last decades. As a result, researchers have been
developing techniques to measure, and identify the emotional state of animals and infer about their
well-being. In this context, the search for species-specific welfare indicators is necessary, especially
for neotropical species that are still poorly studied, such as pacas (Cuniculus paca). Thus, the aim of
this study was to find a correspondence between the behavioral inactivity patterns of animals in
Inactivity but awake (IBA), and the stress of these animals measured by the excretion curve of fecal
glucocorticoid metabolites during the adrenocorticotropic hormone (ACTH) challenge test. In this
study, the latin square model (4x4) was used, where the animals were submitted to the exogenous
(ACTH) challenge test during the following treatments: without handling; intramuscular injection of
saline solution; low ACTH intramuscular injection (0.18 mL ACTH) and high ACTH intramuscular
injection (0.37 mL ACTH). The injection procedures (capture, restraint, application) started at 7:30
a.m and took about 15 minutes to complete for all animals. The behavior of the animals during the
treatments was filmed and recorded using the focal animal method for further analysis. Analysis was
performed using a mixed linear model and Tukey's post-hoc test to compare means of the percentage
of inactivity, sleeping and feeding time in pacas. The data showed no significant effects between
treatments (exogenous ACTH challenge) for percentage of time in inactive, sleeping and eating. For
the inactive state, the pacas remained inactive longer in the morning after the treatments (P = 0.005),
returning to the initial level of inactivity the night after the challenge, 24 hours after the challenge.
Regarding the feeding behavior, there was a reduction in the percentage of time in which the pacas
were observed feeding on the morning of the treatments application (challenge) (mean 13.1%,
DP = 18.0%), in relation to the morning of the previous day (pre-challenge) (mean = 43.5%,
DP = 8.5%) showing the same time spent feeding on the seventh day after challenge (P= 0.004).
Regarding sleeping behavior, there was no effect of the day in relation to the treatments, only of the
time, moreover the pacas slept more at night. We conclude that inactivity IBA behavior, as well as the
absence of feeding, seems to be good indicators of stress in Cuniculus paca, and may, therefore, serve
as cue for breeders of the species to analyze the stressors in the species.

Keywords: applied ethology, animal welfare, inactivity, stress.
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1 INTRODUÇÃO

A presença de distúrbios comportamentais muitas vezes é um indicativo de que os

animais estão com algum grau de sofrimento, que compromete seu bem-estar (BROOM,

1986; HOSEY; MELFI; PANKHURST, 2013; MASON, 2010). Geralmente, isso ocorre

porque o ambiente de cativeiro expõe os animais a fontes persistentes de estresse, tais como

espaço reduzido (NOGUEIRA; NOGUEIRA FILHO, 2018), restrição de movimentos para a

obtenção de alimento (BASHAW et al., 2003), proximidade forçada com humanos

(MALLAPUR; CHELLAM, 2002), isolamento social (HERSKIN; JENSEN, 2000), além de

outras restrições a estímulos necessários para a manifestação dos comportamentos naturais da

espécie (MORGAN; TROMBORG, 2007; MCPHEE; CARLSTEAD, 2010). Estas situações

podem gerar estresse crônico, causando mudanças metabólicas que consequentemente

reduzem a imunidade do animal (NAZAR; MARIN, 2011), incrementando a circulação de

hormônios associados ao estresse (cortisol ou corticosterona) (LANE, 2006), além de gerar

aumento da inatividade do indivíduo (MEAGHER et al., 2013).

O tempo em que um animal passa em inatividade tem sido sugerido como uma

medida para avaliar seu estado emocional e consequente bem-estar. A inatividade é definida

como a ausência ou a diminuição brusca da atividade geral do animal (FUREIX; MEAGHER,

2015). Acredita-se que em humanos, a inatividade enquanto acordado (IBA) ocorra em

decorrência de um estado afetivo negativo (MUHSEN et al, 2010). Da mesma forma, a

presença da IBA em animais também parece estar associada a um bem-estar reduzido (LESS

et al., 2012; MEAGHER et al.,2013; HARVEY et al., 2019). Portanto, mensurar o padrão de

inatividade dos animais mantidos em cativeiro, para ser usado como indicador de bem-estar,

parece promissor. No entanto, para que a IBA seja usada como um indicador de bem-estar, é

necessário que haja validação desta variável. Deste modo, o objetivo deste estudo foi validar a

IBA como indicador de bem-estar em pacas (Cuniculus paca) por meio da associação entre os

padrões de inatividade comportamental e o teste de desafio para monitoramento de estresse

por meio de metabólitos de corticosterona nas fezes.
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A paca (Cuniculus paca) é um roedor neotropical que está presente em quase todo

o território da América Central e Sul, exceto Chile (EMMONS, 2016). São animais

majoritariamente solitários, territoriais, com hábitos crepusculares e noturnos (SILVA, 1984).

Seu estado de conservação mundial é considerado como ‘menos preocupante’ segundo o livro

vermelho da União Internacional para a Conservação da Natureza-IUCN (EMMONS, 2016).

No entanto, em várias regiões, como o Rio Grande do Sul e o Paraná, a espécie está

localmente ameaçada, principalmente pela perda de hábitat e devido à forte pressão de caça

(EMMONS, 2016), uma vez que sua carne é a mais apreciada entre as carnes de caça

(NOGUEIRA; NOGUEIRA-FILHO; 2011; VALSECCHI; EL BIZRI; FIGUEIRA, 2014).

Nos países Neotropicais, a espécie tem sido criada para consumo de carne, deste modo a

produção em cativeiro é considerada como uma das estratégias tanto para a segurança

alimentar (SMYTHE, GUANTI, 1995), como para auxiliar na conservação de suas

populações naturais evitando a caça (GALLINA; PÉREZ-TORRES; GUZMÁN, 2012).

Alguns estudos sobre o repertório comportamental das pacas em cativeiro foram

desenvolvidos, onde buscou-se categorizar estes comportamentos e quantificá-los de acordo

com sua frequência de ocorrência (HOSKEN et al, 2021), e importância para o fitness desses

indivíduos (SABATINI; PARANHOS, 2006; ALDRIGUI et al., 2018a, 2018b). No entanto,

poucas informações estão disponíveis sobre o efeito do sistema de produção da espécie sobre

seu bem-estar (SABATINI; PARANHOS, 2006). Assim, se faz urgente a identificação de

indicadores de bem-estar não invasivos para a espécie, para que os produtores possam

conhecer melhor as necessidades desses animais em cativeiro. Neste contexto, espera-se

encontrar correspondência entre os padrões de inatividade comportamental dos animais em

IBA e o estresse desses animais mensurado pela curva de excreção de metabólitos de

glicocorticóides fecais durante o teste de desafio do hormônio Adrenocorticotrófico (ACTH).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Validar a inatividade enquanto acordado (IBA) em pacas (Cuniculus paca) como

um indicador de bem-estar.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Realizar o desafio do ACTH nas pacas.

● Analisar o comportamento das pacas quando submetidas ao desafio do ACTH.

● Identificar e quantificar o comportamento de inatividade enquanto acordado (IBA) em

pacas quando submetidas a diferentes níveis de estresse endógeno.
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3 REVISÃO DE LITERATURA

3.1 A ESPÉCIE Cuniculus paca

A paca (Cuniculus paca) é o segundo maior roedor neotropical (EMMONS, 2016).

São mamíferos pertencentes ao filo Chordata, subclasse Theriiformes, infraclasse Holotheria,

ordem Rodentia, subordem Hystricognatha, família Cuniculidae, gênero Cuniculus e espécie

Cuniculus paca (WILSON; REEDER, 2005). Na literatura são descritas cinco subespécies de

pacas: C. p. paca, C. p. quanta, C. p. mexicanae, C. p. nelsoni e C. p. virgata (WILSON;

REEDER, 2005). A sistemática estabelecida para as pacas indica que a espécie foi

inicialmente agrupada dentro do gênero Agouti, onde se encontram diversas publicações que

relatam desta forma (BONILLA-MORALES; PULIDO; PACHECO, 2013). Atualmente, a

Comissão Internacional de Nomenclatura Zoológica incluiu a paca dentro do gênero

Cuniculus, sugerido por Brisson em 1762, passando o gênero Agouti ser um sinônimo pouco

usual.

