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MENSURAÇÃO E MONITORAMENTO DA RESPOSTA DO ESTRESSE 

EM QUEIXADAS (Tayassu pecari) 
 

 

RESUMO 

O estresse pode afetar a reprodução de queixadas (Tayassu pecari) em cativeiro. 
Observações comportamentais em conjunto com a mensuração de metabólitos de 
glicocorticóides (MGlc) fecais, podem fornecer medidas efetivas para monitorar a 
resposta de estresse. Esta possibilidade foi testada através do desafio do hormônio 
adrenocorticotrópico (ACTH). Foram testados três tratamentos: 0,25 e 0,50mg/100kg de 
peso vivo de ACTH, e solução salina como controle em seis queixadas machos adultos 
através de delineamento de quadrado latino. Os tratamentos foram aplicados com 
injeção intramuscular após a imobilização dos animais às 09h:00 nos dias de desafio. As 
fezes foram coletadas desde 72 horas antes da aplicação dos tratamentos até 120 horas 
após esta aplicação. No mesmo período, em sessões diárias individuais com 15 minutos 
de duração, foi feito o registro contínuo do comportamento do animal focal, e 
determinada a duração dos padrões comportamentais indicadores de estresse. Para 
dosagem hormonal, amostras das fezes foram liofilizadas, e posteriormente, passaram 
por extração dos metabólitos, através de hidrólise e análise pelo método 
imunoenzimático (ELISA). Os dados da variação da concentração hormonal durante o 
período experimental e da ocorrência e tempo de duração dos comportamentos 
indicadores de estresse foram comparados através de ANOVA de medidas repetidas, 
seguidas do teste post hoc Duncan. Os queixadas permaneceram mais tempo nos 
estados comportamentais indicadores de estresse no dia de aplicação dos tratamentos. 
No período que antecedeu aos desafios a concentração dos MGlc fecais foi de 160,5 
(DP = 61,2) ng g-1. Os animais atingiram o pico de excreção de MGlc fecais 24 horas 
após a aplicação da maior dose de ACTH seguido por um declínio. Este mesmo pico de 
excreção de MGlc foi observado nas fezes dos queixadas coletadas até 24 horas após 
aplicação da menor dose de ACTH, mas a concentração destes metabólitos não diferiu 
da encontrada nas fezes dos animais quando receberam solução salina cuja concentração 
permaneceu aproximadamente constante durante todo o estudo. Portanto, a 
concentração de MGlc fecais reflete a atividade adrenal em queixadas e juntamente com 
observações comportamentais pode ser usada para monitorar o estresse nessa espécie. 
 
Palavras-chave: bem-estar animal, comportamento animal, estresse, fisiologia do 
estresse, Tayassuidae, teste de desafio ACTH.  



viii 

 

 
STRESS ASSESMENT IN WHITE-LIPPED PECCARY (Tayassu peccary) 

 

 

 

ABSTRACT 
 

Under captivity the Tayassu pecari face challenges that may adversely affect their 
reproduction. Behavioral patterns together with fecal glucocorticoid metabolite 
concentrations may reflect animals’ stress. We tested this possibility by using an 
adrenocorticotropic hormone (ACTH) challenge in a fecal glucocorticoid assay. We 
tested the effects of three treatments: 0.25 or 0.50 mg 100kg-1 ACTH, and saline 
solution as a control in six captive adult male white-lipped peccaries in a Latin Square 
design. We immobilized the animals and injected (I.M.) the treatments at 9:00AM of 
the challenge days. The feces were collected beginning 72 h before to and ending 120 h 
after injections. During the same period, we also observed each individual daily for 15-
min with the continuous-recording on focal animal sampling sessions to evaluate some 
behavioral patterns to assess animal welfare. Feces were freeze-dried, extracted by an 
ethanol vortex method, and assayed for glucocorticoids using enzyme immunoassay 
(ELISA). We compared the fecal glucocorticoids among the treatments and the 
behavioral measures by repeated measures ANOVA followed by Duncan tests. The 
peccaries remained more time on behavioral patterns indicators of stress at the challenge 
day (F8, 120=9.5, P=0.00001). During the pre-challenge periods the glucocorticoid 
concentration was 160.5 (SD = 61.2) ng g-1. The 0.50 mg 100kg-1 ACTH group reached 
an excretion peak of fecal glucocorticoids metabolites 24-h post treatment, after which 
declined, while the saline group remained relatively constant. Therefore, the fecal 
glucocorticoid metabolites assay reflects endogenous adrenal activity in the white-
lipped peccary, such adrenocortical metabolites, together with behavioral observations, 
will provide an objective way to measure and monitor stress in this species. 

 
 
Keywords: ACTH challenge test, animal welfare, animal behavior, Tayassuidae, 

wellbeing.  
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1. REVISÃO DE LITERATURA   

 

 
1.1. Características da espécie 

 
 
O Tayassu pecari, popularmente conhecido como queixada, é encontrado em 

diversas regiões do país, é um mamífero da ordem Artiodactyla, faz parte da família 

Tayassuidae, especificamente americana. Pertencentes a esta família também são o 

caititu ou cateto (Pecari tajacu) e o taguá (Catagonus wagneri) (MAYER; 

WETZEL,1987). Os queixadas possuem uma distribuição que se estende do sul do 

México ao nordeste da Argentina (DEUTSCH; PUGLIA, 1990; FRAGOSO, 1994; 

MARCH, 1996; FRAGOSO,1998; SOWLS, 1997). 

Os pecaris possuem cabeça triangular longa, desproporcionalmente grande em 

relação ao corpo, e pescoço curto (FOWLER, 1993; SOWLS, 1997). O sentido da visão 

nestes animais é pouco aguçado, no entanto, o bom olfato compensa esta deficiência 

(FOWLER, 1993). O disco nasal é semelhante ao do porco doméstico (Sus scrofa), 

achatado, móvel, suportado por um osso rostral, conectado aos ossos nasais por uma 

cartilagem e movido por uma musculatura bem desenvolvida (FOWLER, 1993; 

SOWLS, 1997).  

As pernas do queixada são consideradas finas e seus pés, relativamente 

pequenos, quando comparados às suas proporções corporais (SOWLS, 1997). Apresenta 

coloração de pelagem que varia do marrom avermelhado ao escuro, para filhotes e 

animais jovens, chegando até o preto forte, quando adultos (MAYER; WETZEL, 1987). 

A pelagem do dorso é constituída de cerdas resistentes que provavelmente 

proporcionam ao animal uma proteção externa eficaz contra lesões na pele, quando o 

animal abre espaço na vegetação (SOWLS, 1997). O queixada adulto tem uma mancha 

de pelos brancos sob a mandíbula (Fig. 1). 

                      
                     Figura 1. Tayassu pecari       
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 Na região dorsal central, a 12cm da base da cauda, apresenta uma glândula de 

cheiro, que libera uma substância de coloração leitosa, usada para marcação social 

(NOWAK, 1991; BODMER; SOWLS, 1993; SOWLS 1997). Da cabeça à cauda, os 

queixadas adultos medem entre 0,95 a 1,40m de comprimento, e podem alcançar até 

0,6m de altura (MAYER; BRANDT, 1982; MAYER; WETZEL, 1987). 

O período gestacional varia de 156 a 162 dias, podendo nascer de um a quatro 

filhotes por parto, com média de 1,6 filhotes, com ocorrência de partos durante o ano 

todo (ROOTS, 1966; MAYER; WETZEL, 1987). Machos e fêmeas iniciam sua vida 

reprodutiva em torno dos 14 meses de idade e podem viver até 13 anos em cativeiro. O 

estro lactacional pode ocorrer a partir do sexto dia após o parto (NOGUEIRA FILHO; 

LAVORENTI, 1997; SOWLS, 1997). Nos membros da família Tayassuidae não há 

dimorfismo sexual aparente, com exceção da presença do escroto, visível quando 

observados a curta distância (SOWLS, 1997; NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 

1997, MARGARIDO, 2001; JACOMO, 2004).  

A fórmula dentária dos Tayassuidae consiste em dentes incisivos 2-2/3-3; 

caninos 1-1/1-1; molares 3-3/3-3; e pré-molares 3-3/3-3, totalizando 38 dentes 

(HERRING, 1972; KILTIE, 1989; SOWLS, 1997). Os caninos são bastante 

desenvolvidos, extremamente afiados e visíveis, utilizados como arma de defesa em 

combates interespecíficos e como instrumento acústico, para gerar estalos altos, às 

vezes ameaçadores (HERRING, 1972; SOWLS, 1997). A oclusão dos dentes caninos 

evita que a mandíbula se desloque quando os animais mastigam sementes e castanhas 

muito duras (HERRING, 1972; KILTIE, 1981b; KILTIE; TERBORGH, 1983). 

