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RESUMO

CHAVES, ANA LIVIA ROCHA MONTEIRO. Determinacdo de metabolitos de
progesterona nas excretas de papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) apos
desafio com ACTH. Botucatu, 2008. 50p. Dissertacado de mestrado. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da administracdo de
ACTH nos niveis fecais de progesterona em Papagaio Verdadeiro (Amazona
aestiva). Foram utilizados 8 papagaios verdadeiro, sendo 4 machos e 4 fémeas,
sexados por amostra de DNA por PCR. Fez-se dois dias de coleta tendo 7 dias
de intervalo entre eles. Aplicou-se, no primeiro dia, 0,2 mL de solucéo fisiol6gica
em 2 machos e 2 fémeas (grupo controle) e nos outros 2 machos e nas outras 2
fémeas solucédo de ACTH (25 Ul/animal) (grupo tratamento). No segundo dia os
grupos foram trocados, os papagaios que foram grupo controle passaram a ser
grupo tratamento e os que foram tratamento passaram a controle. Em cada dia
coletou-se as fezes a cada 30 minutos durante 10 horas. Este material foi
armazenados em criotubos e congelados a -20° C para posterior analise. As
fezes foram liofilizadas e foi feito um pool de cada hora. A progesterona foi
extraida e depois analisada por radioimunoensaio no Laboratério do
Departamento de Reprodugdao Animal da UNESP- Botucatu. A investigacdo do
comportamento das variaveis estudadas, referente aos tratamentos aplicados, foi
analisada como um delineamento crossover, sendo que para as dosagens
hormonais, a média dos machos e das fémeas foi observada em um periodo
(horério), constituindo uma parcela principal. A andlise estatistica foi efetuada
por meio do programa GLM (SAS, 1985) e as conclusdes obtidas basearam-se
ao nivel de 5% de significancia pelo teste F e de Tukey. Foi também feita a
estatistica descritiva, para todos os individuos, pelo célculo das médias e dos
desvios padrdao. Houve diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo
tratamento, sendo que o grupo controle teve o0s niveis de metabdlitos de

progesterona mais altos, quando os individuos foram analisados conjuntamente
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ou quando se analisou apenas 0os machos. Quando se analisou apenas 0s
individuos fémeas ndo houve diferenca significativa entre os animais que foram

do grupo controle dos que foram do grupo tratamento.

Palavras-chave: papagaio verdadeiro, progesterona, radioimunoensaio, ACTH

ABSTRACT

CHAVES, ANA LIVIA ROCHA MONTEIRO. Determination of progesterone
metabolites on the excreta of blue-fronted amazons (Amazona aestiva) after
ACTH challenge . Botucatu, 2008. 50p. Dissertacdo de mestrado. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu.

The aim of this study was to examine the effect of the infusion of ACTH
in the progesterone fecal levels in blue-fronted amazons (Amazona aestiva). It
was used 8 blue-fronted amazons, being 4 females and 4 males, sexing for a
sample of DNA for PCR. It has been made two days of sampling, taking 7 days of
interval between the days. It was applied, on the first day, 0,2 ml of saline
solution in 2 males and 2 females (control group) and in the other 2 males and
the other 2 females ACTH solution (25 IU/animal) (treatment group). On the
second day the groups have been exchanged, the blue-fronted amazons that
were control group became the treatment group and the ones that were treatment
became control group. In each day, it has been collected the feces every 30 min.
for 10 hr. This material was stored in cryotubes and frozen at -20 °C for further
analysis. The feces were dried. The progesterone was extracted and after
analyzed by radioimmunoassay in Laboratério do Departamento de Reproducéo
Animal da UNESP - Botucatu. The statistical analysis was made using the
program GLM (SAS, 1985) and the conclusions obtained based to the level of 5%
of significance by the test F and the Tukey. It was also made the descriptive
statistics, for all individuals, by the calculation of mean and standard deviation.
There was statistical difference between control group and treatment group, but
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the control group had the highest levels of progesterone metabolites when the
individuals were analyzed jointly or when examined only the males. When
examined only females, there was no significant difference between control and

treatment group.

Keywords: blue-fronted amazons, progesterone, radioimmunoassay, ACTH.
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I ntroducao



INTRODUCAO

Apesar da preocupacao mundial com a conservacao dos animais
selvagens se observa um grande niumero destes em risco de extin¢cdo (Lopes,
2002).

As Ultimas pesquisas apontam que milhares de espécies animais
foram extintas nos uUltimos cem anos. Muitas delas poderiam revelar ao homem
informagbes importantes sobre o meio ambiente e mesmo a cura para
determinados tipos de doencgas (http://www.suapesquisa.com/animais,
acessado em 03/04/2007).

No Brasil, de acordo com a nova lista do Ministério do Meio
Ambiente, existem cerca de 370 espécies de animais, sendo desse total 43 %
de aves, em vias de extinguir-se, ou extintas

(http:/mwvww.mma.gov.br/port/sbf/fauna/index.cfm, acessado em 26/04/2007).

O Amazona aestiva é o mais procurado dos papagaios para servir de
animal de estimacdo. Vive na mata umida ou seca, palmais, beira de rio (Sick,
1997).

Dentro deste contexto percebe-se a real necessidade de programas
de conservagao para animais ameacados de extingdo e consequentemente
para a sobrevivéncia das espécies, promovendo a procriagdo, criando
condi¢cOes para a sobrevivéncia de populacdes de vida livre (Cockrem, 2005)

em suas regides de origem.

O monitoramento ndo invasivo de concentragcdes de hormonios,
especialmente por meio da dosagem de esterdides fecais, sdo extensivamente
usados para acessar a funcdo reprodutiva e o estresse de animais de
programas de reproducdo em cativeiro e de animais selvagens (Cockrem,
2005).

Horménios esterdides podem ser avaliados a partir do plasma
sanguineo (Good, 2003) (métodos invasivos) ou a partir de metabdlitos na
urina (Hay & Morméde, 1998), na saliva (Cooper et al., 1989) e nas fezes

(Czekala et al., 2003), (métodos nao-invasivos), por RIA (radioimunoensaio),



EIA (ensaio imunoensimatico) e HPLC (Cromatografia Liquida de Alta

Performance), (Denhard et al, 2003) entre outros.

Segundo Wasser et al. (2002) existe uma grande variedade de

metabolitos de hormobnios nas fezes.

A taxa da excrecdo dos hormdnios esterdides pela urina e fezes varia
conforme a espécie e o hormbnio a ser avaliado (Palme et al., 1996 apud
Wasser et al., 2002). Portanto ha necessidade de validacdo dos métodos para
cada espécie estudada.

O estresse agudo nédo especifico deprime a expressdo do estro em
vacas, pelo aumento da progesterona que pode ser originada do cortex da
adrenal, em resposta ao ACTH (Yoshida & Nakao 2005). Sendo, portanto, a
avaliagdo da progesterona uma importante ferramenta como indicador de

estresse nos animais.

A ave ndo possui corpo luteo, tendo, portanto, uma pequena
producéo de progesterona pelas células granulosa, deste modo a progesterona
pode ser importante na avaliacdo de estresse de aves, tanto em machos

guanto em fémeas.



Objetivo



OBJETIVO

Verificar o efeito da administracdo de ACTH nos niveis fecais de
progesterona em Papagaio Verdadeiro (Amazona aestiva).



Revisao de literatura



REVISAO DE LITERATURA

1. Animais em extingéo

E estimado que haja em torno de 10 a 15 milhdes de espécies da fauna,
flora e microorganismos, desse total 60 mil seriam vertebrados e o outro restante
seria constituido de insetos e plantas (Assessoria de Comunicacdo Social WWF
Brasil, 2006).

O relatorio do Planeta Vivo 2004 mostra que em 30 anos houve uma
reducédo de 40% da fauna (Assessoria de Comunicacdo Social WWF Brasil, 2006).
Outra importante pesquisa publicada em relatério da Unido para Conservacdo da
Natureza (IUCN) mostrou que um quarto das espécies animais conhecidas pelo
homem estd ameacada de extin¢do (IUCN, 2006).