A distribuição geográfica do gênero estende-se desde o sudeste do México até o

norte da Argentina, ocorrendo também em Belize, Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica,

Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicarágua,

Panamá, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela

(PÉREZ-TORRES, 1996; EISENBERG; REDFORD, 1999; EMMONS, 2016).

O comprimento da paca adulta varia em torno de 60 a 82 cm, com peso médio

variando de 6,30 a 10,00 kg, no entanto, alguns animais podem pesar até 12 kg. Os espécimes

apresentam orelhas médias arredondadas, olhos grandes e pretos, que parecem vermelhos à

noite, uma pequena cauda (1-2 cm de comprimento), as pernas dianteiras curtas têm quatro

dedos dispostos para a frente e as pernas posteriores, mais longas, têm cinco dedos, as unhas

são fortes e adequadas para correr (NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA, 1999). Possuem pelos

curtos e ásperos, com fundo de castanho avermelhado a castanho ou castanho escuro

(PÉREZ-TORRES, 1996). Possuem de três a cinco linhas pontilhadas na lateral do seu corpo,

além de apresentar uma coloração branca de seus pelos ventrais (AUGUSTO; RIOS, 2002).
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Os dentes frontais dessa espécie crescem continuamente, assim como em outros roedores,

portanto, o animal os desgasta roendo troncos de madeira e outros objetos rígidos

(PEREZ-TORRES, 1996). A longevidade da paca varia de 10 a 15 anos em ambiente natural

(CARRETA-JUNIOR, 2008), e cerca de 20 anos em cativeiro (OLIVEIRA et al., 2007).

Os animais são majoritariamente solitários, territoriais, com hábitos crepusculares e

noturnos (SILVA, 1984). Essa espécie, considerada generalista com relação ao hábito

alimentar, habita florestas tropicais úmidas, no entanto, pode ocupar diferentes tipos de

habitats, como manguezais, florestas decíduas, semidecíduas, mas usualmente procuram áreas

florestadas próximas de cursos d’água (PEREZ-TORRES, 1996; ZUCARATTO; CARRARA;

FRANCA, 2010). Também podem ser encontradas em áreas de vegetação secundária, bem

como em áreas de cultura agrícola, sendo nesses casos, consideradas potenciais pragas, devido

ao consumo desses produtos (LOBÃO; NOGUEIRA-FILHO, 2011). Quanto aos hábitos

alimentares, a paca forrageia ao entardecer e no crepúsculo, percorrendo trilhas fixas, e que

geralmente são próprias de cada animal (PEREZ- TORRES, 1996). Em vida livre, possuem

cerca de 87% de sua dieta baseada no consumo de frutas, podendo também consumir folhas

verdes (DUBOST; HENRY, 2006). Contudo, em cativeiro, são alimentadas com frutas, folhas,

raízes, milho em grão e ração comercial formulada para coelhos (NOGUEIRA-FILHO;

NOGUEIRA, 1999). Devido a seus hábitos alimentares, eles desempenham um papel

importante na dispersão de sementes e, portanto, são essenciais para a manutenção e

regeneração das florestas (NAGY-REIS ET AL., 2019; BECK-KING; HELVERSEN;

BECK-KING, 1999; JANINI, 2000).

As pacas são descritas majoritariamente como animais solitários (SMYTHE;

BROWN DE GUANTI, 1995), porém já foram descritos relatos desses animais vivendo em

grupos na natureza (FIGUEROA-DE-LEÓN et al.,2016). Corroborando com esses achados,

um estudo realizado por Lima et al. (2018), constatou que as pacas em cativeiro possuem um

vasto repertório vocal, apresentando vocalizações de rugido e gemido, por exemplo, que

podem indicar uma comunicação de alerta entre os indivíduos. A complexidade de

comunicação encontrada sugere compatibilidade com espécies que vivem em grupo.
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O estado de conservação da espécie é classificado como ‘menos preocupante’

segundo livro vermelho da união Internacional para a conservação da Natureza-IUCN

(EMMONS, 2016). Este estado de conservação é atribuído a sua ampla distribuição nos

países em que ocorre (EMMONS, 2016), porém, a paca é considerada como localmente

ameaçada em algumas áreas de sua ocorrência, como no Rio Grande do Sul, Paraná, São

Paulo e Rio de Janeiro, devido à perda de hábitat e forte pressão de caça (BENITÉZ-LÓPEZ

et al., 2017). A caça ocorre principalmente pela qualidade da carne desse animal que é muito

apreciada (NOGUEIRA-FILHO; NOGUEIRA, 1999; GOMES; KARAM; MACEDO, 2013).

A pressão oriunda da caça dificulta a manutenção das populações silvestres dessa espécie,

paralelamente, o mercado econômico existente na comercialização da carne da Paca faz com

que a criação de animais em cativeiro seja uma alternativa com impactos positivos, tanto

econômicos – geração de renda na venda de animais e carne – como no aspecto ambiental – já

que espera-se que ocorra a diminuição na caça desses animais na natureza

(BONILLA-MORALES; PULIDO; PACHECO, 2013).

3.2 BEM-ESTAR ANIMAL E ESTRESSE

A preocupação com bem-estar de animais em ambientes confinados tornou-se

crescente nas últimas décadas (RICCI; TITTO; DE SOUZA, 2017). Pesquisadores voltaram

sua atenção para o estudo das condições fisiológicas, comportamentais e cognitivas desses

indivíduos (MOBERG; MENCH, 2000; WIELEBNOWSKI, 2003). Para proporcionar uma

melhoria no bem-estar dos animais criados em cativeiro, no entanto, é necessário à priori

investigar quais são as variáveis que influenciam no seu bem-estar (HÖTZEL; NOGUEIRA;

MACHADO-FILHO, 2010; NICK; VANDENHEEDE, 2014). A falta de um ambiente

enriquecido, por exemplo, pode levar o animal ao estresse crônico, podendo acarretar

distúrbios comportamentais tais como aumento da agressividade (WÜRBEL;

STAUFFACHER, 1994), inatividade (MEAGHER, 2013; HARVEY et al., 2019), pacing

(AZEVEDO et al., 2016), e outras estereotipias (NEVISON; HURST; BARNARD, 1999).
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O conceito de estresse foi definido a primeira vez por Hans Seyle (1956), que o

definiu como “uma resposta inespecífica do corpo a uma demanda – interna ou externa –,

exercida sobre ele” (Seyle, 1946). O autor descreve ainda que os sintomas do estresse,

cientificamente conhecido como Síndrome Geral da Adaptação (SGA), manifestam-se em 3

fases: 1) fase de alarme, que ocorre quando o indivíduo entra em contato com o agente

estressor, perturbando o seu equilíbrio, caracterizada por manifestações agudas; 2) Fase de

resistência, quando o organismo começa a restabelecer o seu equilíbrio, e as manifestações

agudas somem; 3) Fase de exaustão, onde há o retorno dos sintomas agudos, sobrecarregando

o organismo, podendo levá-lo ao colapso (Sayle, 1956).

Outros autores definem ainda o estresse como o mecanismo de defesa do

organismo, diante das situações normais do cotidiano, bem como daquelas extraordinárias e

extremas, as quais são reguladas por vias neuroendócrinas (STOTT, 1981). Já Broom (2010),

define o estresse como um estímulo ambiental, que pode desafiar e sobrecarregar os sistemas

de controle do animal, resultando em efeitos indesejáveis que comprometem a sua adaptação

(BROOM, 2010). Logo, na presença do estresse, o bem-estar torna-se pobre (BROOM,

FRASER, 2010). Diversas são as causas que podem levar o animal ao estresse. Quando um

animal está frente a um agente estressor, como a perseguição por um predador ou a

competição com um coespecífico, uma série de processos hormonais são desencadeados em

seu organismo. O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) é ativado, estimulando a produção

de hormônios glicocorticoides (cortisol ou corticosterona) pelo córtex adrenal (SAPOLSKY,

2002).