Os queixadas são considerados onívoros, por eventualmente se alimentarem de 

pequenos vertebrados e alguns invertebrados, mas a maior parte de sua alimentação é 

constituída por frutos, raízes e sementes (OLMOS, 1993; BARRETO et al., 1997; 

MAYER; WETZEL, 1987; KILTIE 1981a; BODMER, 1990; KEUROGHLIAN et al, 

2004). Possuem pré-estômago (SOWLS, 1997), semelhante ao de animais ruminantes, 

com microorganismos celulolíticos que realizam a fermentação da celulose e demais 

constituintes da parede celular das células vegetais, o que possibilita o aproveitamento 

de alimentos volumosos (MORAES, 1992). 

Estes pecaris requerem grandes áreas florestadas pouco alteradas para 

sobreviver. Sua área de uso varia de 60 a 200km2 de extensão percorrida periodicamente 

pelos membros do grupo (KILTIE; TERBORGH, 1983; NOWAK, 1991; MARCH, 

1996; SOWLS, 1997; KEUROGHLIAN, 2003; JÁCOMO, 2004). Esta espécie desloca-
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se muito para se alimentar dos frutos de buriti (Mauritia flexuosa), jerivá (Syagrus 

romanzoffiana) e de outras palmeiras sendo, por este motivo, considerada migratória 

para alguns autores (KILTIE, 1981b; KILTIE; TERBORGH, 1983; BODMER, 1990; 

FRAGOSO, 1992; SOWLS, 1997). Na realidade a espécie não migra, mas visita 

constantemente toda a sua extensa área de vida em busca de recursos alimentares para 

os integrantes de seus grupos (FRAGOSO, 1992; 1994; SOWLS, 1997; FRAGOSO, 

1998, 1999; KEUROGHLIAN; EATON, 2008).  

Gregários, os queixadas chegam a formar bandos grandes que podem apresentar 

de 50 a 200 indivíduos, compostos de animais de ambos os sexos, de diversas idades 

(KILTIE; TERBORGH, 1983; MARCH,1996; SOWLS, 1997; FRAGOSO, 1998; 

JACOMO, 2004). A vida em grupos grandes permite uma opção de defesa contra 

predadores (KILTIE, 1981; KILTIE; TERBORGH, 1983; SOWLS, 1997). São animais 

diurnos e em cativeiro adaptam as suas atividades aos horários de manejo ou a 

influências externas (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997). 

O Tayassu pecari possui ampla variedade de comportamentos sociais, sendo 

notadas entre os indivíduos comunicação por meio de vocalizações, posturas corporais e 

estímulos olfativos (DUBOST, 1997; NOGUEIRA-FILHO, 1999; DUBOST, 2001). 

Freqüentemente interagem socialmente, através de comportamentos agonísticos e 

amigáveis. Estes últimos, utilizados geralmente para manutenção da coesão entre os 

membros do grupo. Apresentam uma hierarquia de dominância social linear, e o grupo, 

geralmente é liderado por um macho alfa (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999; DUBOST, 

2001). Nesta hierarquia os animais mais pesados são os mais dominantes e os 

indivíduos mais submissos têm menor acesso aos recursos alimentares e, muitas vezes 

permanecem na periferia dos grupos (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999). Os postos são 

estabelecidos e mantidos através de conflitos ritualizados e por uma gama complexa de 

sinais de comunicação entre os membros do grupo (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999; 

DUBOST, 2001). 

O estabelecimento de uma hierarquia, apesar de permitir aos indivíduos 

dominantes a prioridade ao acesso de recursos limitados, reduz os níveis de agressão no 

grupo. Esta organização pode beneficiar os integrantes do grupo porque evitam 

interações potencialmente custosas (FOURNIER; FESTA-BIANCHET, 1995). 
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1.2. Importância  do queixada  
  

Os queixadas desempenham um importante papel na organização das florestas 

tropicais, pois atua na distribuição, densidade e composição das comunidades de plantas 

ao predar algumas espécies e dispersar outras (TERBORGH, 1986; BODMER, 1991; 

FRAGOSO, 1994; 1998). Além disso, nos países Neotropicais, a fauna silvestre é uma 

fonte importante de proteína animal para a subsistência de populações que dependem 

dos recursos florestais para sua sobrevivência (ROBINSON; REDFORD, 1991).  

Além da carne, a pele de pecaris tem importância econômica para muitos 

habitantes do Neotrópico (BODMER, 1999; ALTRICHTER; ALMEIDA, 2002). De 

1946–1966, mais de 800 000 peles de queixadas foram exportadas de Iquitos, Peru, para 

países europeus (FANG et al., 2008). Alemanha, França, Itália, Áustria e Suíça, são os 

maiores importadores da pele destes animais para a confecção de artigos de couro como 

luvas (FANG et al., 2004). Na última década o tráfico de couro de pecaris declinou na 

América Latina. Atualmente, o Peru é o único país que exporta legalmente em torno 35 

000 couros de pecaris, caititus e queixadas, por ano (FANG et al., 2008). 

 Para diminuir os efeitos da caça de queixadas estão sendo propostas reservas de 

grande porte e a sua criação em cativeiro, e posterior soltura, para repor as perdas pela 

caça (PRIMAC; RODRIGUES, 2001). A caça desses animais e de outras espécies 

cinegéticas dos Neotrópicos, contudo, não garante a segurança alimentar dessas 

populações devido a sua baixa produtividade em ambiente natural (ROBINSON; 

BENETT, 2000). No Brasil, o aproveitamento de espécies silvestres, como os 

queixadas, tem sido feito através da caça ilegal que, associada à destruição de hábitats, 

tem causado a perda desses recursos naturais (ROBINSON; REDFORD, 1991). Por 

estes motivos, a criação destes pecaris em cativeiro é apontada como alternativa para a 

produção de proteína animal e até mesmo como alternativa econômica (NOGUEIRA-

FILHO; NOGUEIRA, 2004). 

Os queixadas apresentam potencial zootécnico devido à sua facilidade de 

adaptação ao cativeiro, seu rápido crescimento, podendo atingir 45 kg em cativeiro, 

chegando à idade para o abate a partir dos 10 meses com 22 a 25 kg de peso vivo 

(NOGUEIRA-FILHO, 1999), e hábitos alimentares que permitem sua criação com 

recursos alimentares disponíveis localmente (MORAES, 1992; ALTRICHTER, 1999). 

Adicionalmente, devido ao fato de serem gregários e formarem grandes grupos mistos, 

podem ser feitas grandes criações aproveitando-se áreas marginais das propriedades 
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agrícolas (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997). Produzem carne com baixos 

teores de gordura, que a torna uma alternativa mais saudável à carne de suínos, e sua 

pele, fina e resistente para confecção de luxuosas peças finas de couro (NOGUEIRA-

FILHO; LAVORENTI, 1997). 

 

1.3. Bem-estar animal e fisiologia do estresse: síntese de glicocorticóides 

 
 A densidade populacional e a extensão de áreas de criação de queixadas podem 

afetar seu bem-estar e produção em cativeiro, visto que se reproduzem facilmente 

densidades de um indivíduo para 200 a 250m² (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 

1997; MANGINI, 1999). Enquanto em zoológicos e outros locais que os mantém em 

pequenas áreas, abaixo de 6m² por indivíduo, estes animais apresentam dificuldade de 

reproduzir, além de haver registro de mortes de adultos e infanticídios (SOWLS, 1997; 

NOGUEIRA et al., 1999). Conseqüentemente, instalações e práticas de manejo 

inadequadas podem ser consideradas agentes estressores e afetar a produtividade da 

espécie. 

Uma preocupação atual é a diminuição destas situações adversas do cativeiro nas 

criações de espécies silvestres de potencial zootécnico. Neste contexto, o bem-estar 

animal tem importância crucial para produção de animais silvestres e a busca de 

mecanismos para monitorar e reduzir o estresse é um de seus pré-requisitos. O bem-

estar animal é o “estado de harmonia entre o animal e seu ambiente, caracterizado por 

condições físicas e fisiológicas ótimas e alta qualidade de vida do animal” (BROOM; 

JOHNSON, 1983; BROOM; MOLENTO, 2004). O animal em boas condições de bem-

estar possui suas necessidades fisiológicas, comportamentais, físicas e psicológicas 

atendidas e caso o organismo falhe ou tenha dificuldade em se adaptar ao ambiente, isto 

é uma indicação de bem-estar empobrecido que pode gerar estresse (MORBERG, 

2000).  

Apesar de ultimamente ser bastante discutido e utilizado, geralmente associado a 

eventos negativos, o conceito de estresse ainda permanece incerto (MORBERG, 2000). 

Tal conceito foi estabelecido pela primeira vez na medicina e na biologia por Hans 

Selye em 1936, baseado na observação de que diferentes condições físicas e 

psicológicas desestabilizam a homeostase do organismo e geram um conjunto de 

alterações corporais que caracterizam a “Síndrome Geral de Adaptação” (NEYLAN, 

1998; GRAEF, 2003). Nesta síndrome, os agentes estressores, como hipoglicemia, frio, 
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exercício muscular, fome, sede dentre outros, provocam a atividade neuroendócrina do 

sistema nervoso autônomo simpatoadrenal, que resulta na secreção de catecolaminas a 

partir da medula adrenal. As catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, são as 

responsáveis pelas respostas emocionais relacionadas ao estresse  e provocam a reação 

física imediata do organismo através da ampliação das taxas de sístole cardíaca e 

respiratória, da vasoconstricção das veias sanguíneas e da contração muscular 

(LINGLE; PELLIS, 2002). Estas reações físicas são desencadeadas pela elevação 

imediata na concentração do cálcio no citosol que acompanha a secreção destes 

hormônios (LAY JR, 2002; GRAEF, 2003).  