Segundo Cockrem (2005) o numero total de espécies de vertebrados
ameacados de extin¢do € por volta de 10.000, com aproximadamente um quarto de
espécies mamiferas, um oitavo de espécies de passaros e um terco de anfibios.

Séo diversas as causas que levam a extingcdo de animais no mundo,
dentre elas destacam-se, segundo Lopes (2002), a expansao urbana descontrolada,
as degradagOes ambientais e o trafico de animais, tendo o Ultimo papel fundamental
neste processo.

O comércio ilegal de animais silvestres € um negoécio que gera uma
expressiva renda e movimenta um alto montante no mercado exterior. Ha uma
estimativa que esta pratica ilegal movimente em todo o mundo, de 10 a 20 bilhdes
de ddlares (Webb, 2001). No Brasil, esses animais sdo negociados em diversas
feiras livres, espalhadas pelo pais, que mostram bastante organizacdo no modo
como atuam (Pereira & Brito, 2005).

O processo de extingdo esta relacionado ao desaparecimento de espécies
ou grupos de espécies em um determinado ambiente ou ecossistema. Semelhante
ao surgimento de novas espécies, a extingdo é um evento natural: espécies surgem
por meio de eventos de especiacdo (longo isolamento geogréfico, seguido de
diferenciacdo genética) e desaparecem devido a eventos de extingdo (catastrofes

naturais, surgimento de competidores mais eficientes). Normalmente, porém, o



surgimento e a extincdo de espécies sao eventos extremamente lentos,
demandando milhares ou mesmo milhdes de anos para ocorrer
(http:/lmwww.mma.gov.br/port/sbf/fauna/, acessado em 03/04/2007).

Ao longo do tempo, porém, o homem vem acelerando muito a taxa de
extincdo de espécies, a ponto de ter-se tornado, atualmente, o principal agente do
processo de extingdo. Em parte, essa situagdo deve-se a0 mau uso dos recursos
naturais, o que tem provocado um novo ciclo de extincdo de espécies, agora sem
precedentes na histdria geoldgica da terra (http://www.mma.gov.br/port/sbf/fauna,
acessado em 03/04/2007).

2. Aves

O grupo das aves € 0 mais conhecido e diverso entre os vertebrados, a
maioria apresenta habito diurno e vocaliza com frequéncia (Develey et al., 2003).

De acordo com Antas (2004) as aves formam um grupo de animais que
nos desperta o maior interesse, seja pelas suas diferentes formas e coloridos, seja
pela facilidade de encontrd-las em praticamente todos os ambientes do planeta.
Segundo Sick (1983), existem cerca de 9.500 aves descritas na superficie terrestre,
das quais perto de 1.650 foram listadas como de ocorréncia no Brasil. Isto equivale a
aproximadamente 57% das espécies de aves registradas em toda América do Sul,
tendo uma das mais diversas avifaunas do mundo. Mais de 10% dessas espécies
sdo endémicas ao Brasil, fazendo deste pais um dos mais importantes para
investimentos em conservagao.

As aves, pela beleza de suas cores e pelos seus cantos suaves e
melodiosos sdo, sem duavida, o grupo de animais mais procurados (Pereira, 2005).
Apreensdes do IBAMA em todo o Brasil, durante os anos de 1999 e 2000,
mostraram que 82% dos animais comercializados naquela época eram aves
(RENCTAS, 2001). Algumas aves chegam a valer verdadeiras fortunas como certos
Psitacideos e alguns Passeriformes, como curiés (Sporophila angolensis) e
canarios-da-terra (Sicalis flaveola). Esse tipo de comércio ja contribui para a extingao
de algumas espécies, um exemplo bem recente foi a ararinha-azul (Cyanopsitta
spixii) (RENCTAS, 2001). Outras espécies tém suas populacbes ameacadas por tal
comércio, como exemplo temos a Arara-azul-grande (Anodorhynchus hycinthinus) a
Arara-azul-de-lear (A. leari), a Jandaia gangarra (Aratinga cactorum), o Pintor-
verdadeiro (Tangara fastuosa), o Ferreiro-de-barbela (Procnias averano), Pintassilva



(Carduelis yarrellii) e o Bicudo (Sporophila maximiliani) (Sick, 1997; Guedes, 2001,
Lima, 2004, Nascimento, 2000; Silva & Rego, 2004).

2.1. Psitacideos

A familia dos psitacideos é composta por diversos grupos de aves, cujo
tamanho varia de grande porte, como as araras até pequenos, como 0s tuins. Tém
bicos curvos e fortes, como 0s quais escavam ninhos nos troncos das arvores
(Frisch, 1981).

Para Sigrist (2006) os psitacideos sdo das aves mais populares,
papagaios, periquitos e araras distribuem-se em quase todos os biomas brasileiros
especialmente em florestas. Muitas espécies possuem a capacidade de imitar a fala
humana, o que aliada ao fato de possuirem belas plumagens, fazem com que essas
aves sejam avidamente perseguidas na natureza por traficantes de animais.

Sao aves distribuidas pela zona tropical do globo, de onde se irradiam a
areas subtropicais e até frias como a Patag6nia. Constituem uma familia tdo antiga
qgue as especulacbes sobre sua filogenia tornam-se vagas. O Brasil é o pais mais
rico do mundo em Psittacidae, vivendo aqui inclusive seus maiores representantes,
as araras. Nos primeiros mapas, de 1500 em diante, esta riqueza ja era plenamente
evidenciada, sendo nosso pais designado como “Terra dos Papagaios” (Sick, 1997).

2.1.1. Papagaio Verdadeiro

O Amazona aestiva é freqientemente considerado um dos papagaios
mais comuns no Brasil Centro-oriental. Prefere &reas semi-abertas, bordas de
florestas, capoeiras, cerrados, matas secas, caatingas, matas de galeria, buritizais,
savanas de cupim e cerraddo. Também é encontrado do Chaco ao Pantanal do
Mato Grosso, assim como em cidade, parques e jardins. E facilmente reconhecido
por sua fronte azulada, pileo e face amarelada. Ocorre no Brasil central, no Nordeste
e em parte do Sudeste. Alimenta-se de frutos e possivelmente de larvas, ninfas e
insetos, que procura sob a casaca das arvores. Deslocam-se em grupos de 10 ou
mais aves ou aos casais. Reproduz-se em cupinzeiros terrestres ou em ocos de
arvores (Sigrist, 2006).

O mais procurado dos papagaios para servir de animal de estimacéao,
tendo a fama de ser o melhor “falador” (Sick, 1997)



10

Para Pereira (2005), uma das estratégias mais utilizadas pelos
comerciantes de aves € o de realizar as transagfes em sua propria casa. Alguns
deles comparecem as feiras, e o fregués faz seu pedido, que sera atendido no
maximo uma semana depois, em alguns casos até no mesmo dia. Geralmente 0s
filhotes de Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) sdo comercializados por esses
grupos de comerciantes, pois essas aves despertam muito a atencado das pessoas
sendo assim muito arriscado vendé-las em publico. Em Fortaleza, Costa (2005)
também observou essa tética sendo utilizada pelos comerciantes de aves.

O Papagaio-Verdadeiro é uma espécie considerada ameacada de
extincdo no Estado de Sao Paulo, na categoria vulneravel (Sao Paulo, 1998 apud
Gussoni, 2003). E fato que as populagdes nativas de Amazona aestiva na regido do
municipio de Sdo Paulo foram extintas e que os individuos desta espécie hoje
existentes na area devem ser provenientes de solturas de individuos de cativeiro
(Gussoni, 2003).

A ordem dos Psitaciformes é um grupo diverso de péssaros que tem
informagdes limitadas a respeito da endocrinologia reprodutiva. A maioria dos dados
€ primariamente de metabdlitos de esterdides fecais para identificar o género
(Bercovitz et al., 1979 apud Lee et al., 1999).

