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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.
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Resumo. Nas últimas décadas a preocupação com o bem-estar de animais criados em cativeiro foi intensificada e, pa-

ralelamente, houve aumento da demanda por estudos relacionados à avaliação do bem-estar desses animais. Uma das 

maneiras de avaliar o estresse dos animais é realizar o monitoramento não invasivo por meio da quantificação da con-

centração de metabólitos de glicocorticóides em amostras de fezes.  Esta técnica é conveniente porque causa pouca 

perturbação aos animais durante a coleta das amostras, pois não há necessidade de imobilização dos animais; além disso, 

a coleta diária das fezes faz parte da rotina dos animais criados em cativeiro. A elevação na concentração de metabólitos 

de glicocorticoides, contudo, nem sempre está relacionada ao bem-estar empobrecido. Alguns exemplos confirmam que 

comportamentos positivos ao bem-estar dos animais, tais como brincadeira, cópula e o uso de enriquecimento ambiental 

também estimulam a produção e a elevação de glicocorticoides pelo eixo hipotálamo-pituitária-adrenal. Além disso, ani-

mais com estresse crônico também podem se habituar às condições do ambiente e apresentarem baixa produção de gli-

cocorticoides. Dessa forma, além do monitoramento fisiológico, é recomendada a análise das respostas comportamentais 

para acessar o estresse. O aparecimento ou aumento na ocorrência ou frequência 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 revisão sobre métodos usados para monitoramento não 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.

Introdução

A manutenção de animais silvestres em cativeiro 
tem provocado debate. Enquanto em alguns 
artigos científicos são apresentados argumentos 
e dados favoráveis à atividade (Challender & 
MacMillan, 2014; Fàbregas et al., 2015; Greene 
et al., 2016), outros autores discordam da 
proposta de manter espécies não domesticadas 
em zoológicos e são ainda mais contrários ao 
confinamento desses animais como animais de 
estimação e para produção de carne, couro e 
outros produtos (McPhee, 2004; Mockrin et al., 
2005; Araki et al., 2007). Além da questão ética, 
se devemos ou não usar animais em benefício 
da espécie humana (Minteer & Collins, 2013), 
existe a preocupação quanto ao bem-estar de 
animais silvestres mantidos em instalações 
comerciais (International Academy of Animal 
Welfare Science, 1992; Nogueira et al., 2011a; 
Minteer & Collins, 2013). O estresse causado 
pelo cativeiro pode levar a inúmeras alterações 
tanto fisiológicas como comportamentais 
(Mason, 1991), que podem resultar em danos à 
saúde, dificuldades para reprodução e redução 
na produtividade, o que afeta a viabilidade da 
atividade (Squires, 2003; Nogueira-Filho & 
Nogueira, 2004). 

A carne de animais neotropicais ainda é a principal 
fonte de proteína animal para populações que 
vivem dentro e no entorno das florestas (Isaac et 
al., 2015; Van Vliet et al., 2016). Por esse motivo, 
alguns conservacionistas propuseram a criação 
de algumas espécies ainda não domesticadas, 
como o caititu (Pecari tajacu) e a paca (Cuniculus 
paca) em áreas onde a zootencia tradicional é 
limitada pelas condições locais (Chardonnet et 
al., 2002; Nogueira-Filho & Nogueira, 2004). 
Tanto a caça quanto a destruição do hábitat para 
expansão da fronteira agrícola tem causado o 
declínio de algumas populações de espécies 
silvestres (Antunes et al., 2016; Benítez-López 
et al., 2017; Ribeiro et al., 2017), por outro 
lado, algumas dessas espécies adaptam-se 
facilmente ao cativeiro (Nogueira & Nogueira-
Filho, 2011). A produção desses animais em 
cativeiro, portanto, pode ser um mecanismo 
para conservação da biodiversidade, por reduzir 
a pressão de caça de animais em vida livre uma 
vez que proporciona outra alternativa de renda 
em detrimento do tráfico e caça ilegal, ao mesmo 
tempo que atende às necessidades humanas por 
proteina animal (Nogueira & Nogueira-Filho, 
2011). 