A maioria dos mamíferos produz cortisol, no entanto, roedores e logomorfos

produzem corticosterona (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000). Esses hormônios são

responsáveis por fazerem com que o animal consiga lidar com a situação de estresse que

perturba a sua homeostase (PALME et al.,2005). Desta forma, quando o eixo

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) é estimulado, ocorre a liberação do hormônio liberador

de corticotrofina (CRF) pelo hipotálamo que estimula a pituitária anterior a liberar hormônio
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adrenocorticotrófico (ACTH) na corrente sanguínea (LANE, 2006). Ao atingir as glândulas

adrenais, o ACTH estimula a síntese e secreção de glicocorticoides (WASSER et al., 2000;

HEISTERMANN; PALME; GANSWINDT, 2006). Os glicocorticoides são responsáveis pela

rápida mobilização de aminoácidos e ácidos graxos das reservas celulares, tornando-os

imediatamente disponíveis para a síntese de glicose, necessária para fornecer energia aos

diferentes do corpo, em situações de um estímulo estressor, permitindo desta forma que o

indivíduo consiga enfrentá-lo (SAPOLSKY; KREY; MCEWEN, 1983).

Entretanto, do ponto de vista fisiológico, o incremento de glicocorticóides no

organismo dos animais não pode ser considerado unicamente indesejável e produto de

situações aversivas (DAWKINS et al, 2004), uma vez que os hormônios liberados em

situações estressantes estão relacionados, inclusive ao cortejo sexual, a cópula, a caça e o

parto (BROOM; JOHNSON, 1993), assim como resposta ao enriquecimento ambiental,

brincadeiras e mudanças na dieta (NOGUEIRA et al. 2011). Ademais, os glicocorticóides

permitem aos animais se prepararem para enfrentar situações em que será necessário grande

dispêndio de energia, como situações de risco de vida do animal, que em conjunto com o

Sistema Nervoso simpático, ativa a resposta de “luta ou fuga” (SAPOLSKY; KREY;

MCEWEN, 1983; BROOM; ZANELLA, 2004). Portanto, o estresse é um mecanismo

adaptativo para a sobrevivência (BOERE, 2002; MELLOR, 2016). Por outro lado, o estresse

crônico e/ou intermitente, também conhecido como distresse, pode causar prejuízos

produtivos, reprodutivos e alterações comportamentais (ROSA, 2017; VASCONCELOS;

DEMETRIO, 2011).

Para determinar se o animal está sofrendo de estresse, é possível analisar os

hormônios desencadeadores do estresse por meio do sangue, da saliva e das fezes

(ABÁIGAR; DOMINÉ; PALOMARES, 2010; ALTINO; NOGUEIRA-FILHO; DA CUNHA

NOGUEIRA, 2018). O método que utiliza amostras de sangue é considerado invasivo, pois há

necessidade de contenção do animal, sendo este contato humano- animal, por si só um fator

de estresse, resultando em mudanças fisiológicas e incremento de glicocorticóides no

organismo desses animais (WAIBLINGER et al., 2006; BAUER et al., 2008; HEMSWORTH;
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COLEMAN, 2011). O método da saliva, contanto que o animal seja treinado para vir

espontaneamente até o pesquisador, também se torna estressante no momento de contenção

para coleta de material. A técnica considerada menos invasiva é o monitoramento do estresse

por meio da quantificação de metabólitos de glicocorticóides nas fezes (PALME et al., 2005;

ALTINO; NOGUEIRA-FILHO; DA CUNHA NOGUEIRA, 2018). Para a coleta dessas

amostras não há necessidade de contenção e os metabólitos de glicocorticóides nas fezes são

relativamente estáveis por até 72 horas (ABÁIGAR et al., 2010).

Sabe-se que com a elevação da taxa de ACTH, provocado por um agente estressor,

mudanças comportamentais podem ocorrer, como estereotipias (MASON et al, 2007), pacing

em arara-azul-de-lear (AZEVEDO et al., 2016) e ema (Rhea americana) (AZEVEDO et al.,

2010), bater de dentes e grunhir em queixadas (NOGUEIRA et al., 2016), entre outras. Estas

alterações comportamentais podem ser usadas como indicadores de bem-estar, desde que haja

validação da relação estresse/comportamento. Portanto, análises comportamentais quando

usadas em conjunto com as medidas fisiológicas diminuem as chances de erros de

interpretação dos resultados obtidos (ALTINO; NOGUEIRA-FILHO; DA CUNHA

NOGUEIRA, 2018).

Broom (1986) define que “o bem-estar de um indivíduo é seu estado no que diz

respeito às suas tentativas de lidar com seu meio ambiente”. Historicamente, os estudos em

bem-estar passaram a se basear no desenvolvimento de metodologias de avaliação que fossem

passíveis de identificar a ausência de condições ambientais e emoções negativas nos animais

criados em cativeiro, como a dor, o medo, bem como a privação das necessidades

fundamentais dos animais, como a alimentação e contato social (CEBALLOS et al., 2018). O

bem-estar animal é um termo que descreve uma qualidade potencialmente mensurável de um

animal vivo em um determinado momento, podendo ser medido cientificamente, e varia em

uma faixa de muito bom a muito ruim. Deste modo, entende-se que o bem-estar do indivíduo

será ruim se houver dificuldade ou fracasso em enfrentar o seu ambiente (BROOM, 2011).

Enfrentar, entende-se como ter controle da estabilidade mental e corporal (BROOM;

JOHNSON, 1993). O indivíduo falha em suas tentativas de enfrentamento quando não
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consegue alcançar esse controle. Todavia, assim que alcança o controle, o indivíduo está

enfrentando (BROOM, 2001). Uma ou mais estratégias de enfrentamento podem ser usadas

para tentar lidar com um desafio específico, portanto, uma ampla gama de medidas de

bem-estar pode ser necessária para avaliar o bem-estar (FRASER, 2004)

Os mecanismos de enfrentamento que um indivíduo pode apresentar variam desde

componentes comportamentais, fisiológicos, imunológicos, até uma gama de outros

mecanismos induzidos por processos cerebrais e cognitivos. O bem-estar, no entanto, não diz

respeito somente a ausência de patologias, mas os sentimentos, tais como, dor, medo ou até

mesmo a percepção do sentimento de prazer, devem ser levados em consideração para avaliar

se o animal goza de um bem-estar satisfatório (DAWKINS, 1990). Muitas das evidências

usadas na avaliação do bem-estar indicam a extensão dos problemas dos indivíduos, mas

também é importante reconhecer e avaliar o bem-estar, ou seja, indicativos de felicidade,

contentamento, controle das interações com o meio ambiente e possibilidades de explorar

habilidades (BROOM, 2001).

Muitas das evidências usadas na avaliação do bem-estar indicam a extensão do

mal-estar dos indivíduos, contudo, também é importante reconhecer e avaliar o bem-estar

globalmente positivo (MELLOR; BEAUSOLEIL, 2015; MELLOR, 2016). Desta forma,

vários pesquisadores dedicaram-se em avaliar indicadores de bem-estar globalmente positivo

em animais cativos, a fim de integrá-los nos protocolos de avaliação de bem-estar animal

(PROCTOR; CARDER, 2014; RIUS et al., 2018). Segundo Broom e Fraser (2007), a

avaliação do bem-estar deve ser realizada de forma objetiva, sem levar em conta questões

éticas sobre os sistemas, práticas ou condições dos indivíduos que estão sendo avaliados,

porém, após a obtenção dos dados e evidências científicas sobre o bem-estar, decisões éticas

podem ser tomadas. Portanto, é necessário identificar e quantificar indicadores de estado de

bem-estar.