3. Endocrinologia da Conservacéao

“Estudo enddécrino que pode contribuir para a conservacao” (Cockrem et
al.,, 2004). Reconhecido recentemente como uma area de pesquisa, inclui a
neuroendocrinologia comportamental como objetivo para reduzir a perda da
biodiversidade e melhorar a sobrevivéncia e reproducéo dos animais ameacgados de
extingao (Cockrem, 2005).

A neuroendocrinologia comportamental € o elo entre a funcéo
neuroenddcrina e o comportamento em animais (Cockrem, 2005), sendo, portanto,
uma importante ferramenta no suprimento a conservacao, pois auxilia na avaliacao
da saude de uma populacédo ou de um individuo (Romero, 2004).

A pesquisa na area da Endocrinologia da Conservagéo divide-se em trés
tipos de estudo: tedrico, diagnéstico e gestdo. O estudo tedrico recorre a questdes
basicas a respeito da biologia animal, tais como: de que maneira variacdes no
ambiente afeta a reproducdo. Estudos diagnosticos se referem a assuntos sobre o

status fisiol6gico e comportamental de um individuo ou grupos de animais. Estudos



11

de gestéo pesquisam diretamente questdes préaticas, como: de que forma estimular a
reproducdo em animais ameagados de extingdo (Cockrem & Ishii, 1999).

A andlise ndo invasiva de concentracdes de horménios, especialmente de
esterdides fecais, é o método enddcrino mais comum associado a endocrinologia da

conservacao (Berger et al., 1999).

4. Hormonios do estresse

A arquitetura do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é similar em aves
e mamiferos com o controle pelo ACTH, liberado pela pituitaria, da liberacdo de
corticosterona, liberada pela adrenal (Mikami, 1986).

Um adequado balanco entre o processo de catabolismo, induzido pelos
hormdnios do estresse como a epinefrina, norepinefrina e cortisol, e processos
anabdlicos, provocados por esterdides sexuais e horménios de crescimento, sdo
necessarios para a sobrevivéncia e saiude do animal (Lundberg, 2005). Porém com o
aumento da pressao antropogénica e dos distarbios ambientais, este equilibrio pode
ser quebrado (Romero, 2004), induzindo ao estresse cronico.

Os animais respondem a um estressor com uma série de respostas
endbécrinas que aumentam imediatamente a energia disponivel, em parte por
inibicdo de processos biologicos que ndo sao requeridos para sobrevivéncia
imediata (Wingfield, 1994).

4.1. Glicocorticéides

Uma das respostas primdarias ao estresse € um aumento da atividade do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical causando um aumento da concentracdo de
glicocorticéides na circulagdo sanguinea. Em pouco tempo, os glicocorticides se
elevam redirecionando 0s recursos para mobilizar a energia, que pode ser usada
para resolver a situacado de estresse (Sapolsky, 1992). Caso o estressor nao seja
eliminado e os niveis destes hormdnios continuem altos por mais que alguns dias, as
consequéncias, que sao prejudiciais, incluem a supressdo do sistema imune, a
diminuicdo de massa muscular e a supresséao reprodutiva (Pottinger, 1999).

Em aves, anfibios, répteis e muitos roedores o principal glicocorticéide é a
corticosterona e em peixes e mamiferos é o cortisol (Romero, 2004)



12

O cortisol influencia no metabolismo das células, na distribuicdo da
gordura e no sistema imune, seus niveis sdo controlados pelo sistema de feedback
no hipotalamo e a formacgéo hipocampal (Lundberg, 2005).

As respostas ao estresse por longo periodo de tempo afetam
negativamente a sobrevivéncia, a reproducdo e a resisténcia as doencas, devido a
gueda da imunidade de uma grande variedade de aves e mamiferos (Hofer & East,
1998 apud Dehnhard et al., 2003).

Lundberg (2005) descreve ainda outras implicacdes na saude do animal
devido ao elevado nivel de cortisol circulante, que podem promover o acumulo de
gordura na regido abdominal, infarto do miocérdio, problemas cardiovasculares,
diabetes Tipo 2, reducdo da funcdo do sistema imune, prejuizos de cogni¢do entre

outros.

5. HormdOnios da Reproducéo

Entender os processos basicos de reproducdo € crucial para determinar
porgue alguns animais se reproduzem e outros ndo. Diversas espécies de felideos
ndo domésticos se reproduzem fracamente em cativeiro, e h& poucas informacdes
fisiologicas disponiveis para ajudar a identificar as causas desta falha na reproducao
em certas espécies, sejam em populacdes ou individuos. Portanto, é conveniente
desenvolver uma base de dados das inter-relagbes de regulacdo das atividades
hormonais, monitorando padrées dos horménios da reproducdo, porém utilizar
métodos por coleta de sangue ndo é pratico para estas espécies. Em substituicao,
deve-se fazer o uso de técnicas ndo invasivas para avaliar a fungdo reprodutiva
(Brown et al., 1993).

As gbnadas das aves produzem hormdnios esterdides que atuam em todo
0 organismo, afetando o desenvolvimento do sistema dos ductos reprodutivos
apéndices de cabeca (crista e barbela), penas, emissao de sons, composi¢cdo do
sangue, absorcdo de nutrientes e comportamento. O esteréide testicular
predominante é a testosterona, enquanto o ovario secreta estrogénio progesterona e
testosterona (Burke, 1996).
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5.1. Periodo reprodutivo das aves
De acordo com Rodrigues et al. (2005) o periodo reprodutivo de varias
espécies de aves inicia entre os meses de setembro e outubro, ja para Link (1997),

0S papagaios iniciam a estacdo de reproducéo por volta do més de agosto.

5.2. Testosterona

Assim como os mamiferos, nos machos das espécies aviarias, 0s
testiculos tém a funcdo dupla de produzir espermatozéides (espermatogénese) e
produzir e secretar hormonios esteréides. Os horménios reprodutivos pelos
testiculos sé@o principalmente andrégenos, sendo a testosterona o mais importante
(Sesti & Ito, 2000).

O comportamento paterno em passaros € normalmente caracterizado por
baixo nivel plasméatico de testosterona e elevado nivel de prolactina. O pico
plasmatico de testosterona ocorre logo no inicio da época de reproducdo seguido
por uma diminuicAo aproximadamente na época em que a concentracdo de
prolactina comeca a aumentar (Ball, 1991). A testosterona no macho estimula o
canto (Nottebohm, 1981) e a agressao (Wingfield et al., 1987) em passaros.

5.3. Estrogenos

O estradiol € o estrégeno primario, biologicamente ativo produzido pelo
ovario. Todos os estrégenos ovarianos sao produzidos a partir de precursores
androgénicos (Hafez & Hafez, 2004).

Os estrogenos atuam no SNC (Sistema Nervoso Central) induzindo
comportamento de cio na fémea, no Gtero aumentando a amplitude e freqiéncia das
contracdes potencializando o efeito da ocitocina e PGF2a. Nos mamiferos, estes
esterdides sdo responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias femininas,
estimulam o crescimento de ductos e desenvolvem as glandulas mamarias, exercem
efeitos de retro alimentacdo negativa e positiva no controle, respectivamente, da
liberacdo de FSH (hormbnio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante)
através do hipotadlamo (Hafez & Hafez, 2004).

Em aves, o0s estrogénios atuam na sintese da gema pelo figado,
mobilizacdo de célcio dos ossos medulares para a glandula da casca. As células da
teca produzem androgénios e estradiol (Bahr & Johnson, 1991).
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5.4. Prolactina

E um horménio polipeptidico secretado pela adeno-hipofise. E reconhecida
como um horménio gonadotréfico por causa das suas propriedades luteotréficas em
roedores. Pode ainda estar envolvida na mediacdo dos efeitos estacionais e
lactacionais na reproducdo em animais domésticos (Hafez & Hafez, 2004).