Quando as fibras ganglionares colinérgicas no grande nervo esplâncnico são 

ativadas por um estímulo estressor, o neurotransmissor acetilcolina é liberado pelas 

terminações nervosas (ETTINGER; FELDMAN, 1997). Esta liberação desencadeia a 

despolarização das membranas das células cromafins da medula supra-renal, 

aumentando sua permeabilidade ao sódio. Por sua vez, esta despolarização induz ao 

influxo de íons cálcio, que estimula a abertura dos grânulos secretórios e consequente 

liberação de catecolaminas na circulação sanguínea (LANSBERG; YOUNG, 1992). A 

secreção das catecolaminas pela medula supra-renal representa parte integrada da reação 

de ‘luta ou fuga’, evocada pela estimulação do sistema nervoso simpático (LINGLE; 

PELLIS, 2002). Um animal nesse estado decide se fica e luta ou se foge, quase que 

instantaneamente. Nos dois casos, a reação de alarme simpática faz com que as 

atividades subsequentes desse animal sejam bem mais intensas (GUYTON; HALL, 

2006). 

Quando um estímulo atua sobre os sentidos do animal, o sistema nervoso 

periférico aferente o recebe e o transporta às áreas sensitivas do sistema nervoso central. 

Diante deste estímulo, o sistema nervoso simpático e o eixo CRH hipotalâmico-ACTH 

hipofisário-cortisol supra-renal operam conjuntamente, em busca de diminuir seu 

impacto (GUYTON; HALL, 2006). 

 Em resposta a um estímulo estressor (Fig. 2), o sistema nervoso simpático 

incentiva o hipotálamo a liberar o hormônio corticotrófico (CRH). Este hormônio atua 

na hipófise, induzindo à secreção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). Por sua 

vez, o ACTH ativa o córtex adrenal para produção dos hormônios glicocorticóides – 

cortisol ou corticosterona, e a elevação dos seus níveis plasmáticos incrementa os níveis 

plasmáticos das catecolaminas (ETTINGER; FELDMAN, 1997; GONZALEZ; SILVA, 

2003; LANE, 2006).  
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                     Figura 2. Regulação da secreção de glicocorticóides mediante estímulo estressor. 
                              Fonte: Adaptado de SAPOLSKI et al. (2000) 
 

Tanto as catecolaminas quanto os glicocorticóides são hormônios produzidos e 

liberados no organismo em situação de estresse. Todavia, as catecolaminas são 

hormônios com uma porção amina e de grande afinidade com água, o que a torna uma 

substância instável e dificulta sua extração para sua determinação. Outro motivo que 

também dificulta sua extração é a rapidez com que as catecolaminas são degradadas nos 

diversos tecidos, onde têm pequena duração de ação. Já os glicocorticóides, hormônios 

esteróides, são lipossolúveis, podendo ser extraídos com maior facilidade e possuem 

vida útil mais durável devido à maior estabilidade da sua composição química 

(GONZÁLEZ; SILVA, 2003). Adicionalmente, a secreção dos glicocorticóides aumenta 

em resposta a qualquer tipo de estresse sofrido pelo animal (TOUMA; PALME, 2004). 

Por este motivo, estes hormônios podem ser utilizados como parâmetros para 

monitoramento da atividade adrenal e de distúrbios de resposta da glândula adrenal 

(MORTON et al., 1995; MOSTL; PALME, 2002). 

Os efeitos dos glicocorticóides são diversos e amplos, tais como: alterações no 

metabolismo de carboidratos (estímulo da gliconeogênese – produção de glicose a partir 

de proteínas e outras substâncias, diminuição da utilização da glicose pelas células, 

elevação da glicemia e do diabetes supra-renal), de lipídios (mobilização dos ácidos 

graxos e utilização para fornecimento de energia, desenvolvimento de cetose e 

obesidade com deposição de gordura excessiva no tórax e na cabeça)  e de proteínas 

(redução de reservas protéicas celulares, aumento da proteína hepática e das proteínas 

plasmáticas, aumento dos níveis sanguíneos de aminoácidos, redução do transporte de 

aminoácidos para as células extra-hepáticas e maior transporte para as células hepáticas) 

e manutenção da homeostase nos sistemas: cardiovascular, imunológico, endócrino, do 
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rim, da musculatura esquelética, do sistema endócrino e do sistema nervoso (GUYTON; 

HALL, 2006). Além disso, aceleram o catabolismo permitindo a utilização da energia 

disponível para o reparo de danos sofridos pelo organismo (GRAEFF, 2007), 

influenciam no metabolismo da glicose incrementando seu nível no sangue, aceleram a 

degradação de proteínas e possuem diversos efeitos antiinflamatórios e 

conseqüentemente, reduzem as respostas corporais às lesões teciduais pelo bloqueio da 

maioria dos fatores que promovem a inflamação (MORMEDE et al., 2007).  

Em um estado prolongado de estresse estas mudanças tornam-se patológicas 

com a posterior atrofia do timo, que é importante órgão do sistema imunológico 

(BOHUS, 1986; SAPOLSKY et al., 2000; LAY JR, 2002) e outra possível alteração é a 

hipertrofia da camada cortical da glândula adrenal, que secreta na circulação sanguínea 

os hormônios corticóides - mineralocorticóides e glicocorticóides (GRAEFF, 2003). 

Contudo, os glicocorticóides são liberados pelo organismo não somente em resposta ao 

estresse, mas também em situações de ajustes fisiológicos às diferentes exigências 

biológicas que ocorrem durante o ciclo de vida, como por exemplo, crescimento, 

gestação e lactação, alterações denominadas estados de alostasia (KORTE  et al., 2007; 

LANDYS et al., 2006).  

De maneira geral, a resposta de estresse pode ser dividida em três fases: alarme, 

resistência e esgotamento. Na fase de alarme ou excitação, ocorre o reconhecimento do 

estímulo estressor pelo organismo, e é caracterizada pelo aumento da capacidade 

orgânica de resposta, com ativação do Sistema Nervoso Simpático (SNS) e do eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Adrenal (HHA), que desencadeiam a secreção de catecolaminas 

(norepinefrina e epinefrina) e de glicocorticóides (LUNDBERG, 2000; McEWEN, 2000a).  

Caso o estímulo seja mantido, ocorre um aumento do catabolismo e produção de 

energia (MORMEDE et al., 2007), a capacidade de reação diminui e o organismo 

desenvolve mecanismos adaptativos durante a fase seguinte, denominada fase de 

resistência.  

Quando a adaptação não ocorre, o animal entra na fase de esgotamento ou 

exaustão, os níveis elevados de glicocorticóides passam a ter efeitos deletérios ao 

organismo, como: redução das taxas de crescimento e de reprodução, que leva à 

infertilidade e supressão da resposta imunológica, tornando o indivíduo suscetível a 

distúrbios renais, cardiovasculares, gastrintestinais e/ou imunológicos. Tais efeitos 

levam ao aumento no número de animais doentes e eventuais mortes (LUNDBERG, 

2000; MCEWEN, 2000a; LAY Jr, 2002).   
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Sob estresse os indivíduos também podem apresentar alguns comportamentos 

excessivos e exagerados – estereotipias. Estes são comportamentos repetitivos sem 

função ou objetivo aparente, que atuam como indicadores de estresse (MASON , 1991; 

DAWKINS, 2003), e podem ser causados por efeitos fisiológicos, desencadeados pela 

exposição aos agentes estressores, tais como: dor, fome, sede, condições extremas de 

temperatura (calor/frio), entre outros agentes prejudiciais à saúde, tais como 

endoparasitas (NEYLAN, 1998; LAY Jr, 2002).  

 

1.4. Metabolismo e excreção de glicocorticóides 
 

Depois de seu catabolismo no fígado, os esteróides são eliminados na urina ou 

bílis como conjugados. No intestino estes metabólitos podem ser reabsorvidos pela 

circulação entero-hepática ou são desconjugados por bactérias e eliminados metabólitos 

de glicocorticóides livres em pequenas proporções através das fezes ou urina (SHILLE, 

1990; BROWNIE, 1992; NORRIS, 1997; KEAY, 2006). O período entre a circulação 

dos esteróides no plasma e sua detecção nas amostras de urina é curto, menos do que 5 

horas. Por outro lado, os metabólitos dos glicocorticóides fecais têm um tempo que se 

aproxima do período necessário para a passagem intestinal da bile pelo reto, sendo este 

período de 12 a 24 horas em ruminantes e de 24 a 48 horas em animais de ceco 

funcional (PALME et al., 1996; SCHWARZENBERGER et al., 1996). 

