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Abstract. Non-invasive monitoring of stress in captive wild animals. In recent decades, concerns about the welfare of
captive-bred animals have intensified and, in parallel, measures addressed to evaluating the effects of an artificial environ-
ment and animal welfare are in demand. One way to assess animal stress is to perform noninvasive monitoring by evalu-
ating the concentration of glucocorticoid metabolites in samples of feces. This technique is safe, convenient and practical,
because there is no need to immobilize the animals, and feces collection is part of the daily routine adopted in captive
breeding, so it hardly disturbs the subjects. The evaluation, however, needs to be interpreted with caution, because a rise
in the concentration of glucocorticoid metabolites is not always related to poor welfare. For instance, positive behaviors
such as play, copula and environmental enrichment can also increase glucocorticoid production by the hypothalamic-pitu-
itary-adrenal axis. In addition, animals with chronic stress may become habituated to their conditions and present a low
production of glucocorticoid. Therefore, besides monitoring physiology, it is advisable to analyze behavioral responses to
assess stress. The emergence or increase in the occurrence or frequency of behavior that is potentially indicative of stress,
such as pacing and other stereotyped behaviors, may denote poor animal welfare. Therefore, in this paper we reviewed
the methods used for non-invasive monitoring of physiological stress in Neotropical animals kept in captivity and high-

lighted the gaps to stimulate further research.
Keywords: abnormal behavior, animal welfare, fecal glucocorticoids, HPA axis, stereotyped behavior.

Resumo. Nas Ultimas décadas a preocupagdo com o bem-estar de animais criados em cativeiro foi intensificada e, pa-
ralelamente, houve aumento da demanda por estudos relacionados a avaliagdo do bem-estar desses animais. Uma das
maneiras de avaliar o estresse dos animais é realizar o monitoramento ndo invasivo por meio da quantificacdo da con-
centracdo de metabdlitos de glicocorticdides em amostras de fezes. Esta técnica é conveniente porque causa pouca
perturbagdo aos animais durante a coleta das amostras, pois ndo ha necessidade de imobilizagdo dos animais; além disso,
a coleta didria das fezes faz parte da rotina dos animais criados em cativeiro. A elevagao na concentragao de metabdlitos
de glicocorticoides, contudo, nem sempre esta relacionada ao bem-estar empobrecido. Alguns exemplos confirmam que
comportamentos positivos ao bem-estar dos animais, tais como brincadeira, copula e o uso de enriquecimento ambiental
também estimulam a producgdo e a elevacgdo de glicocorticoides pelo eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal. Além disso, ani-
mais com estresse crénico também podem se habituar as condi¢gGes do ambiente e apresentarem baixa producdo de gli-
cocorticoides. Dessa forma, além do monitoramento fisioldgico, é recomendada a analise das respostas comportamentais

para acessar o estresse. O aparecimento ou aumento na ocorréncia ou frequéncia de comportamentos potencialmente
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indicadores de estresse, como pacing e outros comportamentos estereotipados, podem denotar bem-estar empobreci-

do. Nesse artigo, portanto, foi feita uma revisdao sobre métodos usados para monitoramento nao invasivo do estresse, em

animais neotropicais criados em cativeiro, destacando as lacunas no conhecimento atual, para estimular novos estudos

que determinem ferramentas para o monitoramento do bem-estar desses animais.

Palavras-chave: bem-estar animal, comportamento anormal, comportamento estereotipado, eixo HPA, glicocorticoide

fecal.

INTRODUGAO

A manutencdo de animais silvestres em cativeiro
tem provocado debate. Enquanto em alguns
artigos cientificos sdo apresentados argumentos
e dados favoraveis a atividade (CHALLENDER &
MACMILLAN, 2014; FABREGAS et al., 2015; GREENE
et al.,, 2016), outros autores discordam da
proposta de manter espécies ndo domesticadas
em zooldgicos e sdao ainda mais contrarios ao
confinamento desses animais como animais de
estimacdo e para produgdo de carne, couro e
outros produtos (MCPHEE, 2004; MOCKRIN et al.,
2005; ARAKI et al., 2007). Além da questdo ética,
se devemos ou ndo usar animais em beneficio
da espécie humana (MINTEER & COLLINS, 2013),
existe a preocupagao quanto ao bem-estar de
animais silvestres mantidos em instalacdes
comerciais (INTERNATIONAL ACADEMY OF ANIMAL
WELFARE SCIENCE, 1992; NOGUEIRA et al., 20113;
MINTEER & COLLINS, 2013). O estresse causado
pelo cativeiro pode levar a iniUmeras alteragdes
tanto fisiolégicas como comportamentais
(MAsoN, 1991), que podem resultar em danos a
saude, dificuldades para reproducdo e reducdo
na produtividade, o que afeta a viabilidade da
atividade (SQUIRES, 2003; NOGUEIRA-FILHO &