Para alcançar o sucesso na atividade é necessário 
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que sejam estabelecidos sistemas de produção 
que promovam e monitorem o bem-estar desses 
animais. Para isso é preciso estabelecer formas de 
monitoramento não invasivo do estresse dessas 
espécies, que permitam a avaliação contínua do 
bem-estar animal e assim viabilizar a adequação 
das práticas adotadas nessas criações quando 
detectadas condições não propícias. Dessa 
forma, no presente artigo tivemos como objetivo 
principal rever os estudos sobre métodos não 
invasivos para monitorar o bem-estar de animais 
neotropicais mantidos em cativeiro e estimular a 
execução de novos estudos na área.

Bem-estar Animal e Estresse 

O bem-estar de um indivíduo diz respeito às 
suas tentativas de lidar com seu ambiente 
(Broom, 1986). Bem-estar, portanto, refere-se 
a todos os mecanismos de enfrentamento às 
condições do ambiente envolvendo mecanismos 
fisiológicos, comportamentais e imunológicos 
que são coordenados pelo cérebro. O animal 
pode conseguir ou não sucesso nesses processos 
de adaptação 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 concentrações 
hormonais. Em resposta a um estímulo estressor, 
o hipotálamo é estimulado à produzir o 
hormônio liberador de corticotrofina. Este, por 
sua vez, estimula a parte anterior da hipófise a 
liberar o hormônio adrenocorticotrófico que, por 
sua vez, estimula a liberação de glicocorticoides 
(cortisol e/ou corticosterona) pelo córtex adrenal 
(Lane, 2006). Os glicocorticoides induzem a 

gliconeogênese e a lipólise (Thun & Schwartz-
Porsche, 1994). Durante um evento de estresse 
agudo, portanto, a ação dos glicocorticoides inibe 
o acúmulo de glicose e disponibiliza energia ao 
indivíduo para as respostas de ‘luta ou fuga’ em 
resposta ao evento estressor (Wilson & Reeder, 
2005). Simultaneamente os glicocorticoides 
modelam temporariamente os sistemas 
imunológico, reprodutivo e digestivo até que 
o agente estressor seja reduzido ou eliminado 
(Squires, 2003). 

A produção dos glicocorticoides é controlada por 
meio de um mecanismo de retroalimentação 
(feedback) negativa: o córtex adrenal cessa a 
secreção de glicocorticoides quando seus níveis 
se elevam. Em situações de estresse crônico, 
contudo, o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 
(eixo HPA) é continuamente estimulado e os níveis 
de cortisol mantêm-se constantes prejudicando 
o animal. Esse prejuízo ocorre porque os 
glicocorticoides aceleram o catabolismo, 
degradando proteínas, promovendo a utilização 
da energia disponível para as respostas do 
animal ao agente estressor (Graeff, 2003). Os 
glicocorticoides promovem também a elevação 
da concentração de glicose no sangue, além de 
possuir um efeito anti-inflamatório, que reduz 
as respostas às lesões teciduais (Mormède et 
al., 2007). Adicionalmente, em animais jovens, 
os glicocorticoides podem afetar o crescimento 
(Moberg, 2000), provavelmente, devido ao 
decréscimo da incorporação de proteínas no 
tecido muscular e inibição da secreção dos 
hormônios de crescimento. 
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Como a secreção de glicocorticoides aumenta 
com o estresse, a concentração plasmática destes 
hormônios pode ser usada como parâmetro para 
monitoramento da atividade adrenal (Morton et 
al., 1995; Möstl & Palme, 2002). Para a coleta de 
amostras do sangue, no entanto, há necessidade 
de contenção do animal, que por si só é um 
agente estressor, elevando a concentração de 
glicocorticoides no plasma, afetando desse 
modo os resultados da investigação (Bauer 
et al., 2008). Por este motivo, técnicas de 
monitoramento endócrino não invasivo, que 
dispensam a contenção, estão sendo propostas, 
tais como aquelas que avaliam a concentração 
de metabólitos de glicocorticoides nas fezes, na 
urina e na saliva dos animais. Para a coleta de 
amostras de urina e saliva, contudo, também é 
necessária a contenção e, por esse motivo, não 
são as mais indicadas para animais silvestres e 
não serão discutidas nessa revisão. 