O metabolismo de glicocorticóides já foi descrito para algumas espécies tais 

como coelho (Orictolagos cuniculos), rato (Rattus norvergicus), camundongo (Mus 

musculus), preá (Cavia porcellus) e carneiro (Ovis aries) (HAN et al.,1983; PALMER, 

1997; SENCIALL, 1992; QUINKLER 1998; BREUER et al., 2004). Na maioria dos 

mamíferos, como por exemplo, cães domésticos (Canis familiaris), sagüis (Callithrix 

jachus) e bovinos (Bos taurus), o cortisol é o principal glicocorticóide circulante 

(SCHATZ; PALME, 2001;  BREUER et al., 2004; SOUZA; ZIEGLER, 1998; 

SALTZMAN et al., 2004). A corticosterona, por sua vez, é encontrada com maior 

freqüência em aves, como a coruja pintada da América do Norte (Strix occidentalis 

caurina) e em roedores e lagomorfos (PIHL; HAU, 2003; KEAY et al., 2006; 

WASSER et al., 2000). 

Os níveis plasmáticos de glicocorticóides apresentam ritmo circadiano e as 

concentrações basais variam não só em diferentes horas do dia, mas também entre 

espécies e indivíduos da mesma espécie (MC EWEN et al., 1996; RUIS et al., 1997; 



21 

HUBER, 2003b). Goyman e Wingfiled (2004) declaram que o cortisol tem sido o 

hormônio de eleição para o estudo do estresse e bem-estar animal, considerando que alta 

concentração plasmática de cortisol implica em quebra da homeostase ou ausência do 

bem-estar, sendo esta relação observada em trabalhos com suínos (Sus scrofa), vicunhas 

(Vicugna vicugna) e onças (Panthera onca) (RUIS et al., 1997;  BONACIC et al., 2003; 

MORATO et al., 2004).  

O metabolismo e excreção dos hormônios esteróides diferem entre as espécies, e 

por essa razão todo monitoramento endócrino deve ser antecipadamente validado para 

cada espécie antes de sua aplicação (SCHWARZENBERGER et al., 1996; TOUMA; 

PALME, 2005). É necessário identificar a rota de excreção, mais importante para as 

espécies de interesse, se via fezes ou via urina, bem como, o tipo de glicocorticóide 

(cortisol ou corticosterona) e proporção de metabólitos presentes nas amostras para 

marcação enzimática ou radioativa dos glicocorticóides, para posterior realização de 

técnicas de cromatografia e imunoanálises (WASSER et al., 2000; KHAN, 2002).   

 

1.5. Métodos e técnicas de dosagem hormonal  

A crescente preocupação com o bem-estar animal nas últimas décadas levou a 

um aumento da consciência das necessidades de monitorar e reduzir o estresse nos 

animais (BROOM et al., 1991), estendendo-se tanto aos domésticos de companhia 

quanto aos de produção, além de animais silvestres mantidos em cativeiro ou manejados 

em vida livre. E para tanto tem sido utilizados métodos para estudos comportamentais e 

fisiológicos principalmente através de medidas hormonais. As principais técnicas 

utilizadas para dosagem hormonal são: rádioimunoensaio - RIE e Ensaio de 

imunoadsorção enzimático - ELISA (JERICÓ et al., 2002; DEHNHARD et al., 2003). 

Estes métodos possuem a capacidade de mensurar pequenas porções de hormônios em 

diversos fluídos biológicos, sendo acuradas e precisas para avaliar os níveis hormonais 

das variadas espécies, devendo levar em conta os equipamentos disponíveis, técnicas e 

exigências de cada método (JERICÓ et al., 2002; MOSTL et al., 2005).  

Os métodos atuais utilizam ensaios imunológicos de competição, nos quais o 

hormônio a ser quantificado (antígeno presente na amostra) deve competir com um 

antígeno marcado, por uma quantidade limitada de anticorpo específico para o 

hormônio analisado. Por sua vez, o radioimunoensaio é uma técnica imunológica que 

utiliza moléculas marcadas com radioisótopos para detectar antígenos ou anticorpos em 
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uma determinada amostra (urina, extrato fecal, soro etc.). O RIE é baseado na 

observação de que a reação entre anticorpos e antígenos solúveis, em condições ótimas, 

forma um precipitado de antígenoanticorpo ou um agregado insolúvel (JERICÓ et al., 

2002). O método de RIE incorpora uma reação de ligação competitiva, na qual uma 

quantidade fixa de antígeno rádio-marcado e antígeno da amostra competem por um 

número limitado de sítios de ligação de anticorpos específicos. Ambos os antígenos, 

marcados e não marcados, ligam-se ao anticorpo e formam complexos precipitáveis.  

Os antígenos marcados livres e os ligados ao anticorpo, então, são separados por 

centrifugação, decantação etc., antes de se mensurar a radioatividade dos radioisótopos 

ligados. A concentração de antígeno nas amostras testadas é inversamente proporcional 

à quantidade de radioatividade na fração ligada (JERICÓ et al., 2002). As vantagens do 

RIE são: a alta sensibilidade para detectar antígenos em concentrações inferiores e a 

praticidade quando muitas amostras são testadas em conjunto. Na maioria dos kits de 

RIE, os tubos já possuem forração com o anticorpo específico, diminuindo assim a 

quantidade de pipetagens a serem realizadas e facilitando o processo de separação 

(JERICÓ et al., 2002). As desvantagens deste método são: a utilização do radioisótopo 

125I que exige licença e instalações adequadas para sua manipulação e descarte, 

ocasionando ainda, problemas de armazenamento e, principalmente, o perigo de 

exposição à sua radiação. 

O método ELISA é semelhante ao RIE, no entanto, ao invés de um radioisótopo, 

usa um marcador enzimático, no qual o antígeno (ou anticorpo) está ligado a uma fase 

sólida, isto é uma placa de microtitulação (JERICÓ et al., 2002). A vantagem das 

técnicas de ensaio imunoenzimáticas, que utilizam enzimas para a marcação do 

anticorpo, é o não emprego de materiais e equipamentos radioativos, de custos elevados, 

que podem causar contaminação pessoal e ambiental e necessitam de licenças especiais 

para serem utilizadas (JERICÓ et al., 2002). Ambas as técnicas possuem suas 

necessidades, no entanto, as exigências apresentadas no uso de ELISA são menores que 

as encontradas na utilização do RIE. Técnicas imunoenzimáticas têm sido usadas de 

maneira eficaz para mensurar o nível de metabólitos glicocorticóides em diversas 

espécies, sendo considerado um método prático por permitir uma análise conjunta de 

uma grande quantidade de amostras (PEREIRA, 2007). Todavia, ambos os métodos 

apresentam desempenhos semelhantes na avaliação da função adrenal (JERICÓ et al., 

2002).  
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Tanto as diferenças no metabolismo de esteróides nas espécies quanto à ação da 

microflora intestinal ocasionam a apresentação de múltiplos metabólitos nas fezes e na 

urina, com pouquíssima quantidade de cortisol puro. Em decorrência disto, testes que 

utilizam anticorpos de glicocorticóides muito específicos podem dar resultados 

relativamente baixos (WASSER et al., 2000). 

 

1.6. Critérios para escolha das técnicas de monitoramento 
 

A contenção física de animais silvestres para coleta de sangue eleva 

rapidamente, em 5 a 10 minutos, os níveis basais dos corticóides plasmáticos e alcança 

níveis elevados em 30 a 60 minutos (SAPOLSKY, 1982; MILLSPAUGH et al., 2001). 

Esta elevação dificulta a mensuração destes hormônios interferindo nos resultados 

obtidos, por não refletir o perfil do animal (FERRE et al., 1998; YOUNG, 2004). 

Amostragens seriadas, como estudos sobre a atividade endócrina que requer 

coleta repetida de amostras, e podem apresentam um efeito acumulativo do estresse 

causado pelo manejo, além de aumentar o risco de flebite (vaso periférico de difícil 

puncionamento) (CHELINI, 2006). Por este motivo, a mensuração por amostras de 

sangue se realiza mais freqüentemente em animais domésticos. Para espécies silvestres 

é recomendado uso de métodos não invasivos através, por exemplo, da mensuração 

retrospectiva dos metabólitos nas fezes e urina (WASSER et al., 2000; OSTNER et al., 

2002; TOUMA; PALME, 2004) ou que permita mensurar secreção imediata dos 

corticóides, como na saliva (BERG; WYNNE-EDUARDS, 2002; MASO et al., 2004), 

ou ainda métodos pouco invasivos tais como bulbo de pelos e penas 

(SCHWARZENBERGER et al., 1996; WASSER, 2000; COOK, 2002). Estes dados 

podem ser usados para estudar a relação entre os níveis hormonais e o comportamento 

dos animais em todos os táxons (WASSER et al., 2000). Tais técnicas não invasivas 

têm sido utilizadas, por exemplo, para analisar estresse social (GOYMANN et al., 

2001), efeitos do estresse ambiental (CREEL et al., 1996), ciclos reprodutivos 

(CURTIS; ZALD et al., 2000) e dominância social (SANDS; CREEL, 2004; 

LANGMORE et al., 2002). 