NOGUEIRA, 2004).

A carne de animais neotropicaisaindaéa principal
fonte de proteina animal para populagdes que
vivem dentro e no entorno das florestas (ISAAC et
al., 2015; VAN VLIET et al., 2016). Por esse motivo,
alguns conservacionistas propuseram a criacao
de algumas espécies ainda ndo domesticadas,
como o caititu (Pecari tajacu) e a paca (Cuniculus
paca) em dareas onde a zootencia tradicional é
limitada pelas condi¢Ges locais (CHARDONNET et
al., 2002; NOGUEIRA-FILHO & NOGUEIRA, 2004).
Tanto a caca quanto a destruicdo do habitat para
expansdao da fronteira agricola tem causado o
declinio de algumas populagdes de espécies
silvestres (ANTUNES et al., 2016; BENITEZ-LOPEZ
et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017), por outro
lado,
facilmente ao cativeiro (NOGUEIRA & NOGUEIRA-

algumas dessas espécies adaptam-se
FILHO, 2011). A produgdo desses animais em
cativeiro, portanto, pode ser um mecanismo
para conservacado da biodiversidade, por reduzir
a pressao de caga de animais em vida livre uma
vez que proporciona outra alternativa de renda
em detrimento do trafico e cacailegal, ao mesmo
tempo que atende as necessidades humanas por
proteina animal (NOGUEIRA & NOGUEIRA-FILHO,
2011).

Para alcancar o sucesso na atividade é necessario
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gue sejam estabelecidos sistemas de producao
gue promovam e monitorem o bem-estar desses
animais. Paraisso é preciso estabelecer formas de
monitoramento nao invasivo do estresse dessas
espécies, que permitam a avaliacdo continua do
bem-estar animal e assim viabilizar a adequacao
das praticas adotadas nessas criagdes quando
detectadas condicdes nao propicias. Dessa
forma, no presente artigo tivemos como objetivo
principal rever os estudos sobre métodos ndo
invasivos para monitorar o bem-estar de animais
neotropicais mantidos em cativeiro e estimular a

execuc¢ao de novos estudos na area.
BEM-ESTAR ANIMAL E ESTRESSE

O bem-estar de um individuo diz respeito as
suas tentativas de lidar com seu ambiente
(BROOM, 1986). Bem-estar, portanto, refere-se
a todos os mecanismos de enfrentamento as
condi¢des do ambiente envolvendo mecanismos
fisiologicos, comportamentais e imunoldgicos
gue sdo coordenados pelo cérebro. O animal
pode conseguir ou N30 SUCESSO Nesses Processos
de adaptacdo e seu bem-estar podendo ser
medido e classificado de muito bom a muito
pobre (BROOM, 2011). Uma das formas de medir
o bem-estar animal é por meio de concentracdes
hormonais. Em resposta a um estimulo estressor,
o hipotdlamo é estimulado a produzir o
hormoénio liberador de corticotrofina. Este, por
sua vez, estimula a parte anterior da hipdfise a
liberar o hormonio adrenocorticotréfico que, por
sua vez, estimula a liberacdo de glicocorticoides
(cortisol e/ou corticosterona) pelo cortex adrenal
(LANE, 2006). Os glicocorticoides induzem a

gliconeogénese e a lipdlise (THUN & SCHWARTZ-
PORSCHE, 1994). Durante um evento de estresse
agudo, portanto, a acao dos glicocorticoides inibe
0 acumulo de glicose e disponibiliza energia ao
individuo para as respostas de ‘luta ou fuga’ em
resposta ao evento estressor (WILSON & REEDER,
2005).
modelam

Simultaneamente os glicocorticoides

temporariamente os  sistemas
imunoldgico, reprodutivo e digestivo até que
0 agente estressor seja reduzido ou eliminado

(SQUIRES, 2003).