3.3 A INATIVIDADE ENQUANTO ACORDADO/ INACTIVE BUT
AWAKE (IBA)
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Embora pareça simples, a definição de inatividade é um assunto complexo, uma

vez que não existe consenso dessa definição na literatura. Esse conceito varia conforme o tipo

de estudo empregado. Além disso, não tem sido o foco dos trabalhos científicos

comportamentais (LIMA et al., 2005; LEVITIS et al., 2009), onde muitas vezes a inatividade

é considerada simplesmente como um estado padrão, em vez de um comportamento

(FUREIX; MEAGHER, 2015). Na literatura, a definição de inatividade frequentemente se

refere a características específicas, como por exemplo, em ratos dormindo ou deitado sem

alerta e com os dois olhos fechados (ABOU-ISMAIL et al., 2008), ou congelamento, como a

ausência completa de movimento visível, exceto a respiração (FANSELOW, 1982). Em outros

casos, a constatação de inatividade surge não como um foco principal da avaliação no estudo,

mas sim como um subproduto, ou uma consequência pela falta de atividade, uma vez que a

maioria dos trabalhos avalia os níveis de atividade realizados pelos animais.

A atividade em estudos de animais em vida livre bem como de cativeiro,

geralmente é avaliada como relacionada com os níveis de locomoção do animal (LOUVART

et al., 2005; O’CALLAGHAN et al., 2003; ROWCLIFFE et al., 2014). Nesses casos a

inatividade seria definida como o tempo gasto parado, mas não necessariamente, sem realizar

outros movimentos intencionais sem implicar em locomoção. Por outro lado, em pesquisas de

etologia aplicada, qualquer movimento é normalmente considerado atividade, mesmo se o

animal permanecer em um lugar (BURRELL; ALTMAN, 2006; ROCHLITZ;

PODBERSCEK; BROOM, 1998). Nesses casos, a definição de inatividade seria quando o

animal permanecer relativamente imóvel, mas acordado sem movimento pronunciado ou

função aparente, mas incluiria outros movimentos leves (mexer a cabeça, mudar de posição)

(RUSHEN et al., 2001).

Segundo Fureix e Meagher (2015), o aumento da inatividade pode estar associada

como um sinal de estado afetivo negativo, contudo a inatividade também pode ser expressa

em decorrência de um estado positivo ao indivíduo. As autoras descriminam ainda a

inatividade em 3 tipos, sendo eles: 1) A inatividade decorrente de um estímulo a uma ameaça
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percebida, sendo este tipo de curta duração, apresentando respostas comportamentais como

Freezing, imobilidade tônica e ocultação; 2) A inatividade prolongada, decorrente de um

estado afetivo negativo, como tédio e depressão, causado quadros de letargia e diminuição das

atividades diárias, e por fim; 3) A inatividade decorrente de estados afetivos positivos,

podendo estes ser de alta excitação, como por exemplo, um gato imóvel espreitando sua presa,

ou de baixa excitação, como indivíduos realizando banho de sol, ou pós-cópula, ambos

gerando estímulos prazerosos e hedônicos (FUREIX; MEAGHER, 2015).

A alteração na inatividade em resposta a uma ameaça pode expressar, geralmente,

as respostas de “FREEZING” ou congelamento (maior imobilidade e aumento da rigidez),

imobilidade tônica e ocultação. O aumento ou diminuição da inatividade associada a estados

afetivos negativos pode ser expressa em resposta a uma ameaça percebida, relatada por

Mendl, Burman e Paul (2010) como um estados afetivos de alta excitação negativa,

geralmente associado a situações de ameaça, e também pode estar associado a experiências de

perda ou falta de recompensa, relatado pelo autor citado como estado de baixa excitação

(tristeza ou depressão), ao qual os animais podem promover baixa atividade e conservação de

energia em condições de falta de recursos.

O comportamento de congelamento tem sido bem descrito em roedores, podendo

ser definido como a ausência de todos os movimentos visíveis do corpo, exceto movimento de

respiração (FANSELOW, 1982), tendo sido descrito por indução a um odor de predador

(KNOX et al., 2012), bem como por estímulos não naturais, como aplicação de choque

elétrico (LUYTEN et al., 2011). Segundo Trocino e Xiccato (2003), o comportamento de

congelamento nos coelhos é usado para confundir e escapar dos agressores. Já Ferrante et al.

(1992), relatou um maior tempo desse comportamento (congelamento) em coelhos mantidos

em uma maior densidade populacional (17 coelhos/m²), quando comparado a coelhos

mantidos em uma menor densidade (12 coelhos/m²), segundo os autores, o congelamento

mais longo e a imobilidade representam uma reação negativa. O comportamento de

congelamento tem sido observado em capivaras, onde os animais mantêm-se paralisados até

que possam definir uma estratégia de fuga do agente estressor.
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A imobilidade tônica (IT), também conhecida como hipnose animal ou “fingir-se

de morto” é caracterizada por um estado de profunda inatividade física e relativa falta de

responsividade ao meio ambiente, sendo uma resposta defensiva do animal e último recurso

utilizado pelo animal num esforço para reduzir a probabilidade do ataque (ROCHA;

MENESCAL; DA SILVA, 2017), já que a movimentação da presa estimula a sua

continuidade, como tem sido comprovado por exemplo, em ataques de gatos em codornas

(THOMPSON et al., 1981), e de raposas a patos (SARGEANT; EBERHARDT, 1975). A IT

tem sido relatada em várias espécies de vertebrados e invertebrados também (GALLUP;

NASH; WAGNER, 1971; RATNER, 1967; ROCHA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA; DA

SILVA, 2017).

Outro comportamento de inatividade é a ocultação, que na prática trata-se na ação

de esconder-se. Os animais escondidos ficam parados fora da vista do potencial agente

estressor, ou camuflados, usando qualquer tipo de abrigo ou barreira visual (MEAGHER et

al., 2013). Em roedores, a exposição a um predador ou até mesmo o seu odor, induz uma

resposta de ocultamento (DIELENBERG; MCGREGOR, 1999). A translocação para novos

ambientes também induz a ocultação em felinos (CARLSTEAD; BROWN;

SEIDENSTICKER, 1993; ROCHLITZ; PODBERSCEK; BROOM, 1998). Por outro lado, a

inatividade pode estar relacionada não a estados de ameaça, mas a sinais de depressão ou

tédio, motivados por condições de bem-estar empobrecido. Segundo McFarland (1989),

quando as necessidades físicas de animais em cativeiro são satisfeitas, mas por outro lado eles

são impedidos de exercer as atividades que desempenhariam na natureza, como reprodução,

acasalamento, interação com outros animais, forrageamento e caça, eles entram em um estado

de ‘limbo’ e provavelmente sofrerão.

Fureix et al. (2012, 2015) descreveram estados de “retração” inativos de longa

duração em certos cavalos de equitação, caracterizados por ataques de insensibilidade,

permanecendo imóveis com olhos que não piscam com um olhar aparentemente fixo e

anedonia. Embora a etiologia dessa forma específica de inatividade seja atualmente

desconhecida, sua associação com características da depressão clínica humana torna provável
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que esteja associada a um estado afetivo negativo. Veissier et al. (2009), argumentam que

ovelhas são sensíveis às mesmas características de estímulos que induzem o tédio em

humanos, sendo assim, potencialmente capazes de experimentá-lo, o que obviamente, poderia

ser aplicado a outras espécies animais. Nesse sentido, a inatividade é geralmente considerada

uma consequência comum da habitação em gaiolas ou recintos relativamente pobres de

estímulos, sendo um sinal de bem-estar precário (DEMONTE; LEPAPE, 1997).

4 MATERIAIS E MÉTODOS

Nota ética

O protocolo para este experimento seguiu a legislação brasileira sobre cuidados

com animais e foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA) na

Universidade Estadual de Santa Cruz (Protocolo #004/2015) e autorização para sua

manutenção em cativeiro pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renováveis IBAMA nº 1/29/2001 / 00022-7.