A diminuição no sofrimento provocado aos animais certamente é o principal 

motivo para o uso destas técnicas não invasivas para avaliar o bem-estar e outras 

condições fisiológicas (YOUNG et al., 2004). A medida retrospectiva permitida pela 

mensuração dos metabólitos de corticóides fecais pode representar a média na produção 
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hormonal durante um prazo considerável, como não há manipulação do animal, não há 

alteração dos níveis obtidos no dia da coleta, o que é vantajoso para hormônios pulsáteis 

como os corticóides (SCHATZ; PALME, 2001; PALME, 2005). Como as amostras de 

urina são obtidas com o uso de gaiolas metabólicas, esta técnica de mensuração não é 

utilizada para animais silvestres. Os corticóides presentes na saliva, por sua vez, estão 

diretamente relacionados com os corticóides livres no sangue, representando 10% do 

que se encontra no plasma usado como referência (HERNÁNDEZ-JÁUREGUI  et al., 

2005). Há uma demora de aproximadamente um minuto para que os glicocorticóides 

secretados no sangue apareçam na saliva. Para usar esta mensuração para avaliar o bem-

estar, portanto, é necessário que a espécie estudada seja acessível ou que haja um 

período de habituação antes da coleta de material (HERNÁNDEZ-JÁUREGUI et al., 

2005).  

Os dados de análises de metabólitos fecais podem representar a atividade 

secretora da glândula de maneira geral, não apenas episódios isolados ao longo do ritmo 

circadiano, dependendo do tempo de trânsito intestinal e constância da coleta de 

amostras (GRAHAM; BROWN, 1996b). Além desta característica, estas análises 

destacam-se por serem de baixo custo em relação às dosagens plasmáticas e, 

principalmente e por não necessitarem de nenhum tipo de manipulação animal para a 

coleta das amostras (VON DER OHE; SERVHEEN, 2002).  

Foram desenvolvidos e testados com sucesso métodos para medir os grupos de 

metabólitos de glicocorticóides (cortisol e corticosterona) nas fezes e na urina de várias 

espécies de animais domésticos de produção como ovelhas (Ovis aries), bovinos (Bos 

taurus), suínos (Sus scrofa) e galinhas (Gallus domesticus) (PALME et al., 1996; 

MÖSTL; PALME, 2002; DEHNHARD et al., 2003). Também foram feitos estudos com 

animais silvestres como sagüi (Callithrix jachus), hiena (Crocuta crocuta), chita 

(Acinonyx jubatus), veado galheiro (Odocoileus virginianus), elefante africano 

(Loxodonta africana), corça (Capreolus capreolus) e caititus (Pecari tajacu)  (SOUSA; 

ZIEGLER, 1998; GOYMAN et al., 1999; WASSER et al., 2000; DEHNHARD et al., 

2001; FOLEY et al., 2001; MILLSPAUGH et al.,  2001; CORADELLO, 2009). 

 

1.7.  Testes de validação fisiológica através do desafio de ACTH 

Para cada nova espécie em que se pretende usar glicocorticóides fecais para 

monitorar a resposta de estresse é fundamental que seja feito o teste de validação. Esta 
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validação é feita para avaliar se a mensuração hormonal reflete efetivamente os eventos 

fisiológicos de interesse, no caso a atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA) (BROWN et al., 2004).  Este teste envolve a comparação entre dois tipos de 

métodos de indução da secreção de glicocorticóides, seja por estímulo natural 

(validação biológica), como, por exemplo, manejo de rotina em animais de cativeiro; ou 

por estímulo da produção hormonal a partir da administração de drogas (validação 

farmacológica), como por exemplo, hormônio adrenocorticotrófico sintético (ACTH) 

demonstrando a causa-efeito relacionado entre a administração exógena e subseqüente 

excreção do hormônio (PALME et al., 2005). 

O desafio do ACTH é um método de validação amplamente utilizado para a 

indução de respostas neuroendócrinas ao estresse com o objetivo de estimar o grau de 

alteração existente na atividade do córtex da adrenal, entre uma atividade anterior e a 

provocada pela aplicação do hormônio sintético, (HERNANDEZ-JÁUREGUI et al., 

2005). O hormônio sintético ACTH injetado mimetiza uma resposta natural da adrenal 

ao estresse causando um rápido aumento na corrente sanguínea de glicocorticóides que, 

posteriormente, se refletirá no nível dos metabólitos destes hormônios nas fezes, 

retornando aos níveis basais após certo tempo, este período pode variar entre as espécies 

(NORRIS, 1997). Experimentos com ungulados mostraram o aumento dos metabólitos 

dos glicocorticóides fecais após o desafio do ACTH (BONACIC et al.,  2003). 

As dosagens de hormônios utilizadas nestes trabalhos são muito variadas. 

Existem evidências, porém, de que 0,25 mg de ACTH exógeno estimulará a atividade 

adrenocortical e tem o mesmo efeito que 25 UI do ACTH endógeno em humanos e 

outros mamíferos (CHELINI, 2006). A dosagem variável entre 10-50 UI de ACTH é 

freqüentemente descrita na literatura como sendo a mais apropriada em experimentos 

similares que envolvem espécies de ungulados de pequeno e médio porte (BONACIC et 

al., 2003; FERRE et al., 1998; DEHNHARD et al., 2001). Em bovinos foi observada 

uma relação entre as doses de ACTH aplicadas com o incremento dos metabólitos fecais 

de glicocorticóides (MÖSTL; PALME, 2002).  

É importante ressaltar que as limitações da técnica para mensuração hormonal 

em substratos orgânicos sejam definidas. Particularmente em extratos fecais, os 

protocolos para coleta, armazenamento e processamento das amostras devem ser 

rigorosamente controlados. Esteróides em fezes e urina são altamente susceptíveis à 

degradação, provavelmente devido ao elevado nível de bactérias presentes (WASSER et 

al., 2000, BROWN et al., 1996, KHAN et al., 2002). A degradação da amostra muda a 
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concentração de metabólitos, o que pode ocasionar uma impressão enganosa de 

acréscimo nos níveis hormonais com o tempo desde a amostragem (KHAN et al., 

2002).  

Diversos fatores podem influenciar no nível de glicocorticóides, e de todos os 

outros esteróides, que se espera que tenham reflexo na concentração dos seus 

metabólitos fecais. Dentre estes fatores estão diferenças entre as espécies, variação 

diurna, sexo e estado reprodutivo, habituação, dieta e posição hierárquica (PALME, 

2005; LANE, 2006; MOHR et al., 2010).  

O relógio cronobiológico pode influenciar o nível basal da secreção de 

glicocorticóide que também se submete a um ritmo diurno resultando da variação 

cíclica na secreção de hormônio corticotrófico (CRH) (CAVIGELLI et al., 2005; 

TOUMA et al., 2003) e pode refletir variações diurnas e sazonais (WINGFIELD et al., 

1994; ASTHEIMER et al., 1994; KEAY et al., 2006). Em humanos, por exemplo, há 

aumento na secreção de CRH nas primeiras horas da manhã que resulta em maior 

disponibilidade de energia, após a liberação de glicorticóides (LEVINE et al., 2007) 

Este aumento matinal de glicocorticóides e de seus metabólitos também pode ser 

observado em primatas não humanos (SOUZA et al., 1988; LYNCH et al., 2002).   

Poucos estudos investigaram diferença na excreção de glicocorticóides quanto 

ao gênero nas espécies. Alguns destes demonstraram pouca diferença nos níveis basais 

de machos e fêmeas de glicocorticóides fecais em diversas espécies silvestres, como por 

exemplo, cervídeos e primatas não humanos (TILBROOK et al., 2000; HUBER et al., 

2003b). Ambos os sexos demonstram aumento no cortisol frente ao mesmo evento 

estressor (TOUMA et al., 2003). O que torna possível utilizar-se destes hormônios para 

monitorar eventos estressantes em populações mistas (LANE, 2006). Em oposição, 

outros estudos sobre reprodução, sugeriram que há variação na quantificação hormonal 

durante diferentes estados reprodutivos dos animais, como num experimento com 

machos adultos e sub-adultos de macaco prego (Cebus apella nigritus) que mostraram 

um incremento nos níveis de cortisol durante o período estral da fêmea (LYNCH et al., 

2002) e com machos de macacos muriquis (Brachyteles arachnoides) que também 

aumentaram seus níveis durante o período de acasalamento (STRIER; ZIEGLER, 

1997). O aumento de glicocorticóides fecais está diretamente relacionado com o 

aumento do nível de estrogênio durante a gestação, provavelmente devido a um efeito 

positivo dos altos níveis destes no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) e a 

liberação do hormônio CRH pela placenta, podendo servir como indicadores de parição 
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em bovinos. Este aumento, porém, não deve ser considerado como parâmetro para 

monitorar o estresse nas fases finais de gestação (LANE, 2006). 