A producao dos glicocorticoides é controlada por
meio de um mecanismo de retroalimentacdo
(feedback) negativa: o cortex adrenal cessa a
secrecdo de glicocorticoides quando seus niveis
se elevam. Em situacdes de estresse cronico,
contudo, o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(eixo HPA) é continuamente estimulado e os niveis
de cortisol mantém-se constantes prejudicando
o animal. Esse prejuizo ocorre porque o0s

glicocorticoides aceleram o catabolismo,
degradando proteinas, promovendo a utilizacao
da energia disponivel para as respostas do
animal ao agente estressor (GRAEFF, 2003). Os
glicocorticoides promovem também a elevacao
da concentracdo de glicose no sangue, além de
possuir um efeito anti-inflamatério, que reduz
as respostas as lesdes teciduais (MORMEDE et
al., 2007). Adicionalmente, em animais jovens,
os glicocorticoides podem afetar o crescimento
(MoBERG, 2000),

decréscimo da incorporagcdo de proteinas no

provavelmente, devido ao

tecido muscular e inibicdo da secrecdo dos
hormonios de crescimento.
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Como a secrecdao de glicocorticoides aumenta
com o estresse, a concentracdo plasmatica destes
hormoénios pode ser usada como parametro para
monitoramento da atividade adrenal (MORTON et
al., 1995; MOsTL & PALME, 2002). Para a coleta de
amostras do sangue, no entanto, ha necessidade
de conten¢dao do animal, que por si sé é um
agente estressor, elevando a concentracdo de
glicocorticoides no plasma, afetando desse
modo os resultados da investigacdo (BAUER
et al., 2008). Por este motivo, técnicas de
monitoramento enddcrino ndo invasivo, que
dispensam a contencdo, estdao sendo propostas,
tais como aquelas que avaliam a concentragao
de metabdlitos de glicocorticoides nas fezes, na
urina e na saliva dos animais. Para a coleta de
amostras de urina e saliva, contudo, também é
necessaria a contengdo e, por esse motivo, nao
sdo as mais indicadas para animais silvestres e
nao serdo discutidas nessa revisao.

Por outro lado, a técnica mais usual empregada
para monitoramento ndo invasivo do estresse
em espécies silvestres é a determinacdao da
concentragao de metabdlitos de glicocorticoides
em amostras de fezes. Para a coleta dessas
amostras ndo ha necessidade de contencdo e
os metabdlitos de glicocorticoides nas fezes
sdo relativamente estaveis por até 72 horas
(ABAIGAR et al., 2010).
excretas podem

Adicionalmente, as

coletadas ser preservadas

indefinidamente por congelamento (WASSER
et al., 2000; MILLSPAUGH & WASHBURN, 2004;
PALME, 2005). O monitoramento do estresse

por meio da concentracdo de metabdlitos de

glicocorticoides nas fezes é possivel porque, apds
sua ac¢do nas células-alvo, os glicocorticoides
sdo desassociados de seus receptores e
inativados, tanto pelas células-alvo quanto pelo
figado (NORRIS & CARR, 2007). Em seguida, sdo
eliminados na bile e lancados nas fezes e/ou na
urina, adepender daespécie (TAYLOR, 1971; BussO
& Rulz, 2011). Existe, portanto, um intervalo
de tempo entre a circulagdo dos hormonios
no sangue e o aparecimento dos metabdlitos
hormonais nas fezes. A duracdo desse intervalo
depende da taxa de passagem no intestino dos
animais (PALME et al., 1996). Em geral, o tempo
para eliminagdo se aproxima ao tempo do
transito gastrointestinal e da posicdo no intestino
onde a bile é excretada até o reto, sendo que
este periodo pode variar de 12 a 24 horas para
mamiferos com fermentacdo pré-gdstrica e de
24 a 48 horas para animais de ceco funcional
(PALME et al., 1996). No caso de aves, como
papagaios, o transito é comparativamente mais
rapido, entre 3-9 horas apds o estimulo estressor
agudo (FERREIRA et al., 2015). Dessa forma, esse
atraso deve ser levado em consideracdao quando
se pretende avaliar o efeito do estresse agudo
causado por determinadas prdaticas de manejo,
como captura, contengao, transporte e pesagem
dos animais, por exemplo.