A prolactina esta envolvida na incubacdo e induz ao comportamento de
choco em aves. O Choco ocorre durante a estacdo de reproducdo em muitas
espécies de aves e consiste em 2 fases: a incubacdo dos ovos e o cuidado com o0s
filhotes (Zadworny et al., 1999)

A prolactina plasmatica eleva rapidamente seus niveis durante o estresse
em mamiferos, este aumento € freqientemente considerado como parte da resposta
classica ao estresse (De Vlaming, 1979 apud Chastel et al., 2005). Porém, segundo
Chastel et al. (2005), em aves, estd envolvida no desenvolvimento do papo,
incubacdo e comportamento parental. H&4 véarias indicacdes que o0s niveis de
prolactina plasmética, em aves, aumentam por poucos minutos e depois diminuem
rapidamente durante um evento de estresse, fazendo com que a ave deixe o0 ninho e

procure seguranca.

5.5. Progestagenos

Em mamiferos, a progesterona € o progestageno natural de maior
prevaléncia, sendo secretada pelas células luteinicas do corpo liteo, pela placenta e
glandulas adrenais. Prepara o endométrio para implantacdo e manutencdo da
prenhez, atua sinergisticamente com os estrogenos na indug¢do do cio, auxilia no
desenvolvimento do tecido secretor da glandula maméria, provoca inibicao do cio e
do pico pré-ovulatério do LH quando em niveis elevados, inibe motilidade uterina
(Hafez & Hafez, 2004).

Uma das principais funcbes dos ovéarios é a producdo de horménios
esteroides, essenciais para o crescimento e fungdo do trato reprodutivo. Em aves, a
progesterona atua na secrec¢do de albumen e inducéo do pico de LH. Ao contrario de
mamiferos, nas aves, as células da granulosa séo a principal fonte de progesterona
e de pequenas quantidades de androgénios, E importante salientar que as células
da granulosa néao luteinizam, porque nao existe a necessidade de formagé&o de corpo
luteo, uma estrutura associada a prenhez (Bahr & Johnson, 1991).
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A liberacdo pré-ovulatoria de progesterona na galinha, em contraste com a
de estrogénio que ocorre na maioria dos mamiferos, induz a secrecdo de LH, que,
em aproximadamente 4 a 6 horas, desencadeia a ovulacdo. O foliculo pos-ovulatério
permanece apos a ovulacdo e exerce um papel na sincronizagdo da postura, pois a
remocéo cirurgica deste foliculo retarda a postura (Johnson, 2006)

Em fémeas de aves o estradiol e a progesterona aumentam suas
concentracbes no sangue no maximo 1 dia antes da postura do primeiro ovo.
Entretanto, o estradiol declina, mas a progesterona permanece alta por 2 dias apés
esta postura (Sockman & Schwabl, 1999).

Segundo Bluhm et al. (1983), os niveis de progesterona em patos-reais
(Anas platyrhynchos) aumentam acentuadamente com a postura do segundo ao
guarto ovo, decrescendo bastante com a postura do sexto ovo, e volta a aumentar
ligeiramente com o término do ciclo de postura.

Uma abordagem para estudar o problema de infertilidade em bovinos é
mimetizar a resposta ao estresse (pituitaria-adrenal), pela aplicacdo de ACTH
(Horménio adrenocorticotrépico). Este hormbnio causa aumento nas concentracdes
de progesterona no sangue (Stoebel & Moreberg, 1982).

De acordo com Dobson e Smith (1995) em bovinos adultos, o estresse e o
ACTH causam liberacdo de cortisol e progesterona pela adrenal e ambos podem
afetar a regulacéo do eixo enddcrino reprodutivo.

Em experimentos realizados com vacas leiteiras ovariectomizadas, em
lactacdo, Yoshida e Nakao (2005) aplicaram ACTH e observaram que apls a
administracdo a concentracdo de progesterona no plasma elevou-se a niveis
comparaveis aos encontrados na fase luteal, indicando que a provavel fonte do
hormonio foi a adrenal estimulada pelo ACTH.

O estresse agudo ndo especifico deprime a expressdo do estro pelo
aumento da progesterona plasmatica originaria do coértex da adrenal em mamiferos
(Wagner et al., 1972; Stoebel & Moreberg, 1982; Yoshida & Nakao, 2005).

6. Avaliacdo dos hormonios
Para avaliar a saude de uma populagéo, estudos sobre mensuracdo de
resposta ao estresse tém aumentado nas areas de ecologia, biologia e medicina da

conservacao (Wasser et al., 2002).
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6.1. Métodos invasivos

De acordo com Good (2003), a mensuracdo de esteréides no plasma
reflete a situagcdo de um individuo em um momento pontual, portanto, mudancas
rapidas e em curto prazo nas concentracdes de glicocorticbides, como aquelas
provocadas por um novo ambiente ou situacdo, sdo mais bem determinadas
utilizando amostras de plasma.

Para Brown & Wildt (1997) uma Unica coleta de sangue pode produzir
valores que representam apenas um Unico momento, 0 pico ou 0 ponto médio de
uma secrecao pulsatil.

No passado a atividade hormonal em espécies de passaros, inclusive em
psitacideos era determinada por mensuracdo dos niveis plasmaticos Cocrem &
Seddon, 1994). Ensaios baseados em amostras de sangue (soro ou plasma)
mensuram o nivel destes hormdnios avaliados em resposta biolégica imediata do
animal (Windfield et al., 1994). Contudo, o uso de avaliacdo sangiinea é restrito a
algumas espécies, pois normalmente o animal precisa ser capturado e contido, o
gue, inevitavelmente acaba comprometendo a avaliagdo do estresse agudo, devido
a elevacao dos niveis plasmaticos dos hormdnios ligados ao estresse (Cook et al.,
2000).

Devido & necessidade de contencdo extrema e a intensa alteragdo
endocrina consequente, este tipo de abordagem enddcrina ndo € adequada para a
avaliacdo dos indicadores endocrinos de estresse em animais selvagens. Em
adicdo, a amostra sanguinea pontual produzida pode ndo ser representativa para
analises de niveis hormonais para um longo tempo, devido a padrbes de secrecao
pulsétil dos glicocorticéides no sangue (Harper & Austad, 2000).

Uma abordagem empregada na coleta sangiiinea em animais selvagens é
a sedacdo ou a anestesia geral. Estes procedimentos, apesar de relativamente
seguros, podem interromper temporariamente a dinamica da secrecdo hormonal,
amplitude do pulso e freqiéncia (Johnson & Gay, 1981), o que também levard a
conclusdes erroneas.

De acordo com Brown & Wildt (1997) o uso de anestesia no intervalo peri-
ovulatério para colheita sangtiinea em felideos selvagens € contra-indicado porque
os dados subsequentes do hormbnio podem estar comprometidos.

Portanto, para Brown et al. (1993) utilizar métodos com amostragem por
coleta de sangue nao é pratico para espécies ndo domesticas, em substituicdo deve-
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se fazer o uso de técnicas ndo invasivas para avaliar a funcao reprodutiva e os

indicadores enddcrinos de estresse.

6.2. Meétodos ndo-invasivos

O uso da andlise de esterodides fecais demonstrou ser uma ferramenta
acurada da funcdo hormonal em passaros domeésticos. Esta técnica pode ser
aplicada em aves nao domésticas de cativeiro (Ishii et al., 1994) e de vida livre
(Cockrem & Rounce, 1995). Além do mais, a solubilizacédo das fezes de aves é uma
técnica simples, fornecendo material que pode ser analisado por radioimunoensaio
(RIA) (Cockrem & Rounce, 1995) ou ensaio imunoenzimatico (EIA) (Tell, 1997).

Métodos ndo invasivos para quantificar o estresse estdo sendo
desenvolvidos e aplicados em estudos de vertebrados, os quais oferecem diversas
vantagens sobre os métodos invasivos. Os ensaios feitos com metabdlitos fecais de
horménios estdo sendo agora utilizados em uma variedade de areas (ciéncia animal,
ecologia comportamental, biologia conservacionista, ornitologia e primatologia) para
examinar o status reprodutivo e adrenocortical (Dehnhard et al., 2001).