Por estes motivos, é necessária a realização de estudos para a validação de 

técnicas que examinam respostas ao estresse, seja em virtude da influência do ambiente 

físico ou social e a intensidade de estresse em que o animal se encontra. Os agentes 

estressores nem sempre ativam continuamente o eixo HHA. Uma vez que o animal se 

habitua ao agente estressor pode haver uma redução nos níveis de resposta. Por 

exemplo, fêmeas de chita (Acinonyx jubatus) que foram mantidas em pares em 

cativeiro, mostraram sinais comportamentais claros de estresse e diminuição da função 

ovariana, porém apresentaram níveis de glicocorticóides similares aos de fêmeas 

alocadas em recintos individuais (WIELEBNOWSKI et al., 2002).  

A composição da dieta que um animal consome pode ter um efeito no cortisol e 

no nível de metabólitos excretados nas fezes (KEAY et al., 2006; LANE, 2006). 

Diferentemente dos animais de produção, ou de animais silvestres mantidos em 

cativeiro, é impossível, entretanto, determinar a dieta de animais em vida livre. 

Aparentemente, mudanças sutis na dieta do dia-a-dia, tanto de animais cativos quanto 

nos de vida livre, não afetam os níveis de glicocorticóides fecais. Contudo mudanças 

dramáticas no estado nutricional que possam levar à fome agem como um estressor o 

que, por sua vez, terá um efeito significativo nos níveis de glicocorticóides (WASSER, 

1993; LANE, 2006). 

Em espécies sociais, o estabelecimento da hierarquia dentro de um grupo pode 

agir como um potente estressor e as condições de dominância e subordinação 

ocasionam alterações nos níveis de glicocorticóides fecais. Alguns estudos foram 

realizados medindo a relação entre posição hierárquica e estresse com conseqüente 

mensuração dos níveis de glicocorticóides fecais. Por exemplo, Sands e Creel (2004), 

observaram que entre lobos (Canis lupus) os níveis de glicocorticóides fecais foram 

mais altos em animais dominantes do que em subordinados, para ambos os sexos, 

especialmente durante a época de acasalamento. Isso levou os autores a concluir que o 

custo da dominância é maior do que o da subordinação, devido ao estresse social. 

Para utilização de métodos de dosagem, além da validação fisiológica e dos 

métodos de dosagem da resposta adrenocortical, é necessária a validação laboratorial. 

Com este propósito é feita uma curva padrão, também chamada de curva de dose-

resposta, principal ferramenta utilizada para a quantificação hormonal no método 
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escolhido. A dose é a concentração de hormônio na amostra e a resposta é o sinal 

quantitativo, gerado no ensaio em resposta a uma determinada dose. A análise desta 

curva é usada para determinar a acurácia do teste – quantidade exata do hormônio 

presente na amostra – e saber qual a melhor diluição a ser utilizada para dosar as 

amostras (BROWN et al., 2004; MOSTL et al., 2005). A validação do método ocorre 

quando a curva de resposta do hormônio utilizado como padrão e do hormônio 

amostrado, ambos sob várias diluições, seguem o mesmo padrão, obedecendo assim 

uma curva de paralelismo.  
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Artigo: Monitoramento da resposta do estresse em queixadas (Mammalia, 
Tayassuidae)* 

 

Resumo 

A crescente preocupação com o bem-estar animal nas últimas décadas levou a um 
aumento da consciência das necessidades de monitorar e reduzir o estresse nos animais. 
Para identificar comportamentos indicadores de estresse e validar o uso de metabólitos 
de glicocorticóides (MGlc) fecais aplicamos o teste de desafio do hormônio 
adrenocorticotrópico (ACTH) em queixadas (Tayassu pecari). Testamos três 
tratamentos: 0,25 ou 0,50mg 100kg-1 ACTH, e solução salina controle em seis 
queixadas machos adultos em delineamento quadrado latino. Após imobilização os 
tratamentos foram aplicados (injeção intramuscular) às 09h00min dos dias de desafio. 
Fezes foram coletadas desde três dias antes até cinco dias após a aplicação dos 
tratamentos. No mesmo período, em seções diárias de 15 minutos de duração entre às 
17h00min e 18h30min, fizemos o registro comportamental de cada indivíduo. Para 
dosagem hormonal, amostras de fezes liofilizadas foram hidrolisadas e analisadas pelo 
método imunoenzimático (ELISA). Os dados foram comparados através de ANOVA de 
medidas repetidas, seguidas do teste Tukey. Queixadas permaneceram mais tempo nos 
estados comportamentais indicadores de estresse no dia de aplicação dos tratamentos 
(F4, 60=14,7, P<0,0001). Houve aumento na concentração destes metabólitos que atingiu 
um pico de excreção (265% acima do nível basal) 24h após imobilização e aplicação 
dos tratamentos (F4, 60=5.48, P=0.008) seguido pelo seu declínio até atingir níveis basais 
nas fezes coletadas 72h após os desafios, independente dos tratamentos (F2, 15=0.42, 
P=0.67). A imobilização por si só, portanto, foi suficiente para causar estresse e afetar a 
resposta adrenocortical em queixadas, pela detecção do hormônio, o que torna efetiva a 
metodologia para acessar estresse na espécie. Como inexistem dados sobre a 
concentração destes metabólitos em queixadas de vida livre, é recomendado que sejam 
comparados registros individuais de MGlc fecais, juntamente com observações 
comportamentais, para medir e monitorar o estresse nessa espécie. 
 

Palavras-chave: animais silvestres, bem-estar animal, comportamento animal, criação 

em cativeiro, fisiologia do estresse, pecaris, teste de desafio ACTH. 

 

*Este artigo está sendo preparado para submissão ao periódico “Phisiology and 

Behavior” 
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1. Introdução  

O queixada, (Tayassu pecari) destaca-se entre as espécies ameaçadas pelo 

desmatamento e pela caça nos países Neotropicais [1-3]. Estes animais vivem em 

grupos que podem conter mais de 200 indivíduos que percorrem constantemente uma 

vasta área de vida [2,4]. Esta área de vida pode atingir mais de 100 km2, que exploram 

em busca de recursos alimentares como os frutos das palmeiras buriti (Mauritia 

flexuosa) e jerivá (Syagrus romanzoffiana) [4-8]. Desta forma, dependem de grandes 

extensões de florestas relativamente pouco alteradas para sua sobrevivência [4,5,9,10]. 

Adicionalmente, esta espécie é uma das mais perseguidas por populações humanas que 

dependem da caça de subsistência para sua sobrevivência [11-13]. 

Entre as alternativas que vem sendo adotadas no Brasil para conservar a espécie, 

estão o estabelecimento de unidades de conservação de grande porte [12] e a sua criação 

em cativeiro. A criação em cativeiro é considerada uma estratégia para a multiplicação 

desta espécie para atender programas de repovoamento [14], além de ser uma 

alternativa que garante a segurança alimentar de populações que dependem destes 

recursos naturais para sua sobrevivência [11-15]. Adicionalmente, pode também atender 

ao crescente interesse comercial pela carne de animais silvestres nos grandes centros 

urbanos do Brasil [16].  

Alguns trabalhos mostram que a espécie dificilmente se reproduz em zoológicos 

[11-17]. Outros estudos, no entanto, mostraram que os queixadas se adaptam e se 

reproduzem bem em cativeiro quando são mantidos grupos grandes em recintos 

relativamente grandes, de 200 a 250m² por indivíduo [18,19]. As distintas formas de 

criação da espécie, tais como instalações e práticas de manejo adotadas podem 

intensificar a resposta de estresse e afetar a reprodução destes animais em cativeiro. 

Quando sob estresse, os glicocorticóides são liberados na corrente sanguínea em 

resposta à ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal. Estes hormônios esteróides 

têm a função de mobilizar energia e cálcio dos tecidos, e inibir uma variedade de 

processos, entre eles a reprodução [20,21]. Por este motivo, quando se mantêm animais 

silvestres em cativeiro, é essencial monitorar o estresse para assegurar seu bem-estar 

animal e como conseqüência obter índices produtivos adequados [22]. 

Em diversas espécies, a resposta de estresse tem sido estudada tradicionalmente 

através de medidas hormonais [23]. Para mensuração hormonal, no entanto, a coleta de 

sangue per se é um procedimento estressante por provocar um aumento rápido e 
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significativo nos níveis circulantes de glicocorticóides [24-28]. Desta forma, têm sido 

estudadas alternativas não invasivas para monitorar essa resposta, como a mensuração 

de metabólitos de glicocorticóides (cortisol e corticosterona) excretados nas fezes [29]. 

Antes de sua aplicação, contudo, é necessário validar para cada espécie se a 

metodologia pode ser usada para o monitoramento fisiológico de resposta da função 

adrenocortical a agentes potencialmente estressores, de longo prazo [30-33]. 