VALIDACAO DO MONITORAMENTO ENDOCRINO
NAO INVASIVO

Antes de sua excreg¢dao, os glicocorticoides
passam por alteracdes metabdlicas tanto no
trato hepato-intestinal, quanto pela atividade da
microflora presente no trato gastrointestinal, que
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varia de espécie para espécie (DANISZOVA et al.,
2017). Devido as diferencas no metabolismo e na
excrecdo dos glicocorticoides entre as espécies, o
método de monitoramento enddcrino precisa ser
previamente validado, antes de ser usado para
confirmar que a concentragdao de metabdlitos
de glicocorticoides nas fezes de fato reflete a
atividade adrenal naquela espécie em que se
pretende usar a metodologia (SCHWARZENBERGER
et al., 1996; TOUMA & PALME, 2005). O método
normalmente utilizado para a validagdo
fisiolégica é o teste de desafio com o hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) (WASSER et al., 2000;
GOYMANN, 2005; TOUMA & PALME, 2005). Neste
desafio, o ACTH exdgeno é administrado visando
causar a ativacdo da atividade adrenocortical
e, consequentemente, elevar a liberacdo de
glicocorticoides pelo cértex adrenal na corrente
sanguinea (WHITTEN et al., 1998; WASSER et al.,
2000; HEISTERMANN et al., 2006). Caso sejam
detectadas mudancas no nivel dos metabdlitos de
glicocorticoides nas amostras de fezes coletadas
apo6s a aplicagdo do ACTH exdgeno, confirma-
se que é possivel monitorar, de forma indireta,
as concentragbes de esteroides no sangue,
permitindo o uso desse tipo de monitoramento

ndo invasivo do estresse para aquela espécie.

Durante o desafio de ACTH, as fezes dos animais
sdo coletadas e, podem ser congeladas para
andlises posteriores. Depois de descongeladas,
as amostras de fezes devem passar pelo
processo de extracdao hormonal para retirar a
maior quantidade de hormoénio. Existem varios

protocolos de extracdo que sdo baseados na

natureza lipidica dos hormonios. A maioria desses
protocolos consiste na dissolugao dos metabdlitos
em solventes organicos, alcoois e éteres,
solugBes aquosas ou técnicas mistas (PALME et
al., 1996). Apds a extracdo, a quantificacdo dos
hormoénios pode ser realizada pela técnica de
radioimunoensaio (RIA) estabelecida por YALow
& BERSON, (1960). A analise é baseada no uso
de um agente ligante especifico e de hormonios
radioativos como tracadores (THORELL & LARSON,
1978). A desvantagem desse tipo de analise é a
necessidade dos laboratérios terem autorizacao
para o uso de rastreadores radioisotdpicos, além
do preco elevado do equipamento para detec¢ao

de cintilacdo gama e beta.

Alternativamente, a quantificacdo dos
hormonios pode ser realizada por imunoensaio
enzimatico (EIA - enzyme immunoassays). Nessa
metodologia, utilizam-se anticorpos especificos
para hormonios esteroides ndo metabolizados
ou conjugados esteroides metabolizados
(LASLEY & KIRKPATRICK, 1991; MUNRO et al.,
1991; CzZEKALA et al., 1994). Como os ElAs ndo
utilizam radioatividade, ndo ha necessidade de
autorizacdes especiais, 0s equipamentos sao
comparativamente mais baratos e os reagentes
sao faceis para preparar, estaveis e de validade

mais longa do que os usados para o método RIA.