4.1. LOCAL DE ESTUDO, ANIMAIS E CONDIÇÕES DE ALOJAMENTO

Este estudo foi executado no Laboratório de Etologia Aplicada- LABET da

Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Bahia, Brasil. Foram utilizados quatro machos

adultos de paca (Cuniculus paca), nascidos e criados em cativeiro oriundos de uma fazenda

comercial localizada em Salvador, BA e transferidos para o LABET para a realização do

estudo. Foram utilizados apenas indivíduos machos para evitar o viés causado pelas variações

hormonais do ciclo estral em fêmeas. Os animais estavam com cerca de três anos de idade e

peso médio de 7,0 kg (desvio padrão =0,5). No local, as pacas foram alojadas em gaiolas
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individuais (1,2 m de comprimento, 0,8 largura e 0,8 m altura) (Figura 1). Cada gaiola

continha uma toca de madeira (0,4 m de comprimento, 0,3 largura e 0,3 m altura), um

bebedouro (0,2 m de diâmetro e 0,2 m altura) e um comedouro (0,2 m de diâmetro e 0,2 m

altura). Durante o período experimental, cada animal foi alimentado com 80g de ração

peletizada para coelhos, 100 g de banana (Musa ssp.), 120 g de batata doce (Ipomoea batatas)

e 200 g de manga (Mangifera indica) fornecidos uma vez por dia às 08h00 da manhã. Os

níveis de proteína e energia da dieta (9,3% proteína bruta e 17,5 MJ/kg de matéria seca)

seguiram às exigências da nutricionais da espécie (NOGUEIRA-FILHO et al., 2016). A água

foi fornecida ad libitum .

Figura 1. Croqui da disposição espacial das gaiolas durante o desafio de ACTH realizado no

Laboratório de Etologia Aplicada (LABET) no Campus da Universidade Estadual de Santa Cruz

(UESC).
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Figura 2. Vista interna da estrutura das gaiolas onde as Pacas foram alojadas, contendo um

bebedouro, um comedouro e um abrigo.
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4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1. Desafio do ACTH

Os animais passaram por um período de 30 dias de aclimatação antes da aplicação

dos tratamentos para que se habituassem à presença dos observadores durante o experimento.

Posteriormente, submetemos os animais aos tratamentos seguindo o delineamento de

quadrado latino (4 x 4), no qual todos os animais passaram por todos os tratamentos em fases

distintas (detalhes a seguir). Os tratamentos testados foram: 1) sem manejo (SM) – animal que

não foi capturado ou contido e tampouco recebeu qualquer tipo de injeção; 2) solução salina

(SS) – animal que foi capturado, contido e recebeu injeção intramuscular de 2,0 mL de

solução salina (0,9%); 3) ACTH dose baixa (ACTHb) – animal que foi capturado, contido e

recebeu injeção intramuscular de 0,18mL de ACTH (uso humano, tetracosactídeo,

Synacthen® Depot; ampola 1mg/1mL; Novartis Pharma S / A, Nürnberg, Alemanha) diluída

em solução salina até alcançar o volume de 2,0 mL e 4) ACTH dose alta (ACTHa) – animal

que foi capturado, contido e recebeu injeção intramuscular de 0,37 mL de ACTH diluída em

solução salina até alcançar o volume de 2,0 mL. O ACTH (Synacthen® Depot; ampola

1mg/1mL; Novartis Pharma S/A, Nürnberg, Germany) e a solução salina foram aplicados por

via intramuscular na parte superior da coxa (bíceps femoris) utilizando seringa de 3 mL e

agulha 25X7. Para esses procedimentos, os animais foram capturados um a um com auxílio de

uma rede de captura (puçá) e, depois de contidos, foram dispostos sobre uma mesa para a

aplicação da injeção. Todo o processo de captura e aplicação das injeções era iniciado 15

minutos após seu início, onde todos as pacas receberam as injeções no mesmo dia.

As dosagens de ACTH usadas foram baseadas nas recomendações indicadas para

humanos (1,0 mg / 70 kg) (HARPER ET AL., 1976; BERCOVICI ET AL., 2005) e ajustadas

para o uso nas pacas deste estudo por extrapolação alométrica. Para esse ajuste consideramos

o peso metabólico de cada paca (peso metabólico = massa corporal elevado à potência de

0,75). Aplicamos duas dosagens de ACTH, por não haver informações na literatura sobre as

dosagens necessárias para estimular a produção de glicocorticóides pelas glândulas
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suprarrenais na espécie.

Após a aplicação dos tratamentos, coletamos fezes das pacas e dados comportamentais

durante sete dias consecutivos, para posterior análise dos glicocorticoides fecais, nas fases

experimentais. Como as pacas possuem o ceco funcional e realizam o comportamento de

cecotrofia (SMYTHE E BROWN DE GUANTI, 1995, ALDRIGUI et al. 2018A, B), era

esperado que a excreção de metabólitos de glicocorticoides ocorresse entre 24 e 48 h após um

estímulo estressor agudo (PALME et al., 2005). Desta forma, decorrido o período de 24 h

após a contenção e aplicação intramuscular de cada tratamento, foram coletadas amostras de

fezes a cada três horas entre 6h e 18h, para cada indivíduo, durante sete dias consecutivos

após a aplicação dos tratamentos. Contudo, entre uma fase e outra do delineamento do

quadrado latino, foi dado um intervalo de 14 dias para assegurar que a concentração de

metabólitos de glicocorticoides nas fezes retornasse aos níveis basais e, assim, evitar que o

tratamento anterior afetasse o seguinte; uma vez que o período de excreção de metabólitos de

glicocorticoides fecais poderia exceder o período da coleta de dados.

4.2.2. Validação do imunoensaio enzimático

A validação do imunoensaio enzimático (EIA) para a espécie Cuniculus paca, foi

realizada em trabalho anterior desenvolvido por Altino (2018). A validação foi determinada

por um ensaio de paralelismo entre o antígeno padrão e os antígenos presentes nos extratos

(TOUMA; PALME, 2005). Segundo descrição dos autores, foram utilizada uma amostra

composta pelo pool de 90 extratos fecais dos três dias após a injeção da alta dose de ACTH,

sendo realizada uma diluição em série (em tampão de AIA) de 1:2 a 1:256. Para análise da

correspondência dos comportamentos esperados, foram analisadas as inclinações das curvas

destas amostras em relação com a curva do kit padrão (1:2 a 1: 33554432 diluições). Os

autores usaram os dados dos testes de paralelismo para identificar a diluição apropriada para

amostras em cada ensaio, utilizando como critério de escolha da melhor diluição, aquela que

produziu cerca de 50% de ligação de amostras para o pool. A precisão foi calculada como a
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porcentagem da quantidade de hormônio esperada, calculada pela razão entre a quantidade

observada pela quantidade esperada, multiplicado por 100. O ensaio imunoenzimático foi

realizado em placas NUNC (Thermo Scientific), previamente revestidas com 50 mL de

anticorpos diluídos em um tampão de revestimento (0,05 M NaHCO3, pH 9,6) e armazenadas

por 15 horas a 4°C, sendo realizada lavagem dos anticorpos não ligados com uma solução de

lavagem (0,15 M NaCl, 0,05%). Então, 50 µl das diluições de cada amostra, diluições da

curva padrão, e os controles alto e baixo (diluídos com tampão EIA) foram adicionados a cada

poço, sendo adicionado em seguida o conjugado de HRP, correspondente para os ensaios de

corticosterona ou cortisol. A placas foram incubadas durante duas e uma horas, para

corticosterona e cortisol, respectivamente, a uma temperatura de 24ºC. Passado o período, as

placas foram lavadas com 100 mL da solução ABTS em cada poço. Por fim, as placas foram

acondicionadas em um agitador até que os poços brancos chegassem a uma densidade óptica

de 0,7, e a absorvância sob luz de 405 nm foi determinada com o leitor de placas (Multiskan

Ascent-Thermo Scientific). A concentração de GCM foi expressa em ng por g de fezes secas.