A forma mais direta para estabelecer a importância fisiológica é a obtenção de 

soro sanguíneo e de fezes e sua comparação às mudanças longitudinais nos níveis de 

glicocorticóides circulantes e seus metabólitos [29]. No entanto, coleta de sangue é 

perigosa ou mesmo impossível em algumas espécies de animais selvagens, como alguns 

carnívoros silvestres e outras espécies perigosas, por exemplo o queixada, que pode 

causar graves danos a pessoas em certas situações [9]. O desafio do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) é usado para imitar respostas neurais-endócrinas ao 

estresse [34]. O hormônio sintético simula uma resposta ao estresse natural adrenal, 

causando um rápido aumento nos níveis de glicocorticóides sanguíneos, seguido por um 

retorno aos níveis basais após um tempo relativamente curto [35]. Se um padrão típico 

de estresse é encontrado em metabólitos de glicocorticóides fecais após injeção de 

ACTH, então podemos concluir que o teste destes metabolitos fecais pode ser utilizado 

para medir a atividade adrenocortical endógena das espécies estudadas [36,37]. 

Este tipo de estudo já foi realizado para validar o uso de metabólitos fecais de 

glicocorticóides em algumas espécies de animais silvestres, como corça (Capreolus 

capreolus), sagüi (Callithrix jachus), hiena (Crocuta crocuta), chita (Acinonyx jubatus), 

veado galheiro (Odocoileus virginianus), vicunha (Vicugna vicugna), elefante africano 

(Loxodonta africana), e caititu (Pecari tajacu) [22,32,35-42]. Para a análise completa 

dos metabólitos de glicocorticóides fecais, em qualquer espécie estudada, é exigido que 

a resposta adrenocortical seja estimulada e, além do desafio farmacológico, um estressor 

ecologicamente relevante necessita ser aplicado [43]. Algumas vezes, no entanto, 

somente o uso de medidas fisiológicas de forma isolada não é suficiente para monitorar 

os indicadores de bem-estar animal [44]. Por este motivo, sempre que possível as 

medidas hormonais devem estar associadas a observações comportamentais [44].  

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi o de verificar se a excreção fecal de 

metabólitos de glicocorticóides reflete a atividade adrenal em queixadas para validar o 

uso desta metodologia para avaliar a resposta de estresse na espécie. Objetivou também 

verificar se a aplicação de níveis crescentes ACTH exógeno influenciam nas respostas 
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fisiológicas e comportamentais apresentadas pelos indivíduos. Bem como, identificar os 

padrões comportamentais que possam ser usados para medir e monitorar o estresse 

nesta espécie. 

2. Material e métodos  

2.1. Local do estudo e sujeitos experimentais 

O estudo foi realizado no Laboratório de Etologia Aplicada (LABet) da 

Universidade Estadual de Santa Cruz, em Ilhéus, Bahia. Neste local, foram selecionados 

seis machos adultos de queixadas nascidos e criados em cativeiro, com idade entre 4 e 6 

anos, com massa corporal média de 34,0 (±2,3) kg. Os animais foram introduzidos em 

baias individuais com 12 m2 (2,0 m x 6,0 m), sendo 8,0 m² cobertos e 4,0 m² de solário, 

com piso de cimento e contendo comedouro, bebedouro e porta de manejo dividindo as 

duas áreas. Estas baias foram cercadas com tela de alambrado com 1,6 m de altura. A 

tela permitia a visualização e mesmo o contato físico entre os vizinhos visando reduzir o 

estresse do isolamento social desta espécie gregária o que poderia afetar os resultados 

do estudo.  

 

2.2. Procedimentos e coleta de amostras fecais 

Inicialmente, os animais foram pesados e vermifugados com Febendazole 

(Panacur® Intervet/Schering-Plough Animal Health, 5mg/kg de peso vivo). A dieta dos 

animais consistiu de capim elefante cv. Napier, farelo de milho, farelo de soja e sal 

mineralizado, resultando no fornecimento de 12% de proteína bruta e 3500 kcal/kg de 

energia bruta, fornecida na proporção de 3,5% da massa corporal em duas refeições 

diárias às 08h00min e às 16h00min.  

Os animais passaram por período de 30 dias para ambientação às baias 

individuais e aos procedimentos experimentais, que incluiu a entrada do pesquisador 

nas baias para coleta quando notada a presença de fezes durante o dia, a partir das 

07h00min até as 18h00min. Após este período, foi iniciada a coleta de dados, durante 

oito dias em cada período experimental, com intervalo de 10 dias entre estes, para a 

determinação da curva de validação fisiológica da excreção fecal de metabólitos de 

glicocorticóides, induzido pela administração do ACTH – desafio do ACTH. Para este 

fim, cada indivíduo recebeu de forma aleatória, em cada um dos três períodos 

experimentais do estudo, injeção intramuscular com um dos seguintes tratamentos: 2mL 

de solução salina controle  (cloreto de sódio a 0,9% - FRESENIUS KABI BRASIL 
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LTDA. Aquiraz/CE); 2mL de solução salina contendo 0,25 mg/100 kg de peso vivo de 

ACTH (Synacthéne ® Dépôt - NOVARTIS PHARMA S/A - Alemanha, uso humano, 

800 UI/mg 1 mg em 1 ml) e 2mL de solução salina contendo 0,50 mg/100 kg de peso 

vivo de ACTH. Através do uso de quadrado latino, todos os indivíduos receberam a 

aplicação de todos os três tratamentos.  A aplicação ocorreu às 09h00min dos dias do 

desafio, após a captura, contenção e pesagem dos animais com auxílio de uma gaiola de 

contenção e uma balança (Filizola® com capacidade de 200 kg). Aproximadamente 30 

minutos após o início dos procedimentos experimentais, todos os animais haviam sido 

pesados e os tratamentos aplicados. A coleta total de fezes foi iniciada 72 horas antes da 

aplicação dos tratamentos e prosseguiu até 120 horas após esta aplicação.  

 

2.3.Conservação e processamento das amostras 

O material fecal recolhido foi acondicionado em sacos plásticos, rotulados com 

o número do animal, data e horário do intervalo da coleta. Após a coleta, as amostras 

foram mantidas congeladas (–20ºC) e armazenadas em freezer comum, até serem 

processadas para análise. O processamento consistiu no descongelamento das amostras 

em caixas térmicas com gelo, seguida da sua homogeneização realizada no próprio saco 

plástico. Após este processo foram retiradas sub-amostras de 2 g, identificadas e 

embaladas em envelopes feitos de papel alumínio, encaminhadas para liofilização. Para 

evitar a proliferação bacteriana este procedimento foi efetuado sob bandeja com gelo. O 

processo de liofilização foi realizado no Centro de Biotecnologia e Genética da UESC e 

durou aproximadamente 72h utilizando-se o liofilizador a vácuo (FreeZone® Plus 4.5 

Liter Cascade Benchtop, LABCONCO). Depois de liofilizada, cada amostra foi 

pulverizada manualmente, retirando-se pelos e outras impurezas, a seguir, 

acondicionada em tubo de polipropileno de 2,0 mL, devidamente identificado. 

Posteriormente essas amostras foram acondicionadas em embalagem de poliestireno 

expandido contendo gelo seco. A seguir, as amostras foram enviadas para extração e 

dosagem no Laboratório de Medidas Hormonais do Departamento de Fisiologia da 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Natal - RN.  

 

2.4.Extração e dosagem 

Com o auxílio de uma espátula, cada sub-amostra fecal de 2g foi homogeneizada 

e utilizando-se uma balança de precisão foi pesada uma alíquota de 0,1g de fezes que foi 
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transferida para um tubo plástico de 15mL, devidamente identificado. Depois da 

pesagem as amostras foram submetidas ao processo de hidrólise para separação dos 

esteróides existentes nas fezes. Para esta extração, em cada tubo foi utilizada a 

proporção de 0,1g-1,0ml de etanol (1:10), como proposto por Coradello (2009) [22], ao 

invés da proporção de 0,1g-5,0mL etanol (1:50) recomendada por Brown et al. 

(2004)[45]. Este procedimento foi realizado porque a proporção 1:50 poderia ser 

insuficiente para extrair quantidades suficientes de glicocorticóides das fezes de 

queixadas como ocorreu em caititus (Pecari tajacu) [22].  

Posteriormente à extração dos esteróides fecais, foi utilizada a técnica 

imunoenzimática (ELISA) para determinação da concentração dos hormônios. A 

metodologia empregada seguiu o protocolo experimental descrito por Nascimento et al. 