Estes métodos nédo invasivos sdo, em particular, usados porque amostras
podem ser facilmente obtidas sem incémodo ao animal e sem coloca-lo em perigo
durante a captura (Wasser et al.,, 2000). Consequentemente, amostras podem ser
coletadas em intervalos regulares ao longo do tempo. Por ndo causar incObmodo ao
animal, técnicas ndo invasivas podem suprir uma avaliacdo acurada do estresse
sem a influéncia do aumento nos glicocorticoides induzidos pela captura. Portanto,
0s ensaios feitos com metabdlitos fecais de glicocorticéides refletem um nivel médio
destes horménios circulantes por um periodo de tempo, melhor que uma amostra
pontual, e por isso pode prover uma avaliagdo mais acurada de um longo tempo de
seus niveis (Harper & Austad, 2000).

Métodos néo-invasivos de analise de hormonios ligado ao estresse e a
reproducdo, realizados através das fezes, urina e saliva, ttm demonstrado uma
importante ferramenta para o monitoramento do bem-estar dos animais (Wasser et
al. 2002; Dehnhard et al., 2003; Lundberg, 2005; Mckenzie & Deane, 2005).

Nas fezes hd uma grande quantidade de metabdlitos de horménios
esterdides, como os andrégenos, estrébgenos e progestdgenos; glicocorticéides
como os corticosteroides, cortisol e dehidroepiandrosterona e mineralocorticéides.

Os hormbnios protéicos, de alto peso molecular, como os luteinizantes e o horménio
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do crescimento séo destruidos no intestino e vdo para a urina, ndo podendo ser
avaliados nas fezes. Em adicdo, hormdnios de baixo peso molecular, como os
tiredideos e prostaglandinas, sdo grupos pouco estudados e apresentam-se nas
fezes (Wasser et al., 2002).

A variacdo da excrecao dos horménios esterdides pela urina e fezes varia
conforme a espécie e o horménio a ser avaliado (Palme et al., 1996 apud Wasser et
al., 2002), devendo levar em conta possiveis contaminacdes ao avaliar as amostras
(Wasser et al., 2002).

Morato et al. (2004) em estudos com jaguares machos demonstraram que
a determinacdo dos metabdlitos fecais de cortisol e andrégenos podem ser muito util
para um acesso ndo invasivo do bem-estar animal além de complementar estudos
comportamentais, fisioldgicos e patoldgicos. Ainda para 0s mesmos autores essas
técnicas sao importantes para avaliar condicbes de moradia, manejo ou outros
procedimentos de manipulacdo que podem afetar a reproducdo e/ou o status
fisiolégico geral de animais de cativeiro.

O monitoramento dos hormdnios por métodos ndo invasivos proporcionou
o entendimento da biologia reprodutiva de animais e que esta € uma das mais
poderosas ferramentas de avaliagdo em zooldgicos atualmente (Brown & Wildt,
1997).

A amostra fecal, ao contrario da amostra sanglinea, representa niveis de
metabdlitos hormonais de periodos longos, consequentemente refletindo o minimo
de oscilacdes, o conflito entre a dindmica secretéria normal e uma resposta
fisiolégica € improvavel. Outra vantagem desta técnica € a de que os cientistas ndo
tém um namero limitado de amostras, as amostras podem ser coletadas por diversas
vezes e por tempo indeterminado (Brown & Wildt, 1997).

Amostras fecais sdo mais fisioldgicas, mais estaveis por um tempo maior
guando armazenadas em temperaturas abaixo de zero (Whitten et al., 1998).

Brown e Wildt (1997) afirmaram que o monitoramento por metabdlitos
esteroides nas fezes habilita a avaliacdo do estado de puberdade, pois o inicio da
atividade gonadal esteroidogénica €& associada com o estabelecimento e
manutenc¢ado da gametogénese; determinacao da incidéncia de ovulacdo espontanea
versus induzida; previsdo de paricao, identificacdo de prenhez e caracterizagéo de
periodo pés-parto; identificacdo de causas de inatividade reprodutiva (senescéncia
reprodutiva) ou hiperatividade, incluindo varias patologias como cistos foliculares e
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retencdo de corpo luteo; melhora de tratamentos com gonadotrofina exégena usada
na reproducéo assistida, por exemplo, determinando se o tratamento em particular
resultou em uma resposta ovariana normal ou anormal; avaliagdo do nivel do
estresse fisiolégico como uma ferramenta para avaliar e melhorar o habitat com a
finalidade de aumentar o bem-estar e também o potencial reprodutivo; e
comparacdes entre espécies para estudo da conservacdo e evolugdo de

mecanismos reprodutivos.

6.2.1. Corticosterdgides:

A concentracdo plasmatica de glicocorticosterdides € um indicador de
estresse confidvel, acurado e preciso (Beuving & Vonder, 1986 apud Dehnhard et
al., 2003), pois suas concentragdes elevam-se rapidamente, em aproximadamente 3
a 5 minutos, apés contencdo e manipulacdo (Wingfield & Romero, 2001 apud
Romero, 2004).

Para Denhard et al. (2003) o método ndo invasivo para mensurar
metabolitos fecais de glicocorticoides nas fezes de galinhas foi estabelecido e
validado. Em seus experimentos com galinha, corvo marinho e falcéo, determinou as
concentracdes de corticosterona no plasma e seus metabdlitos nas fezes.

Dehnhard et al. (2003) revisaram que em patos (Anas platyrhynchos) e
galinhas (Gallus domesticus) os corticosterdides circulantes sdo metabolizados pelo
figado, apresentando meia-vida de 10 a 15 minutos, sendo excretados pelas fezes e
urina. Posteriormente, observaram que em galinhas os niveis de corticosterona
fecal, relacionados ao estresse, sao detectados 4 horas apds estimulagcédo; os

mesmos autores revisaram que ha variagdes conforme a espécie de ave estudada.

6.2.2. Testosterona

Lee et al.(1999) em experimentos com fémeas de psitacideos relataram
que a testosterona e o estrogeno foram liberados quase que exclusivamente nas
fezes.

Morais et al. (1996), utilizando trés espécies de felideos selvagens,
avaliaram pelo monitoramento n&o invasivo, metabolitos fecais de esterdides para
gerar uma base de dados reprodutivos destas espécies. Foram pesquisados entéo:
a ciclicidade do estro das fémeas; a funcdo testicular (esteroidogénica e
espermatica) em machos e a influéncia da estagdo do ano na atividade reprodutiva
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em machos e fémeas. Concluiu que as andlises feitas com o monitoramento nao
invasivo por meio dos metabdlitos fecais do ovario e do testiculo demonstraram
utiidade; em cada espécie houve influéncia da estacdo do ano na atividade
reprodutiva. Apesar de muitos parametros terem efeitos modestos; estas
informagbes s&o importantes para definir o processo reprodutivo normal, o qual
prova a ajuda valiosa para melhorar as estratégias de auxilio & conservacao de
espécies.

Morais et al. (1997) em seus estudos com trés espécies de pequenos
felideos machos, compararam a atividade adrenal com caracteristicas reprodutivas,
concluiram que apesar do estudo nao ter estabelecido especificamente causa-efeito
entre esta relagcdo, houve uma modesta relacdo entre as altas concentragfes fecal

de corticoides e a fungéo espermatica prejudicada.

6.2.3. Progesterona e Estradiol

Diversos estudos foram feitos usando andlises de metabdlitos fecais de
progesterona e estradiol para examinar a atividade ovariana, estas informagdes
foram utilizadas para avaliar as possiveis causas de desempenho reprodutiva fraca
em animais de cativeiro (Brown et al., 1996b).

Sockman & Scwabl (1999) em estudos com canérios analisaram
metabolitos fecais de estradiol e progesterona.

Brown et al. (1996b) em estudos com fémeas de chitas (Acinonyx jubatus),
esteroides fecais foram utilizados para avaliar eventos reprodutivos nesta espécie,
para confirmar e explicar a aparente falta de ciclicidade ovariana. Em adi¢cdo, um
novo dado foi produzido na “regularidade” da resposta ovariana ao hormdnio
exdgeno de inducdo, e ao protocolo de inseminacdo artificial em comparacdo ao
perfil tragcado pelo esterdide fecal nos animais prenhes e ndo prenhes apés o
acasalamento.