Figura 3. Média (± erro padrão) de concentração de metabólitos glicocorticóides (GCM) em ng por g
de fezes secas de paca em ng por g de fezes secas de paca durante as horas extras para os tratamentos:
1º controle (sem manuseio); 2º controle (injeção intramuscular (IM) de solução salina); baixa dose de
ACTH (injeção IM de 0,18 mL ACTH); e alta dose de ACTH (injeção IM de 0,37 mL ACTH) pelo
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EIA de corticosterona.

Segundo Altino et al (2018b), a inclinação da curva do teste para corticosterona do

pool de amostras (Figura 3) foi de -0,03, já para a curva padrão foi de -0,04, não havendo

diferença significativa entre as curvas, segundo teste t (P = 0,207). A inclinação da curva de

concentração por porcentagem de ligação do pool de amostras de cortisol (Figura 4) foi de

-0,04, e -0,03 para a curva padrão, não havendo diferença significativa entre as curvas,

segundo o teste t (P = 0,280). Portanto, pode-se confirmar a validação biológica da análise

para ambos os anticorpos.

Figura 4. Média (± erro padrão) de concentração de metabólitos glicocorticóides (GCM) em ng por g
de fezes secas de paca de planície para os tratamentos: 1º controle (sem manuseio); 2º controle
(injeção intramuscular (IM) de solução salina); baixa dose de ACTH (injeção IM de 0,18 mL ACTH);
e alta dose de ACTH (injeção IM de 0,37 mL ACTH) pelo EIA cortisol.

A diluição ideal das amostras de fezes de paca foi 1:8, quando esta diluição

promoveu uma porcentagem de ligação próxima a 50% das curvas padrão. O coeficiente de

variação intra-ensaio foi inferior a 10% para todas as amostras analisadas para ambos os

anticorpos. O coeficiente de variação inter-ensaio para corticosterona foi de 4,4 (± 3,7) %

(média ± desvio padrão) e 15,3 (± 4,9) %, para baixa e alta concentração, respectivamente, e
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para cortisol foi de 11,1 (± 8,9) % e 11,4 (± 4,6) %, para alto e baixo, respectivamente. Como

o CV inter e intra-ensaio estava dentro do valor recomendado (< 15%) para a técnica

empregada (FINDLAY ET AL., 2000; SHAH ET AL., 2000), as concentrações determinadas

de GCM para ambos anticorpos usados (corticosterona e cortisol) foram consideradas

validadas. A precisão do ensaio foi de 87,8 (± 7,4) % e 91,9 (± 4,4) % para os ensaios de

corticosterona e cortisol, respectivamente.

4.2.3. Coleta de dados e análise comportamental

Durante todos os tratamentos os animais foram filmados durante 24 horas, por 7

dias, utilizando câmeras (Citrox, CX-1620), lente infravermelha e gravador de imagem digital

(DVR Stand Alone Greatek GTK-DVR08A), por gaiola, alocados na parte superior esquerda

das gaiolas. Era esperado que o pico de glicocorticoides no sangue ocorresse nas primeiras

horas após a aplicação dos tratamentos. Deste modo, os registros gravados foram analisados

posteriormente nos períodos matutinos, entre às 08:00 h e às 09:00 h e nos períodos noturnos

entre às 21:00 h e às 22:00 h nos quatro tratamentos experimentais (SM, SS, ACTHb e

ACTHa), como segue: 1) controle (dia antes do desafio) - o dia imediatamente anterior ao

manuseio e procedimentos de tratamentos; 2) dia do desafio - o dia do manuseio e injeção dos

tratamentos; 3) dia pós-desafio - no dia seguinte após os procedimentos de tratamento; 4) 7º

dia - sétimo dia após o dia do desafio, sendo avaliados ao todo 16 dias de filmagem. Os

horários matutinos foram selecionados com base no horário de aplicação dos tratamentos

seguindo procedimentos descritos por Barbosa et al. (2019). Como pacas em condições

naturais possuem comportamento predominantemente noturno (MICHALSKI; NORRIS,

2011), optamos por analisar também nestes horários, apesar dos animais terem sido

habituados à inversão de ciclo circadiano. Para cada tratamento, foram analisadas 32 horas de

gravação consecutivas, totalizando 128 horas. As imagens foram analisadas por meio do

programa CowLog (versão 3.0.2), no qual usando o método de registro contínuo das

atividades de animal focal (ALTMANN, 1974) determinamos as percentagens de tempo em
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que cada indivíduo permaneceu nos estados de inatividade, alimentando-se e dormindo.

Como IBA, foi considerado o estado em que a paca permanecia sentada com os

olhos abertos (foram desconsiderados os dados em que os animais estavam de costas onde não

foi possível determinar se estavam com os olhos abertos) e deitada com os olhos abertos; para

alimentando-se foi considerado o ato de consumo de água, ração, batata doce ou frutas,

enquanto dormindo foi considerado quando a paca estava deitada em decúbito lateral ou

ventral e com seus olhos fechados.

Tabela 1. Descrição dos padrões de comportamento observados para as pacas.

1Fonte Sabatini e Paranhos da Costa (2001).

Descrição das categorias comportamentais

INATIVIDADE ENQUANTO ACORDADO ²

SENTADO³

DEITADO

Animal apresenta-se sentado com as patas dianteiras estendidas e as patas traseiras

curvadas, com olhos abertos.

O animal permanece com a região ventral descansando no chão, com as pata traseiras

próximas ao corpo e patas dianteiras estendidas para a frente, com os olhos abertos.

ALIMENTANDO-SE ¹

INGESTÃO DE COMIDA O animal toma e mastiga o alimento

INGESTÃO DE ÁGUA O animal bebe a água do bebedouro

DORMINDO¹

DEITADO EM POSIÇÃO LATERAL O animal apresenta-se com o corpo totalmente esticado com as laterais da cabeça,

pescoço e costas apoiados no chão, com os olhos fechados.

DEITADO EM POSIÇÃO ESTERNAL O animal apresenta-se com a região ventral apoiada no chão, membros posteriores

junto ao corpo e membros anteriores paralelos e estendidos para frente; a cabeça pode

ser apoiada no chão com os olhos fechados.
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²Fonte Less et al. (2012).
³Fonte Rehn et al. (2014)

4.2.4. Análise estatística

Investigamos a percentagem de tempo em que os indivíduos permaneceram no

estado de inatividade, alimentando-se e dormindo por meio do modelo linear generalizado

(GLM). Um modelo para cada estado comportamental, aplicando-se o teste post-hoc de Tukey

quando apropriado. Nesses modelos, foram considerados como fatores fixos os tratamentos

(SM, SS, ACTHb e ACTHa), o dia da observação (pré-desafio: dia anterior à aplicação dos

tratamentos; desafio:dia da aplicação dos tratamentos; pós-desafio:dia seguinte à aplicação

dos tratamentos; 7º dia: sete dias após o desafio) e o período de observação (manhã: entre às

8:00 h e às 9:00 h ; noite: entre às 20:00 h e às 21:00 h) e suas possíveis interações

(tratamento x dia da observação; tratamento x período de observação; dia x período de

observação e tratamento x dia da observação x período de observação). A identidade das

pacas e as fases experimentais foram consideradas como fatores aleatórios para controlar a

falta de independência devido às observações repetidas dos mesmos indivíduos. Os resíduos

dos modelos foram testados quanto à normalidade e homogeneidade (teste de levene) da

variância e considerados satisfatórios. Foi utilizado o pacote estatístico Minitab v. 19.1

(Minitab Inc., StateCollege, PA) para todas as análises e aplicamos a correção de Bonferroni

para comparações múltiplas, com isso consideramos estatisticamente significativos apenas

valores com P < 0,005.
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4 RESULTADOS

As pacas permaneceram no comportamento de dormir (média = 48,3%, desvio padrão

(DP) = 33,0 %) grande parte do tempo, seguido pelos comportamentos de inatividade

(média = 14,2%, DP = 15,9 %), alimentar-se (média = 14,1%, DP = 20,6 %), e em média

23,4% (DP = 22,4 %) em outros estados comportamentais a saber, exploração (andando com o

focinho próximo ao piso da gaiola; média = 3,7%, DP = 6,1 %), atos de conforto

(autolimpeza, animal deitado mordisca as laterais do seu corpo; média = 2,6%, DP = 5,9 %),

urinando e defecando (média = 1,4%, DP = 7,2 %), cecotrofia (observada apenas no período

noturno; média = 1,1%, DP = 3,9 %) e estereotipia (mordendo as paredes da gaiola ou do

abrigo; média = 0,7%, DP = 5,3 %).