Por outro lado, a técnica mais usual empregada 
para monitoramento não invasivo do estresse 
em espécies silvestres é a determinação da 
concentração de metabólitos de glicocorticoides 
em amostras de fezes. Para a coleta dessas 
amostras não há necessidade de contenção e 
os metabólitos de glicocorticoides nas fezes 
são relativamente estáveis por até 72 horas 
(Abáigar et al., 2010). Adicionalmente, as 
excretas coletadas podem ser preservadas 
indefinidamente por congelamento (Wasser 
et al., 2000; Millspaugh & Washburn, 2004; 
Palme, 2005). O monitoramento do estresse 
por meio da concentração de metabólitos de 

glicocorticoides nas fezes é possível porque, após 
sua ação nas células-alvo, os glicocorticoides 
são desassociados de seus receptores e 
inativados, tanto pelas células-alvo quanto pelo 
fígado (Norris & Carr, 2007). Em seguida, são 
eliminados na bile e lançados nas fezes e/ou na 
urina, a depender da espécie (Taylor, 1971; Busso 
& Ruiz, 2011). Existe, portanto, um intervalo 
de tempo entre a circulação dos hormônios 
no sangue e o aparecimento dos metabólitos 
hormonais nas fezes. A duração desse intervalo 
depende da taxa de passagem no intestino dos 
animais (Palme et al., 1996). Em geral, o tempo 
para eliminação se aproxima ao tempo do 
trânsito gastrointestinal e da posição no intestino 
onde a bile é excretada até o reto, sendo que 
este período pode variar de 12 a 24 horas para 
mamíferos com fermentação pré-gástrica e de 
24 a 48 horas para animais de ceco funcional 
(Palme et al., 1996). No caso de aves, como 
papagaios, o trânsito é comparativamente mais 
rápido, entre 3-9 horas após o estimulo estressor 
agudo (Ferreira et al., 2015). Dessa forma, esse 
atraso deve ser levado em consideração quando 
se pretende avaliar o efeito do estresse agudo 
causado por determinadas práticas de manejo, 
como captura, contenção, transporte e pesagem 
dos animais, por exemplo. 

Validação do Monitoramento Endócrino 
Não Invasivo

Antes de sua excreção, os glicocorticoides 
passam por alterações metabólicas tanto no 
trato hepato-intestinal, quanto pela atividade da 
microflora presente no trato gastrointestinal, que 
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varia de espécie para espécie (Daniszová et al., 
2017). Devido às diferenças no metabolismo e na 
excreção dos glicocorticoides entre as espécies, o 
método de monitoramento endócrino precisa ser 
previamente validado, antes de ser usado para 
confirmar que a concentração de metabólitos 
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 validação 
fisiológica é o teste de desafio com o hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) (Wasser et al., 2000; 
Goymann, 2005; Touma & Palme, 2005). Neste 
desafio, o ACTH exógeno é administrado visando 
causar a ativação da atividade adrenocortical 
e, consequentemente, elevar a liberação de 
glicocorticoides pelo córtex adrenal na corrente 
sanguínea (Whitten et al., 1998; Wasser et al., 
2000; Heistermann et al., 2006). Caso sejam 
detectadas mudanças no nível dos metabólitos de 
glicocorticoides nas amostras de fezes coletadas 
após a aplicação do ACTH exógeno, confirma-
se que é possível monitorar, de forma indireta, 
as concentrações de esteroides no sangue, 
permitindo o uso desse tipo de monitoramento 
não invasivo do estresse para aquela espécie. 

Durante o desafio de ACTH, as fezes dos animais 
são coletadas e, podem ser congeladas para 
análises posteriores. Depois de descongeladas, 
as amostras de fezes devem passar pelo 
processo de extração hormonal para retirar a 
maior quantidade de hormônio. Existem vários 
protocolos de extração que são baseados na 

natureza lipídica dos hormônios. A maioria desses 
protocolos consiste na dissolução dos metabólitos 
em solventes orgânicos, álcoois e éteres, 
soluções aquosas ou técnicas mistas (Palme et 
al., 1996). Após a extração, a quantificação dos 
hormônios pode ser realizada pela técnica de 
radioimunoensaio (RIA) estabelecida por Yalow 
& Berson, (1960). A análise é baseada no uso 
de um agente ligante específico e de hormônios 
radioativos como traçadores (Thorell & Larson, 
1978). A desvantagem desse tipo de análise é a 
necessidade dos laboratórios terem autorização 
para o uso de rastreadores radioisotópicos, além 
do preço elevado do equipamento para detecção 
de cintilação gama e beta. 