Czekala et al. (1994) analisaram metabdlitos fecais do estradiol e
progesterona para monitorar a atividade esteroidogénica de felideos. Para Brown et
al. (1996a) estes dados servem para auxiliar na reproducéo assistida, pois com eles
sabe-se 0 momento correto de fazer uma inseminagéo artificial, por exemplo,

havendo assim menos chances de falha neste tipo de reproducéao.
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6.3. Interacdo entre os métodos:

Nos estudos de Dehnhard et al. (2003) com galinhas, corvo-marinho e
falcdo, a dindmica das concentracdes dos metabdlitos fecais refletiu o curso da
atividade biolégica do horménio no plasma. O pico do metabdlito fecal acompanhou
o do plasma sangtiineo com um atraso de 3,5+ 1,1 h.

6.4. Cuidados com coleta e armazenagem:

Horménios esterbides sdo excretados via intestinal através da bile, apos
clearance do sangue pelo figado. Mudancas na dieta do animal alteram a excrecao
biliar, podendo incorrer em erros na avaliacdo. Em um estudo com babuinos, esta
alteracéo fora eliminada através do método de congelamento a seco das amostras.
(Wasser et al., 1993 apud Wasser et al., 2002). Assim é interessante um exame
separado para cada pool de amostra fecal, de acordo com a dieta oferecida.

A longevidade dos horménios excretados pode ser afetada pelo local de
trabalho (temperatura/ umidade), pela forma de armazenagem de curto prazo
(material utilizado durante o transporte da amostra — p.ex. silica ou etanol) e pela
forma de armazenagem de longo prazo (modo de conservacao da amostra até a sua
analise — p.ex. congelamento, secagem ou congelamento a seco). O melhor método
de armazenagem varia conforme a espécie e o horménio analisado (Wasser et al.,
2002).

6.5. Analise dos horménios:

E de fundamental importancia o anticorpo escolhido para a andlise das
amostras, para evitar falsos positivo-negativos. Além da validacdo dos niveis de
cortisol fecal devido a grande variabilidade de excrecdo com relacdo as espécies
(Wasser et al., 2002).

Horménios adrenal e gonadal nas fezes podem ser avaliados por técnicas
de EIA (Ensaio Imunoenzimatico), RIA (Radioimunoensaio), HPLC (Cromatografia
Liquida de Alta Performance) (Dehnhard et al., 2003).
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CAPITULO 2

“Determinacao de metabolitos de progesterona
nas excretas de papagaio verdadeiro (amazona

aestiva) apos desafio com ACTH”

Este artigo cientifico est4 escrito de acordo com as normas para publicacdo na
revista Revista Brasileira de Reproducao Animal, exceto a apresentagéo das

figuras e tabelas.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da administragcdo de ACTH nos
niveis fecais de progesterona em Papagaio Verdadeiro (Amazona aestiva). Foram
utilizados 8 papagaios verdadeiro, sendo 4 machos e 4 fémeas, sexados por amostra de
DNA por PCR. Fez-se dois dias de coleta tendo 7 dias de intervalo entre eles. Aplicou-
se, no primeiro dia, 0,2 mL de solucdo fisiologica em 2 machos e 2 fémeas (grupo
controle) e nos outros 2 machos e nas outras 2 fémeas solugéo de ACTH (25 Ul/animal)
(grupo tratamento). No segundo dia os grupos foram trocados, 0s papagaios que foram
grupo controle passaram a ser grupo tratamento e os que foram tratamento passaram a
controle. Em cada dia coletou-se as fezes a cada 1 hora durante 10 horas. Este material
foi armazenados em criotubos e congelados a -20° C para posterior anélise. As fezes
foram liofilizadas. A progesterona foi extraida e depois analisada por radioimunoensaio
no Laboratério do Departamento de Reproducdo Animal da UNESP- Botucatu. A
investigagdo do comportamento das variaveis estudadas, referente aos tratamentos
aplicados, foi analisada como um delineamento crossover, sendo que para as dosagens
hormonais, a média dos machos e das fémeas foi observada em um periodo (horério),
constituindo uma parcela principal. A analise estatistica foi efetuada por meio do
programa GLM (SAS, 1985) e as conclusBes obtidas basearam-se ao nivel de 5% de
significancia pelo teste F e de Tukey. Foi tambem feita a estatistica descritiva, para
todos os individuos, pelo céalculo das médias e dos desvios padrdo. Houve diferenca
estatistica entre o grupo controle e o grupo tratamento, sendo que 0 grupo controle teve
0s niveis de metabdlitos de progesterona mais altos, quando os individuos foram
analisados conjuntamente ou quando se analisou apenas 0os machos. Quando se analisou
apenas os individuos fémeas ndo houve diferenca significativa entre os animais que
foram do grupo controle dos que foram do grupo tratamento.
Palavras-chave: papagaio verdadeiro, progesterona, radioimunoensaio, ACTH

Abstract

The aim of this study was to examine the effect of the infusion of ACTH in the
progesterone fecal levels in blue-fronted amazons (Amazona aestiva). It was used 8
blue-fronted amazons, being 4 females and 4 males, sexing for a sample of DNA for
PCR. It has been made two days of sampling, taking 7 days of interval between the
days. It was applied, on the first day, 0,2 ml of saline solution in 2 males and 2 females
(control group) and in the other 2 males and the other 2 females ACTH solution (25
IU/animal) (treatment group). On the second day the groups have been exchanged, the
blue-fronted amazons that were control group became the treatment group and the ones
that were treatment became control group. In each day, it has been collected the feces
every 30 min. for 10 hr. This material was stored in cryotubes and frozen at -20 °C for
further analysis. The feces were dried. The progesterone was extracted and after
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analyzed by radioimmunoassay in Laboratério do Departamento de Reproducéo Animal
da UNESP - Botucatu. The statistical analysis was made using the program GLM (SAS,
1985) and the conclusions obtained based (to the level of 5% of significance by the test
F and the Tukey. It was also made the descriptive statistics, for all individuals, by the
calculation of mean and standard deviation. There was statistical difference between
control group and treatment group, but the control group had the highest levels of
progesterone metabolites when the individuals were analyzed jointly or when examined
only the males. When examined only females, there was no significant difference
between control and treatment group.

Keywords: blue-fronted amazons, progesterone, radioimmunoassay, ACTH

Introducgéo

Apesar da preocupagdo mundial com a conservagdo dos animais selvagens se
observa um grande nimero destes em risco de extin¢do (Lopes, 2002).

No Brasil, de acordo com a nova lista do Ministério do Meio Ambiente, das
cerca de 370 espécies de animais extintas ou em vias de extin¢do, 43% sdo aves
(http://mww.mma.gov.br/port/sbf/fauna/index.cfm, acessado em 26/04/2007), entre as
quais se destaca 0 Amazona aestiva, por ser um dos papagaios mais procurados para
servir de animal de estimacéo (Sick, 1997).

Esta realidade alerta para a necessidade do desenvolvimento e implantagdo de
programas Vvoltados a conservacdo de animais ameacados de extingdo e,
consequentemente, para propiciar conservacdo das espécies, por meio de acles que
promovam a procriacdo e criem condigdes para a sobrevivéncia das populagdes de vida
livre em suas regibes de origem (Cockrem, 2005).

Contudo, para que os programas delineados tenham o efeito desejado, existe a
necessidade de um profundo conhecimento dos processos fisioldgicos e patologicos
relacionados as espécies objeto desses programas. Entre o0s diversos sistemas corporais
sujeitos a intensa investigacdo, destaca-se o enddcrino, por sua funcdo coordenadoras de
processos corporais relacionados ao crescimento, a reproducdo e as respostas
relacionadas as interacbes como meio ambiente (Cockrem, 2005).

Entretanto, a avaliagdo dos niveis plasmaticos dos diversos horménios,
apresenta, nos animais selvagens, importantes restricoes relacionadas, principalmente a
necessidade de contengdo, que desencadeia alteragcbes hormonais suficientemente
intensas para inviabilizar a correta interpretacdo dos valores determinados. Para
suplantar essa dificuldade, vém sendo desenvolvidas técnicas de monitoramento ndo
invasivo das concentragdes hormonais, especialmente por meio da dosagem de
esterdides fecais, extensivamente usada para acessar a fungdo reprodutiva e 0 estresse
em animais selvagens (Cockrem, 2005).