Para o estado de inatividade, o modelo estatístico mostrou interação significativa entre

dia e período de observação (F3, 96 = 4,60, P = 0,005). Independente dos tratamentos

(F3,96 = 0,55, P = 0,650), as pacas permaneceram mais tempo em inatividade na manhã da

aplicação dos tratamentos (média = 38,4%, desvio padrão (DP) = 19,1 %) (Figura 5), quando

comparado aos demais dias e períodos de observação (média: 10,8%, DP = 11,9 %) (Figura

5). Não houve efeito das interações entre tratamentos e período de observação (F3,96= 0,78,

P = 0,507), entre tratamentos e dia da observação (F9, 96 = 0,42, P = 0,920) e entre tratamento,

dia da observação e período de observação (F9, 96 = 0,53, P = 0,845).
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Figura 5. Médias da percentagem de tempo em que as pacas (N=4) foram observadas em inatividade
de acordo com o dia e período de observação. Barras acima das colunas indicam o erro padrão.
Letras diferentes acima das barras indicam que as médias diferem pelo teste de Turkey (P < 0,05).
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Verificamos também que as pacas alimentaram-se mais pela manhã do que à noite (manhã:

média = 26,7%, DP = 2,6; noite: média = 1,6%, DP = 10,8 %; F1, 96 = 90,99, P < 0,001),

revelando que estavam habituadas com a inversão do ciclo circadiano. Adicionalmente, o

modelo estatístico revelou interação entre dia e período de observação (F3,96 = 4,71,

P = 0,004). Houve redução significativa na percentagem de tempo em que as pacas foram

observadas alimentando-se na manhã da aplicação dos tratamentos (desafio) em relação à

manhã do dia anterior (pré-desafio) (Pré-desafio: média = 43,5%, DP = 8,5 %; desafio:

média: 13,1%, DP = 18,0 %) (Figura 6). Nos dias seguintes, houve aumento gradual no tempo

gasto em alimentação, até que no sétimo dia após o desafio voltaram a ser observadas

alimentando-se na mesma percentagem de tempo do dia pré-desafio (Figura 6). Não houve,

contudo, efeito dos tratamentos (F3,96 = 0,46, P = 0,713). Tampouco houve efeito das

interações entre tratamentos e período de observação (F3,96 = 0,32, P = 0,809), entre

tratamentos e dia da observação (F9, 96 = 0,88, P = 0,549) e entre tratamento, dia da

observação e período de observação (F9, 96 = 0,27, P = 0,981).
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Figura 6. Médias da percentagem de tempo em que as pacas (N=4) foram observadas alimentando-se
de acordo com o dia e período de observação. Barras acima das colunas indicam o erro padrão.
Letras diferentes acima das barras indicam que as médias diferem pelo teste de Turkey (P < 0,05).
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Figura 5. Médias da percentagem de tempo em que as pacas (N=64) foram observadas dormindo de
acordo com período de observação. Barras acima das colunas indicam o erro padrão. Letras
diferentes acima das barras indicam que as médias diferem pelo teste de Turkey (P < 0,05).

Finalmente, verificamos que as pacas dormiram mais no período da noite do que no da

manhã (manhã: média = 26,2%, DP = 26,9 %; noite: média = 70,4%, DP = 21,9 %;

F1, 96 = 95,25, P < 0,001) (figura 7). Por outro lado, não foi observado efeito do dia da

observação (F3, 96 = 0,61, P = 0,609) e tratamentos (F3,96 = 0,75, P = 0,527). Tampouco

houve efeito significativo das interações entre dia da observação e período de observação

(F3,96 = 1,46, P = 0,231); entre tratamentos e período de observação (F3, 96 = 0,22,

P = 0,880); entre tratamentos e dia da observação (F9, 96 = 0,64, P = 0,763) e entre

tratamento, dia da observação e período de observação (F9, 96 = 0,51, P = 0,861).

6 DISCUSSÃO

Estudos que viabilizem indicadores de bem-estar não invasivos para pacas são

necessários para que os produtores possam atender as necessidades desses animais em

cativeiro. Os resultados do presente estudo corroboram à expectativa de correspondência entre

o tempo dos animais em inatividade enquanto acordado (IBA) e a curva de excreção de

metabólitos de glicocorticóides fecais durante o teste de desafio do hormônio
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Adrenocorticotrófico (ACTH), uma vez que os animais apresentaram um maior período de

inatividade na manhã do desafio (Figura 5). Foi observado também alteração no

comportamento de alimentação, com os animais diminuindo este comportamento no dia do

desafio com ACTH (Figura 6). Esses resultados sugerem que o comportamento de IBA, bem

como de ausência de alimentação podem ser indicadores de estresse em Cuniculus paca,

quando submetidos a estímulos de estresse agudo.

A ocorrência do comportamento de inatividade em animais sob estresse tem sido

confirmada por outros trabalhos, corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

Macacos rhesus (Macaca mulatta) em cativeiro submetidos à rotina de manejo e manutenção

apresentam mudanças fisiológicas indicativas de estresse, como incremento da frequência

cardíaca, do nível de hormônio do crescimento (GH) e da resposta leucocitária, bem como

alteram seus comportamentos, tornando-se mais inativos (BROOM, 1987; BALCOMBE;

BARNARD; SANDUSKY,2004). Porcos domésticos (Sus scrofa domesticus) e ratos (Rattus

norvegicus) também têm mostrado aumento da inatividade quando submetidos a um evento

aversivo (BROOM; JOHNSON, 1993). Curiós passaram mais tempo em comportamento de

Freezing, quando submetidos ao desafio do ACTH, no dia da aplicação das injeções

(BARBOSA et al, 2019), em comparação ao dia do pré-desafio e pós-desafio. Em um estudo

desenvolvido em dias de visitação de um zoológico, pesquisadores observaram que a maioria

dos animais permaneciam em estado de inatividade, embora o inverso fosse verdadeiro para a

onça-pintada (Panthera onca) e lince macho (Lynx rufus) (SUÁREZ, RECUERDA;

ARIAS-DE-REYNA, 2017). De acordo com os autores, o efeito do visitante pode ser

classificado negativamente nessas espécies, sendo os visitantes considerados uma fonte

potencial de estresse (SUÁREZ, RECUERDA; ARIAS-DE-REYNA, 2017). Nos resultados

deste estudo não foi possível correlacionar o aumento da atividade com o estado de estresse,

no entanto, a correlação entre a inatividade e o incremento de metabólitos de glicocorticóides

foi positiva, inferindo que assim como o efeito do visitante é estressante para uma variedade

de animais.

A inatividade também foi descrita como uma ampla categoria, podendo ser

induzida por estresse, onde os animais apresentam menor capacidade de resposta ao ambiente

(FUREIX; MEAGHER, 2015). Assim como em nossos achados, o comportamento

categorizado como IBA também foi identificado em estudos realizados em cães (Canis lúpus

familiaris) (HARVEY et al., 2019) e visions (MEAGHER, 2013). A IBA tem sido associada a
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situações negativas em cães onde os animais mostram redução no seu repertório

comportamental, tornando-se menos ativos. Harvey et al, (2019) comprovaram que cães

entregues por seus donos a abrigos, apresentaram um maior tempo inativos, mas acordados,

em comparação com os cães que já estavam habituados às condições de cativeiro. Já em

visons, a IBA foi identificada nos indivíduos que foram mudados de um ambiente enriquecido

para um ambiente não enriquecido, apesar de não apresentarem medo ou estresse explícitos

(MEAGHER, 2013). Contudo, tanto nos estudos com cães, como nos estudos com visons o

estado de inatividade dos animais pode estar associado a um estado semelhante ao tédio

(HARVEY et al., 2019; MEAHER, 2013). Em nosso estudo, o mesmo pode ter ocorrido com

pacas pela elevação do estresse induzido pelo desafio do ACTH, assim diante dos estudos

acima mencionados, sugere-se que o aumento da inatividade em animais cativos pode estar

associado a estados emocionais negativos (FUREIX; MEAGHER, 2015), fator que eleva o

nível de glicocorticoides circulantes no organismo desses indivíduos.