Alternativamente, a quantificação dos 
hormônios pode ser realizada por imunoensaio 
enzimático (EIA - enzyme immunoassays). Nessa 
metodologia, utilizam-se anticorpos específicos 
para hormônios esteroides não metabolizados 
ou conjugados esteroides metabolizados 
(Lasley & Kirkpatrick, 1991; Munro et al., 
1991; Czekala et al., 1994). Como os EIAs não 
utilizam radioatividade, não há necessidade de 
autorizações especiais, os equipamentos são 
comparativamente mais baratos e os reagentes 
são fáceis para preparar, estáveis e de validade 
mais longa do que os usados para o método RIA.

No início da aplicação da técnica de 
monitoramento de glicocorticoides (GC) nas fezes, 
foram utilizados vários solventes como metanol, 
etanol e propanol, com várias concentrações ou 
utilizando técnicas de extração mistas (Palme 
et al., 2013). Mas, atualmente, a maioria dos 
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pesquisados utiliza metanol com a concentração 
de 80% para a extração de metabólitos de GC em 
mamíferos, enquanto que em aves prevalece o 
uso de metanol na concentração de 60% (Touma 
& Palme, 2005; Palme et al., 2013). A utilização de 
metanol 80% é relativamente simples e produz a 
melhor recuperação de metabólitos em muitas 
espécies estudadas (Möstl & Palme, 2002; 
Coradello et al., 2012; Palme et al. 1996, 2005, 
2013). A maioria dos estudos utiliza a razão 10:1, 
ou seja, para cada 0,1 g de amostra seca de fezes 
é adicionado 1mL de solvente (o procedimento 
padrão é pesar 0,5 g de fezes secas e adicionar 
metanol com concentração de 80%) (Graham et 
al., 2001; Coradello et al., 2012; Palme et al., 
2013). 

Antes da aplicação da técnica em uma nova 
espécie, no entanto, é necessário fazer a 
validação bioquímica para verificar se o EIA é 
capaz de medir a concentração dos metabólitos 
de GC nas fezes (Touma & Palme, 2005). Para isso, 
verifica-se a similaridade imunogênica entre os 
antígenos padrão (com concentração conhecida) 
e o antígeno a ser dosado nas amostras através 
do ensaio de paralelismo (Touma & Palme, 
2005). O pool do extrato das amostras é diluído 
em série como também o antígeno padrão, 
os dados obtidos passam pela transformação 
log-logit e a inclinação da curva desse pool é 
comparada com a da curva do antígeno padrão. 
Caso seja observado paralelismo a técnica é 
bioquimicamente validada (Touma & Palme, 
2005). 

Vários estudos foram realizados com objetivo de 

validar os métodos de medição dos metabólitos 
de glicocorticoides na excreta de diversas 
espécies de animais domésticos, como ovelhas 
(Ovis aries), bovinos (Bos taurus), suínos (Sus 
scrofa) e galinhas (Gallus domesticus) (Palme et 
al., 1996; Möstl 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 
espécies neotropicais usualmente mantidas 
em cativeiro, como capivara (Hydrochoerus 
hydrochaeris), paca (Cuniculus paca) e cutia 
(Dasyprocta spp.), ainda precisam ser feitos 
testes de validação.

Monitoramento de Comportamentos 
Indicadores de Estresse

O aumento na concentração de glicocorticoides 
em amostras de fezes não é exclusivo de 
situações aversivas. Um dos objetivos da técnica 
de enriquecimento ambiental, por exemplo, é 
a promoção do aumento de comportamentos 
exploratórios para diminuir a  inatividade dos 
animais e neste processo há um incremento de 
glicocorticoides (Dawkins et al., 2004). Nogueira 
et al.  (2011b), por exemplo, verificaram 
incremento na concentração de metabólitos de 
glicocorticoides nas fezes de queixadas após a 
introdução de enriquecimento ambiental devido 
ao aumento no comportamento de brincadeira. 
Por outro lado, deve ser considerado que a 
elevação 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). É 
preciso, portanto, que paralelamente às coletas 
de fezes para determinação da concentração 
de metabólitos de glicocorticoides, seja feita 
a coleta e análise de dados comportamentais 
para a interpretação mais correta das medidas 
hormonais, como recomendado por Dawkins 
et al. (2004). Dessa forma, a quantificação 
de comportamentos estereotipados e outros 
potencialmente indicativos de estresse (BPIS do 
inglês: behaviour potentially indicative of stress, 
Ferreira et al., 2016).

 provê uma medida complementar para 
a interpretação dos resultados após o 
monitoramento não invasivo do estresse de 
animais silvestres. 