O estudo dos niveis plasmaticos e fecais dos hormonios relacionados ao eixo
hipotalamico-hipofisério-adrenal, principalmente cortisol e corticosterona, considerados
importantes indicadores de estresse, respectivamente, em mamiferos e aves, vem
fornecendo informagdes importantes para a avaliagdo de animais em cativeiro e em vida
livre.

Né&o existem nas aves estudos que sinalizem que os niveis plasmaticos e fecais
de progesterona se elevem em situacGes de estresse ou apds desafio com ACTH.

O objetivo deste trabalho foi determinar a concentracdo fecal de progesterona
em Papagaio Verdadeiro (Amazona aestiva) apds a administracdo intramuscular de
ACTH .
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Material e Métodos

Durante 0os més de junho de 2007, fora da estacdo de reproducdo, foram
selecionados 15 papagaios verdadeiro (Amazona aestiva) higidos, adultos de idades
variadas, identificados com anilha de centros de Triagem, oriundos de apreensdes feitas
pela Policia Ambiental do Estado de S&o Paulo e recebidas pelo Projeto de Reabilitagdo
e Soltura de Animais Silvestres do Centrofauna (Instituto Floravida-Anidro), no
municipio de Botucatu-SP.

Apos a sexagem dos animais, realizada pela técnica de PCR, empregando-se o
material do canhdo da pena colhido 15 dias apds o seu arrancamento, 8 aves escolhidas
ao acaso (4 machos e 4 fémeas) foram divididas em dois grupos, Grupo Controle e
Grupo Tratamento, cada um constituido por 2 machos e 2 fémeas.

Doze horas antes do inicio do experimento, no final da tarde do dia anterior, 0s
animais foram removidos do viveiro coletivo, acondicionados em gaiolas individuais
forradas com plastico e transportados para uma sala onde permaneceram até a manha
seguinte.

Inicialmente, na manh& seguinte, foi realizada a colheita das fezes produzidas
durante a noite e em seguida os animais dos grupos controle e tratamento receberam,
respectivamente 0,2 mL solugdo salina (0,9% de NaCl) e 25 Ul de ACTH diluidos em
0,2 mL de solucdo salina por via injetdvel no musculo peitoral.

Apo6s a administracdo das solucbes, a cada hora durante 10 horas, as fezes
produzidas em cada gaiola foram colhidas, acondicionadas em criotubos, que
permaneceram resfriados por até 10 horas a 5°C e em seguida armazenadas em freezer a
- 20°C.

Sete dias apds a realizacdo do experimento, este foi repetido invertendo-se os
grupos experimentais; o grupo controle passou a ser 0 grupo tratamento e o grupo
tratamento passou a ser 0 grupo controle, caracterizando um delineamento experimental
do tipo crossover.

Antes da determinagdo da concentracdo fecal de progesterona, as fezes foram
liofilizadas e novamente armazenadas a -20°C.

A extragdo hormonal foi realizadas diluindo-se 0,05 g de fezes em 1 mL de
metanol a 80% em um tubo de ensaio que foi hermeticamente fechado e agitado em
vortex. Posteriormente, o tubo foi acondicionado em misturador mecanico (agitador
Klini), onde permaneceu por 12 horas, sendo em seguida centrifugado a 1.710 x g por
15 min e o sobrenadante foi transferido para microtubos e armazenado em freezer a -
20°C.

A dosagem da progesterona fecal foi feita pela técnica de radioimunoensaio
(RIA), empregando-se o Kit comercial (DPC Medlab®, Los Angeles, CA, USA), no
Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
veterinaria da FMVZ - UNESP - Botucatu.

A investigacdo do comportamento das varidveis estudadas, referente aos
tratamentos aplicados, foi analisada como um delineamento crossover, sendo que para
as dosagens hormonais, para a média dos machos e das fémeas que foi observada em
um periodo (horario), constitui uma parcela principal. A anélise estatistica foi efetuada
por meio do programa GLM (SAS, 1985) e as conclusdes obtidas basearam-se ao nivel
de 5% de significancia pelo teste F e de Tukey. Foi também feita a estatistica descritiva,
para todos os individuos, pelo célculo das médias e dos desvios padrdo.

Resultados
Quando os animais foram agrupados de acordo com 0 sexo, nos machos 0 grupo
controle apresentou maiores concentracdes fecais médias de progesterona que o grupo
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tratamento, sendo os maiores valores observados 4, 6 e 10 horas apds a aplicacdo da
solucdo fisiologica para os animais do grupo controle e 8 horas ap6s a administracéo de
ACTH no grupo tratamento (tabela 1 e figura 1).

Esse comportamento ndo foi observado nas fémeas onde o grupo controle e
tratamento apresentaram valores semelhantes. Os maiores valores foram observados 1 e
10 horas ap06s a aplicacéo da solugdo fisioldgica para os animais do grupo controle e 4 e
8 horas apos a administracdo de ACTH no grupo tratamento (tabela 1 e figura 2).

Quando os dados de todos os individuos, independente do sexo, foram
agrupados de acordo com o grupo experimental, a semelhanca do observado nos
machos, o grupo controle apresentou maiores concentragdes fecais de progesterona que
0 grupo tratamento. Os maiores valores foram observados 1, 3, 6 e 10 horas apos a
aplicacdo da solucgdo fisiologica para os animais do grupo controle e 4 e 8 horas apos a
administracdo de ACTH no grupo tratamento (tabela 1 e figura 3).

Tabela 1. Valores médios (desvios padrdo) da concentracdo fecal de progesterona (ng.g™) de papagaio
verdadeiro (Amazona aestiva), em diferentes momentos ap6s a administracdo intramuscular de solucao
fisioldgica ou ACTH, respectivamente, nos animais dos grupos controle e tratamento, agrupados de
acordo com 0 sexo.

Horas Fémeas Machos Geral
Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento
* 123,71 * 26,57** * 91,33
0 (133,78) (109,97)
727,16 28,20** 51,83 ** 85,91** 501,76 57,06
1 (534,81) (543,29) (40,80)
388,70 263,90** 35,54 ** * 318,07 263,9**
2 (307,74) (309,80)
479,08 347,60** 546,13 51,67 512,61 149,31
3 (494,01) (780,94) (19,27) (585,59) (172,16)
244,40 599,81 604,82 141,78 388,57 370,8
4 (68,83) (886,73) (656,24) (138,75) (386,01) (620,61)
196,72 154,25** 411,22 148,57 282,53 150,47
5 (133,62) (103,63) (32,58) (159,43) (23,27)
223,02 184,25 583,37 67,86 367,16 117,74
6 (169,19) (235,40) (251,63) (40,52) (262,86) (152,19)
157,76 139,48 329,68 194,96 255,10 172,77
7 (108,09) (112,05) (70,18) (270,72) (121,66) (201,76)
73,40 283,20 233,07 368,18 141,83 325,69
8 (60,70) (284,97) (23,22) (381,81) (96,47) (315,19)
272,24 30,39 216,79 305,31 244,51 167,85
9 (173,37) (19,92) (136,64) (392,75) (147,51) (296,43)
641,33 41,62** 563,77 75,35 594,79 68,60
10 (622,25) (783,15) (48,00) (636,61) (44,22)

*sem producdo fecal, **producéo fecal por apenas um animal
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Figura 1: Valores médios da concentragdo fecal de progesterona (ng.g") de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva), em diferentes momentos ap6s a administragdo intramuscular de solucao fisioldgica
ou ACTH, respectivamente, nos machos dos grupos controle e tratamento.
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Figura 2: Valores médios da concentragio fecal de progesterona (ng.g™) de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva), em diferentes momentos apos a administracdo intramuscular de solucdo fisioldgica ou
ACTH, respectivamente, nas fémeas dos grupos controle e tratamento.
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Figura 3: Valores médios da concentragio fecal de progesterona (ng.g™) de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva), em diferentes momentos apos a administracdo intramuscular de solucdo fisioldgica ou
ACTH, respectivamente, em todos os individuos (machos e fémeas) dos grupos controle e tratamento.