(2006)[46]. Para este fim, foi testada a similaridade imunogênica entre os antígenos 

padrão e os antígenos das amostras através do teste de paralelismo, de acordo com 

Touma e Palme (2005)[47]. Para o ensaio de paralelismo, usamos 98 extratos fecais 

obtidos nos três primeiros dias após a aplicação dos tratamentos (quando eram 

esperadas as mais altas concentrações de metabólitos de glicocorticóides). Foi 

determinado que a duas curvas obtidas, curva padrão do ensaio (slope = -17.8) e curva 

de validação da amostra (slope = -17.4), apresentaram inclinações similares (t = 0.05, 

P = 0.85). Adicionalmente, os coeficientes de variação intra- e inter-ensaios foram 1,7 e 

9,7%, respectivamente. Estes resultados validam o uso da técnica além da precisão e 

confiabilidade dos ensaios [45,48]. Os resultados de concentração de metabólitos de 

glicocoricóides fecais obtidos foram expressos em ng g-1 de fezes. O limite de detecção 

foi calculado pela diferença entre a média e duas vezes o desvio padrão da concentração 

de metabólitos de glicocorticóides fecais de 54 amostras obtidas durante as 72 horas 

anteriores à aplicação das injeções. O limite de detecção foi de 38,1 ng g-1. 

 

2.5.Coleta de dados comportamentais 

Durante o mesmo período de coleta de material fecal também foi feita a coleta 

de dados comportamentais. Para este fim, foi utilizado do método de animal focal [49] 

em seções de 15 minutos de duração entre às 17h00min e 18h30min, quando havia 

menor movimentação de funcionários e alunos nas imediações do local do estudo. Para 

a coleta, foi utilizada uma câmera filmadora digital (Sony®, Tóquio, Japão) apoiada em 

tripé localizada a 1,5 m da porta das baias. As imagens digitalizadas foram analisadas, 
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através do programa (Ethoplayer® 1.3.0, Lycos, França) e para cada indivíduo foi feito 

o registro do tempo em que os animais se mantiveram nos padrões comportamentais 

indicadores de estresse para a espécie [50], descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Descrição de padrões comportamentais de queixadas durante o teste 
de desafio de ACTH 
 
Comportamentos  Descrição 
Pacing   O animal caminha por toda a extensão do recinto em 

movimentos repetitivos de ir e vir 
Alerta  O animal permanece parado em pé, com cabeça 

erguida e com movimentos das orelhas 
Prostrado O animal permanece deitado de olhos abertos, cabeça 

erguida ou apoiada no chão, com respiração ofegante 
 

 

2.6.Análises estatísticas 

A taxa de defecação foi muito variável entre os animais, enquanto alguns 

animais defecaram várias vezes ao dia outros apenas uma única vez. Por este motivo, foi 

calculada a média diária da concentração de metabólitos de glicocorticóides para cada 

indivíduo submetido a cada um dos tratamentos. A seguir, para determinação das 

concentrações basais destes metabólitos, foi determinada a média dos dados de 

concentração coletados nos dias pré-desafios. Posteriormente, considerando-se cada 

animal como seu próprio controle, foram determinadas as variações na concentração dos 

metabólitos fecais de glicocorticóides entre as duas doses de ACTH e solução salina 

controle através de ANOVA de medidas repetidas, seguido do teste de Duncan, através 

do programa Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).  

Para análise dos dados comportamentais, foi calculada a duração em segundos 

dos comportamentos indicadores de estresse, no dias de desafio e nos dias pré e pós-

desafios. Estes dados foram comparados através de ANOVA de medidas repetidas, 

seguido do teste de Tukey. Para todas as análises deste estudo foi empregado o nível de 

significância p<0,05. A metodologia empregada neste estudo foi aprovada pelo Comitê 

de Ética de Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz. 
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3.Resultados  

 

O valor médio da concentração basal de metabólitos de glicocorticóides nas 

fezes liofilizadas de queixadas foi de 160,5 (DP = 61,2) ng g-1 durante o período de 72-h 

antes dos desafios (Fig. 1). Após a contenção e aplicação das injeções as concentrações 

de metabólitos fecais de glicocorticóides variaram de acordo com os tratamentos 

(F2, 15 = 7,2, P = 0,006), dias de coleta (F8, 120 = 12,9, P = 0,00001). Adicionalmente, o 

modelo estatístico mostrou interação entre os tratamentos e os dias de coleta na variação 

na concentração dos metabólitos de glicocorticóides nas fezes de queixadas 

(F16, 120 = 5,6, P = 0,00001). O teste pos hoc mostrou que houve incremento (Ps<0,002) 

nas concentrações dos metabólitos de glicocorticóides nas fezes de queixadas no 

primeiro dia após à contenção e aplicação da maior dose de ACTH exógeno (0,50 

mg/100 kg de peso vivo). Nas fezes coletadas até 24 horas após a aplicação deste 

tratamento houve aumento médio de 2,7 vezes (variação de 2,1 a 3,6 vezes) na 

concentração de metabólitos de glicocorticóides fecais em relação ao nível basal. A 

partir do terceiro dia houve diminuição na concentração destes metabólitos e esta foi 

similar à determinada no período prévio à aplicação dos tratamentos (Fig. 1). Também 

foi observado aumento na concentração destes metabólitos nas fezes dos queixadas 

coletadas até 24 horas após a aplicação da menor dose de ACTH (0,25 mg/100 kg de 

peso vivo). Este aumento de concentração, contudo, foi inferior ao verificado para os 

animais que receberam a maior dose de ACTH neste mesmo período. Adicionalmente 

esta concentração não diferiu da registrada para os animais que receberam a solução 

salina controle que permaneceu aproximadamente constante durante todo o estudo (Fig. 

1). 

Independente do tratamento aplicado (F2, 15 = 0,72, P = 0,51), o tempo em que os 

animais permaneceram em estados comportamentais indicadores de estresse variou de 

acordo com o dia do estudo (F8, 120 = 9,45, P = 0,00001). No dia do desafio, os animais 

permaneceram mais tempo em estados comportamentais indicadores de estresse em 

relação aos demais dias analisados (Ps < 0,0001; Fig. 2). 
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4.Discussão  

A concentração de metabólitos de glicocorticóides nas fezes de queixadas é um 

meio efetivo de detectar mudanças na atividade adrenal de queixadas. Como previsto, 

houve incremento nas concentrações dos metabólitos de glicocorticóides nas fezes de 

queixadas nos primeiros dias posteriores à contenção e aplicação da maior dose de 

ACTH exógeno (0,50 mg/100 kg de peso vivo). 

A concentração de 160,5 (DP = 61.2) ng g-1 no período que antecedeu ao desafio 

pode ser considerada como o valor médio basal de metabólitos de glicocorticóides por 

grama de fezes secas de queixadas. Diferenças nos postos hierárquicos ocupados por 

estes animais podem ser uma das possíveis razões da grande variabilidade encontrada. 

Em estudo feito com lobos (Canis lupus), foi observado que os níveis de 

glicocorticóides fecais são mais altos nos animais dominantes do que nos subordinados 

[51]. Queixadas vivem em grupos com hierarquia social linear bem definida [52,53]. É 

provável, portanto, que haja interferência do posto hierárquico ocupado por cada 

indivíduo nas respostas individuais aos tratamentos.  

Por outro lado, os níveis basais de metabólitos de glicocorticóides de queixadas 

são aproximadamente cinco vezes maiores que os níveis basais de caititus [22]. Uma 

possível explicação são as diferenças nas características de seus grupos na natureza 

[54]. Foi verificado que quanto maior o tamanho dos grupos em vida livre, mais 

elevados são os níveis de glicocorticóides, quer devido a uma maior necessidade de 

mobilizar energia ou por causa da intensificação da concorrência social [55-58]. 

Queixadas vivem em bandos grandes e coesos que podem apresentar até 200 indivíduos, 

compostos de animais de ambos os sexos e de diversas idades [5]. Enquanto os caititus 

vivem em grupos, com 5 a 15 indivíduos, caracterizados pela fusão e fissão de acordo 

com a oferta sazonal de recursos [7,10].  

O tempo em que os animais permaneceram em estados indicadores de estresse 

variou conforme o dia do estudo. Nos dias de desafio, quando os animais foram 

imobilizados e receberam as injeções dos tratamentos, os queixadas permaneceram mais 

tempo nos estados pacing, alerta e prostrado, em relação aos demais dias. Algumas 

estereotipias acontecem como consequência da privação de estímulos e o percentual de 

tempo gasto neste tipo de comportamento são exemplos de medidas de estresse [58-61]. 

Quanto maior o tempo gasto com comportamentos estereotipados ou excessivos, menor 

o grau de bem-estar do indivíduo [61].  
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Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que é possível 

monitorar a atividade adrenal através da mensuração de metabólitos de glicocorticóides 

nas fezes de queixadas. Desta forma, o uso deste método, associado a observações dos 

comportamentos indicadores de estresse, fornecem medidas efetivas para mensurar e 

monitorar o bem estar da espécie.  
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Fig. 1. Variação da concentração média (±EP) de metabólitos de glicocorticóides nas 

fezes secas de queixadas antes e após a aplicação dos tratamentos (salina: solução salina 

controle; ACTH1: 0,25mg 100kg-1 de peso vivo e ACTH2: 0,50mg 100kg-1 de peso 

vivo). 
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Fig. 2. Duração média (±EP) em segundos de permanência dos queixadas em estados 

indicadores de estresse ao longo do tempo em relação à contenção e aplicação dos 

tratamentos (desafio).   
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