No inicio da aplicacdo da técnica de
monitoramento de glicocorticoides (GC) nas fezes,
foram utilizados varios solventes como metanol,
etanol e propanol, com vdarias concentracdes ou
utilizando técnicas de extracdo mistas (PALME

et al., 2013). Mas, atualmente, a maioria dos
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pesquisados utiliza metanol com a concentragdo
de 80% para a extragao de metabdlitos de GC em
mamiferos, enquanto que em aves prevalece o
uso de metanol na concentracdo de 60% (TOUMA
& PALME, 2005; PALME et al., 2013). A utilizacdo de
metanol 80% é relativamente simples e produz a
melhor recuperagdo de metabdlitos em muitas
espécies estudadas (MOsSTL & PALME, 2002;
CORADELLO et al., 2012; PALME et al. 1996, 2005,
2013). A maioria dos estudos utiliza a razdo 10:1,
ou seja, para cada 0,1 g de amostra seca de fezes
¢ adicionado 1mL de solvente (o procedimento
padrao é pesar 0,5 g de fezes secas e adicionar
metanol com concentragdo de 80%) (GRAHAM et
al.,, 2001; CORADELLO et al., 2012; PALME et al.,
2013).

Antes da aplicacdo da técnica em uma nova
espécie, no entanto, é necessario fazer a
validagao bioquimica para verificar se o EIA é
capaz de medir a concentracdao dos metabdlitos
de GC nas fezes (TOUMA & PALME, 2005). Para isso,
verifica-se a similaridade imunogénica entre os
antigenos padrao (com concentragdo conhecida)
e o antigeno a ser dosado nas amostras através
do ensaio de paralelismo (TOUMA & PALME,
2005). O pool do extrato das amostras é diluido
em série como também o antigeno padrao,
os dados obtidos passam pela transformacdo
log-logit e a inclinagdo da curva desse pool é
comparada com a da curva do antigeno padrdo.
Caso seja observado paralelismo a técnica é
bioquimicamente validada (TOUMA & PALME,
2005).

Viérios estudos foram realizados com objetivo de

validar os métodos de medi¢cdo dos metabdlitos
de glicocorticoides na excreta de diversas
espécies de animais domésticos, como ovelhas
(Ovis aries), bovinos (Bos taurus), suinos (Sus
scrofa) e galinhas (Gallus domesticus) (PALME et
al., 1996; MOsTL et al., 1999). Poucos estudos,
contudo, foram feitos com animais neotropicais,
como saguis (Callithrix jachus) (SOUSA & ZIEGLER,
1998), caititus (Pecari tajacu) (CORADELLO et al.,
2012), queixadas (Tayassu pecari) (NOGUEIRA-
FILHO et al., 2012) e papagaios (Amazona aestiva)
(FERREIRA et al., 2015). Para diversas outras
usualmente mantidas

espécies neotropicais

em cativeiro, como capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris), paca (Cuniculus paca) e cutia
(Dasyprocta spp.), ainda precisam ser feitos

testes de validagao.

MONITORAMENTO DE COMPORTAMENTOS

INDICADORES DE ESTRESSE

O aumento na concentracdo de glicocorticoides
em amostras de fezes nao é exclusivo de
situacdes aversivas. Um dos objetivos da técnica
de enriquecimento ambiental, por exemplo, é
a promoc¢do do aumento de comportamentos
exploratérios para diminuir a inatividade dos
animais e neste processo hd um incremento de
glicocorticoides (DAWKINS et al., 2004). NOGUEIRA
(2011b),

incremento na concentracdao de metabdlitos de

et al por exemplo, verificaram
glicocorticoides nas fezes de queixadas apds a
introdugdo de enriquecimento ambiental devido
ao aumento no comportamento de brincadeira.
Por outro lado, deve ser considerado que a

elevagao de cortisol pode estar associado
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ao incremento de taxas de comportamentos
anormais, o que seria considerado um sintoma
de estresse (CARLSTEAD & BROWN, 2005). E
preciso, portanto, que paralelamente as coletas
de fezes para determinacdo da concentracdo
de metabdlitos de glicocorticoides, seja feita
a coleta e analise de dados comportamentais
para a interpretacdao mais correta das medidas
hormonais, como recomendado por DAWKINS
et al. (2004). Dessa forma, a quantificacdo
de comportamentos estereotipados e outros
potencialmente indicativos de estresse (BPIS do
inglés: behaviour potentially indicative of stress,
FERREIRA et al., 2016).

prové uma medida complementar para

a interpretacdo dos resultados apds o

monitoramento nao invasivo do estresse de

animais silvestres.