Discussao

Observa-se, nos resultados encontrados que os valores médios da concentracao
fecal de progesterona elevaram-se nas primeira horas do periodo experimental tanto no
grupo controle quanto no grupo tratamento e, portanto, ndo foi possivel relacionar esse
comportamento apenas com a administragdo de ACTH; contudo, ndo se excluiu a
influéncia do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal nos resultados

Nos bovinos, desde 1972 a adrenal vem sendo estudada como uma possivel
fonte de progesterona em situagOes de estresse (Wagner et al, 1972), por meio de
desafios com ACTH. Entretanto, a interpretacdo adequada dos resultados do presente
estudo fica prejudicada em funcéo do limitado nimero de estudos e, consequentemente,
de informacdes sobre a fisiologia dos animais da Ordem dos Psitaciformes (Bercovitz et
al., 1979 apud Lee et al., 1999; Lee et al., 1999) .

Levando-se em consideragdo que 0s animais empregados estavam fora da
estacdo de reprodutiva e que metade destes eram machos, a progesterona fecal
encontrada nos animais provavelmente foi secretada por uma fonte extra-gonadal:
possivelmente a adrenal.

Diversos fatores reforcam essa hipdtese: o primeiro deles esta relacionado aos
procedimentos de manejo a que os animais foram submetidos durante a realizagcdo do
estudo. No fim da tarde do dia anterior, 12 horas antes do inicio do experimento, 0s
papagaios foram, um a um, capturados e retirados de seu ambiente de permanéncia
usual, viveiro coletivo, e colocados em gaiolas individuais. Na manha seguinte, os
animais foram novamente apanhados e contidos para a realizacdo das injecOes
intramusculares. O conjunto de procedimentos realizados, que ndo estavam
incorporados a rotina dos animais, portanto, pode ter desencadeado a liberacdo de
ACTH enddgeno e, conseqlientemente, estimulado a secrecdo adrenal de progesterona e



39

a subsequente elevacdo das concentracGes fecais deste horménio, como ocorre nos
bovinos (Yoshida & Nakao, 2005).

Observando-se a figura trés, que foram reunidos os valores médios de todo os
animais, machos e fémeas, dos grupos controle e tratamento, vé-se que o0 maior valor da
excrecdo do metabdlito de progesterona ocorreu entre 3 e 4 horas apds as manipulacdes
matinais, e que no grupo tratamento ocorreu um segundo valor elevado 8 horas apés
esses procedimentos. Estes resultados séo semelhantes aos encontrados por Lee et al.
(1999), que estudaram a dindmica de excrecdo fecal de esterdides sexuais, estradiol e
testosterona, em duas espécies de psitacideos e observaram que a partir da
administracdo intramuscular dos dois hormdnios, marcados com C14, o pico de
excre¢do aconteceu 4 horas depois. Resultados também semelhantes foram encontrados
por Denhard et al. (2003) que estudando galinha (Gallus domesticus), corvo marinho
(Phalacrocorax carbo) e falcdo (Accipter gentilis) determinaram que o pico de excre¢ao
fecal de glicocorticoides ocorreu 3,5 + 1,1 h ap6s o pico no sangue.

Nas fémeas, ndo é possivel a excluséo total da progesterona fecal detectada ser
também de origem ovariana, visto que apesar de as aves ndo formarem corpo liteo
(Mello, 1994), os foliculos produzem progesterona (Hafez & Hafez, 2004; Johnson,
2006), contudo, o fato de ter sido observado 0 mesmo comportamento nos animais do
sexo masculino, os altos valores encontrados nos dois sexos e os padrdes de pico,
sinalizam uma libera¢do aguda do horménio e ndo uma producdo continua e regular
como acontece na producgédo ovariana.

A hipétese de que a adrenal das aves secreta progesterona em situacdes de
estresse ndo encontra respaldo no estudo de Bluhm et al., (1983), que observaram que
fémeas de pato real (Anas platyrhynchos) fora da estacdo de reproducdo, mesmo sob
estresse mantém os niveis basais de progesterona plasmaética; contudo, como esses
autores submeteram apenas um animal a um protocolo de indugédo de estresse, esses
resultados devem ser interpretados com cautela e sinalizam a necessidade de novos
estudos.

A partir dos resultados obtido ndo foi possivel confirmar a hipdtese de que os
niveis fecal de progesterona se elevam em papagaio verdadeiro ap6s a o desafio com
ACTH, contudo, também ndo foi possivel excluir essa possibilidade, sendo necesséria a
conducdo de estudos mais controlados, principalmente no que diz respeito a
minimizacdo do estresse nos animais experimentais, para que a resposta endocrina ao
ACTH seja mais bem esclarecida.
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APENDICE

Tabelas de Estatistica

Tabela 2: Teste de Tukey para comparacdo de médias entre todos os individuos (machos e fémeas), ao
nivel de 5% de significancia, onde c é controle (aplicagdo de solucdo fisiologica) e t é tratamento
(aplicacdo de solucdo de ACTH). * Estatisticamente significativo a 5%.

Variaveis G.L S.Q Q.M F Pr>F
Horario 10 198841,2533  19884,1253 0,53 0,8560
Individuo 1 4972,8840 4972,8840 0,13 0,7192
Tratamento (c e t) 1 274892,8644  274892,8644 7,29* 0,0116
Residuo 28 1055287,344 37688,834
Total 40 1571759,853

Tabela 3: Teste de Tukey para comparacdo de médias entre os individuos machos, ao nivel de 5% de
significancia, onde c é controle (aplicacdo de solucéo fisiologica) e t é tratamento (aplicacdo de solugdo

de ACTH). * Estatisticamente significativo a 5%.

Variaveis G.L S.Q Q.M F Pr>F
Horario 10 247832,7175  24783,2718 0,68 0,7246
Tratamento (c e t) 1 245257,9479  245257,9479 6,68* 0,0323
Residuo 8 293542,5515  36692,8189
Total 19 763996,6429

Tabela 4: Teste de Tukey para comparagdo de médias entre os individuos fémeas, ao nivel de 5% de
significancia, onde c é controle (aplicacdo de solucéo fisioldgica) e t é tratamento (aplicacdo de solucédo

de ACTH).
Variaveis G.L S.Q Q.M F Pr>F
Horario 10 233075,2283  23307,5228 0,45 0,8860
Tratamento (c e t) 1 89789,1122 89789,1122 1,73 0,2210
Residuo 9 467355,5560 51928,3951
Total 20 805462,2579
Tabela 5: Média estatistica dos animais
Parametros Macho e Fémea Macho Fémea
Controle 339,8551 Aa* 348,7528 Aa 333,6852 Aa
Tratamento 171,1264 Bb 115,2967 Bb 199,6784 Ba

* Letras maiusculas iguais nas linhas e mindsculas nas colunas néo diferem significativamente ao nivel de

5 % de probabilidade.
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Figura 4: Médias da quantidades de metabélitos de progesterona encontradas nas fezes a cada hora de

coleta de fezes, no individuo macho I.
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coleta de fezes, no individuo macho I1I.
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Figura 8: Médias da quantidades de metabolitos de progesterona encontradas nas fezes a cada hora de
coleta de fezes, no individuo fémea II.
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coleta de fezes, no individuo fémea IV.



900

45

800

700

600

500

400

Progesterona (ng g‘l)

300 +

200 ~

100 -

Fémea VI

—e— Tratamento Controle

Horérios

11

Figura 10: Médias da quantidades de metabolitos de progesterona encontradas nas fezes a cada hora de
coleta de fezes, no individuo fémea VI.

1200

1000 -

800

600 4

Progesterona (ng g‘l)

400

200 +

Fémea VIII
—e— Tratamento Controle
0\\
T .
1 4 5 6 7 9 10 11
Horarios

Figura 11: Médias da quantidades de metabolitos de progesterona encontradas nas fezes a cada hora de
coleta de fezes, no individuo fémea VIII.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