Poucos estudos decreveram BPIS para 
animais silvestres neotropicais mantidos em 
cativeiro. A pterofagia é um exemplo clássico 
de comportamento anormal observado em 
papagaios (Amazona spp.) mantidos em 
condições de bem-estar empobrecido (Gaskins 
et al., 2011). Para caititus foi descrito o aumento 
no comportamento de vigilância e redução 
no comportamento exploratório (Nogueira et 
al., 2011a). Para queixadas foi verificado que o 
bater de dentes e a vocalização denominada 
“grunhido” estão relacionados com o estresse 
(Nogueira et al., 2016). Capivaras, por sua vez, 
apresentam o comportamento de congelamento 
(freezing), no qual se mantém paralizadas até 
que possam definir uma estratégia de fuga 

efetiva, observando-se apenas movimentos de 
respiração em situações de perigo (Nogueira, 
observação pessoal). 

Outro comportamento anômalo frequente em 
animais em confinamento é a estereotipia, 
definida como padrão comportamental 
repetivivo, relativamente invariével, com 
nenhuma função biológica ou objetivo aparente 
(Mason, 1991). Alguns autores sugerem que o 
comportamento estereotipado é um mecanismo 
de enfrentamento para reduzir o estresse 
crônico ou para promover ao animal alguma 
forma de controle sobre o ambiente (Boissy 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 anômalo, 
o de arrancar as próprias penas (Azevedo et 
al., 2016). Outros exemplos de comportamento 
esteriotipado observados em outras espécies de 
animais Neotropicais são: pacing em ema (Rhea 
americana) (Azevedo et al., 2010); pacing, andar 
em círculos e lamber as mãos repetidamente em 
cairara (Cebus olivaceus) (Tárano & López, 2015); 
e pacing em onça (Panthera onca, Sellinger & 
Ha, 2005).

Outro aspecto a ser observado é a estratégia ou 
estilo de enfrentamento que está ligado à forma 
como os indivíduos reagem e adaptam-se a uma 
situação ou ambiente estressor (Koolhaas et 
al., 1999, 2010).  A resposta de enfrentamento 
atuaria como minimizador do estresse (Koolhaas 
et al., 1999) e vários termos são 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 às 
mudanças no meio ambiente, enquanto que no 
enfrentamento reativo os animais não mostram 
sinais de reação negativa, apresentam baixos 
níveis de comportamento de agressão, tendência 
em apresentar o comportamento de freezing, 
mostrar baixa atividade em resposta a desafios 
e elevada sensibilidade à mudança ambiental 
(Seaman et al., 2002; Koolhaas et al., 2010). Os 
indivíduos proativos também tendem a ter menor 
estimulação do eixo HPA e consequentemente, 
menor produção de glicocorticoides, quando 
comparados com animais reativos (Touma et 
al., 2008; Koolhaas et al., 2010). Dessa forma, 
é preciso que mais estudos sejam feitos para 
identificar os comportamentos que possam ser 
monitorados para avaliação do bem-estar de 
animais neotropicais mantidos em cativeiro.

Considerações finais

A técnica de monitoramento do estresse 
por meio não invasivo é uma necessidade para 
fornecer mais conforto aos animais, ao mesmo 
tempo em que permite a avaliação do ambiente 
e manejo em que o animal está submetido. 
No entanto, deve ser levado em consideração 
que concentrações elevadas de metabólitos 
de glicocorticoides nas fezes não é sempre um 
reflexo de bem-estar empobrecido; é necessário 
que paralelamente às coletas de fezes, seja feita a 
coleta e análise de dados comportamentais para 
a interpretação correta das medidas fisiológicas. 

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