BPIS
animais silvestres neotropicais mantidos em

Poucos estudos decreveram para

cativeiro. A pterofagia é um exemplo cldssico

de comportamento anormal observado em

spp.)
condi¢Ges de bem-estar empobrecido (GASKINS

papagaios (Amazona mantidos em
etal., 2011). Para caititus foi descrito o aumento
no comportamento de vigilancia e reducdo
no comportamento exploratdorio (NOGUEIRA et
al., 2011a). Para queixadas foi verificado que o
bater de dentes e a vocalizacdo denominada
“grunhido” estdo relacionados com o estresse
(NOGUEIRA et al., 2016). Capivaras, por sua vez,
apresentam o comportamento de congelamento
(freezing), no qual se mantém paralizadas até
qgue possam definir uma estratégia de fuga

efetiva, observando-se apenas movimentos de
respiracdo em situacdes de perigo (NOGUEIRA,
observacdo pessoal).

Outro comportamento anémalo frequente em
animais em confinamento é a estereotipia,
definida

repetivivo,

como padrdo comportamental

relativamente invariével, com
nenhuma funcao bioldgica ou objetivo aparente
(MAsonN, 1991). Alguns autores sugerem que o
comportamento estereotipado é um mecanismo
de enfrentamento para reduzir o estresse
cronico ou para promover ao animal alguma
forma de controle sobre o ambiente (BolIssy et
al., 2007; MASON et al., 2007). O comportamento
estereotipado (pacing) foi observado em arara-
azul-de-lear (Anodorhynchus leari) que também
expressaram outro comportamento andémalo,
o de arrancar as proéprias penas (AZEVEDO et
al., 2016). Outros exemplos de comportamento
esteriotipado observados em outras espécies de
animais Neotropicais sdo: pacing em ema (Rhea
americana) (AzeVeDO et al., 2010); pacing, andar
em circulos e lamber as mdos repetidamente em
cairara (Cebus olivaceus) (TARANO & LOPEZ, 2015);
e pacing em onca (Panthera onca, SELLINGER &

HA, 2005).

Outro aspecto a ser observado é a estratégia ou
estilo de enfrentamento que esta ligado a forma
como os individuos reagem e adaptam-se a uma
situacdo ou ambiente estressor (KOOLHAAS et
al., 1999, 2010). A resposta de enfrentamento
atuaria como minimizador do estresse (KOOLHAAS
et al., 1999) e varios termos sdo usados para
caracterizar essas estratégias, sendo um exemplo
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os termos “proativo” e “reativo”. O enfretamento
proativo é caracterizado pelas tentativas do
animal em escapar ou remover o estresse
(resposta fight-or-flight) e a baixa sensibilidade as
mudangas no meio ambiente, enquanto que no
enfrentamento reativo os animais ndao mostram
sinais de reacdao negativa, apresentam baixos
niveis de comportamento de agressao, tendéncia
em apresentar o comportamento de freezing,
mostrar baixa atividade em resposta a desafios
e elevada sensibilidade a mudanga ambiental
(SEAMAN et al., 2002; KOOLHAAS et al., 2010). Os
individuos proativos também tendem a ter menor
estimulacao do eixo HPA e consequentemente,
menor producdo de glicocorticoides, quando
comparados com animais reativos (TOUMA et
al., 2008; KOOLHAAS et al., 2010). Dessa forma,
€ preciso que mais estudos sejam feitos para
identificar os comportamentos que possam ser
monitorados para avaliagdo do bem-estar de

animais neotropicais mantidos em cativeiro.
CONSIDERAGOES FINAIS

A técnica de monitoramento do estresse
por meio nao invasivo é uma necessidade para
fornecer mais conforto aos animais, ao mesmo
tempo em que permite a avaliacdo do ambiente
e manejo em que o animal esta submetido.
No entanto, deve ser levado em consideracdo
que concentracdes elevadas de metabdlitos
de glicocorticoides nas fezes ndao é sempre um
reflexo de bem-estar empobrecido; é necessario
gue paralelamente as coletas de fezes, seja feita a
coleta e andlise de dados comportamentais para
a interpretacao correta das medidas fisioldgicas.

Essas duas técnicas em conjunto podem ser
usadas como ferramentas para o monitoramento
ndo invasivo do estresse de animais neotropicais
mantidos em cativeiro, proporcionando assim
uma boa pratica de monitoramento para
interferir o menos possivel na rotina dos animais.
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