No que tange ao comportamento de alimentação, foi clara a redução do

comportamento alimentar após a administração do ACTH, voltando a apresentar os mesmos

níveis do período pré-desafio apenas no sétimo dia após o estresse (Figura 6). Em condições

estressantes, alguns indivíduos tendem a diminuir sua ingestão alimentar, alterando seus

comportamentos alimentares usuais (DALLMAN, 2010). A diminuição do consumo alimentar

devido ao aumento do nível de estresse tem sido registrada para suínos (ALVES et al., 2020),

onde foi constatado que o incremento do estresse, causado por altas temperaturas, causou uma

elevada redução do consumo alimentar nos indivíduos estudados. A diminuição da

alimentação também foi relatada por Barbosa et al (2019), em estudo para a validação de

métodos não invasivos para monitoramento do estresse em Curiós (Chestnut-bellied seed

finch), onde os animais passaram menos tempo em forrageio no dia a aplicação das doses de

ACTH e no dia anterior, em comparação ao dia do pré-desafio. Resultados semelhantes ao

deste trabalho foram encontrados também em estudo realizado em ratos wistar (Rattus

norvegicus), submetidos ao estresse por meio de contenção e natação forçada (CALVEZ et al.,

2011). Constatou-se que nesses indivíduos ocorreu a redução do tempo gasto em alimentação

24h após o teste de contenção e 1h após o teste de natação forçada, respectivamente

(CALVEZ et al., 2011). O mesmo ocorreu em ratos sírios (Mesocricetus auratus), induzidos

ao estresse após derrota em disputa social e choque nos pés (SOLOMON et al., 2007).

Papagaios quando privados dos poleiros em suas gaiolas também tendem a diminuir o tempo
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gasto em alimentação em relação aos seus semelhantes na natureza (ROZEK et al., 2010).

Entretanto, em um outro estudo realizado com ratos (Mesocricetus auratus), quando induzidos

ao estresse por derrota social, os animais derrotados aumentaram a ingestão de alimentos em

comparação com seus semelhantes que não foram submetidos a tal adversidade. Neste estudo,

o aumento de glicocorticoides plasmático aumentou a ingestão de alimentos palatáveis

(FOSTER et al., 2006), indo em via contrária aos achados em nossos resultados. O aumento

da ingestão de alimentos neste caso está descrito na literatura como um mecanismo

compensatório ao estresse (MANIAM; MORRIS, 2012).

A paca possui a capacidade de se desenvolver em uma ampla variedade de condições

ambientais (EISENBERG, REDFORD, 1989), já que a espécie apresenta plasticidade em seu

comportamento (ALDRIGUI et al., 2018b; LIMA et al. 2018; NOGUEIRA et al. 2021).

Características como a rápida adequação a ambientes perturbados ou com baixos recursos

ambientais, como por exemplo, a baixa disponibilidades de alimentos (SMYTHE; BROWN

DE GUANTI, 1995) e a pouca seletividade nos alimentos, aliado ao comportamento de

cecotrofia desses animais (ALDRIGUI et al., 2018b), além de formarem grupos gregários a

partir de animais jovens (SMYTHE; BROWN DE GUANTI, 1995), contribuem para sua

adaptação ao cativeiro. Pacas são descritas como animais de hábito noturno na natureza

(KREISCHER, 2017; HARMSEN et al., 2018), no entanto, devido a sua plasticidade, podem

alterar seu ciclo cronobiológico no cativeiro, passando de hábito noturno para diurno

(SMYTHE; BROWN DE GUANTI, 1995; NOGUEIRA; NOGUEIRA-FILHO, 2018). A

adaptação da espécie ao cativeiro, foi recentemente analisada (HOSKEN et al., 2021), onde

constatou-se que esses animais despendiam um maior tempo interagindo com o ambiente e

realizando comportamentos de conforto, no período do dia quando comparados com o período

noturno. Esses achados corroboram com este estudo, onde de fato, foi observado que o

ciclo cronobiológico dos animais foi invertido quando comparado ao comportamento na

natureza, apresentando maior frequência de alimentação diurna, bem como passaram mais

tempo dormindo durante o período noturno do que no período da manhã (Figura 7).

No presente estudo, esperávamos encontrar uma correlação entre o comportamento de

inatividade enquanto acordado, os tratamentos e os dias de observação. Entretanto, não houve

efeito significativo entre os tratamentos em relação ao dia e horário. Contudo, observou-se

que as pacas alteraram seus comportamentos no dia da aplicação do desafio do ACTH,

tornando-se mais inativas no geral, e despendendo menos tempo alimentando-se. Isso pode ter
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ocorrido devido ao efeito do contágio emocional, ocasionando estresse nos indivíduos

(REIMERT et al., 2017), dado que as baias dos animais estavam próximas entre si e

sem isolamento suficiente entre elas, gerando um estímulo aversivo em cadeia. Portanto, no

presente estudo, os animais podem ter se sentido ameaçados devido ao manuseio para

aplicação de injeções, o que justificaria o aumento do estado de IBA independente do

tratamento a que foram submetidos. O contágio emocional já foi descrito como uma forma

simples de empatia, onde os companheiros de um indivíduo submetido a um estímulo

negativo, como a indução ao estresse, também podem ser afetados negativamente (EDGAR et

al., 2012; REIMERT ET AL., 2017). Em um estudo realizado por Reimert et al. (2017), os

autores submeteram porcos a situações positivas (bem-estar) e negativas (estresse), e

realocaram os animais de volta a suas baias com outros animais não manejados. Porcos

submetidos ao estresse apresentaram-se em estado negativo, além disso, os porcos que

compartilharam a baia dos porcos tratados com efeito negativo, também se apresentaram em

estado negativo, indicando que o efeito do estresse apresentou comportamento de contágio.

Desta forma, como não houve a inibição da percepção de grunhidos e da emissão de

feromônios pelos animais que estavam sob manejo durante a aplicação dos tratamentos neste

estudo, pode ter ocorrido o comportamento contagioso da reação dos animais ao estresse

induzido, para os animais não manejados com os tratamentos de aplicação das doses de

ACTH e o tratamento com salina. Os achados do nosso estudo, entretanto, mostram a

inatividade como um indicador de bem-estar negativo relacionando ao incremento de

glicocorticóides no sangue desses animais, visto que o comportamento IBA pode indicar um

estado afetivo negativo (ASHER; COLLINS, 2012; EDGAR et al., 2012).

7 CONCLUSÃO

Poucos estudos têm explorado o efeito do estresse sobre o comportamento de

inatividade em animais para validar a inatividade como um indicador de bem-estar negativo.

No presente estudo, foi constatado que as pacas passaram mais tempo em inatividade e menor

tempo alimentando-se quando submetidas ao desafio com o ACTH (estresse agudo). Tanto a

diminuição da atividade, quanto a redução no tempo de alimentação, portanto, podem ser

usados como indicadores de bem-estar negativo para a espécie. Entretanto, a ausência de uma

barreira de isolamento entre as baias das pacas, pode ter interferido no experimento, onde o
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comportamento de um animal pode ter influenciado o comportamento do animal ao lado.

Desta forma, sugere-se o uso de barreiras de isolamento entre os animais para a execução de

estudos futuros.
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