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“ Perguntaram ao Dalai Lama:

- O que mais te surpreende na Humanidade?

E ele respondeu:

- Os homens... Porque perdem a saiide para juntar dinheiro, depois perdem dinheiro
para recuperar a saide.
E por pensarem ansiosamente no futuro, esquecem do presente de tal forma que
acabam por ndo viver nem o presente nem o futuro. E vivem como se nunca fossem

morrer... e morrem como se nunca tivessem vivido” .
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MENSURACAO E MONITORAMENTO DA RESPOSTA DO ESTRESSE
EM QUEIXADAS (Tayassu pecari)

RESUMO

O estresse pode afetar a reproducdo de queixadas (Tayassu pecari) em cativeiro.
Observacdes comportamentais em conjunto com a mensuracio de metabdlitos de
glicocorticéides (MGlc) fecais, podem fornecer medidas efetivas para monitorar a
resposta de estresse. Esta possibilidade foi testada através do desafio do hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH). Foram testados trés tratamentos: 0,25 e 0,50mg/100kg de
peso vivo de ACTH, e solucdo salina como controle em seis queixadas machos adultos
através de delineamento de quadrado latino. Os tratamentos foram aplicados com
injecdo intramuscular ap6s a imobilizagdo dos animais as 09h:00 nos dias de desafio. As
fezes foram coletadas desde 72 horas antes da aplicacdo dos tratamentos até 120 horas
apos esta aplicacdo. No mesmo periodo, em sessdes diarias individuais com 15 minutos
de duracdo, foi feito o registro continuo do comportamento do animal focal, e
determinada a duracdo dos padrdes comportamentais indicadores de estresse. Para
dosagem hormonal, amostras das fezes foram liofilizadas, e posteriormente, passaram
por extracdo dos metabolitos, através de hidrélise e andlise pelo método
imunoenzimatico (ELISA). Os dados da variacdo da concentragdo hormonal durante o
periodo experimental e da ocorréncia e tempo de duracdo 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 aplicacdo dos tratamentos.
No periodo que antecedeu aos desafios a concentracdo dos MGlIc fecais foi de 160,5
(DP =61,2) ng g'l. Os animais atingiram o pico de excrecdo de MGlc fecais 24 horas
apos a aplicacdo da maior dose de ACTH seguido por um declinio. Este mesmo pico de
excrecdo de MGlc foi observado nas fezes dos queixadas coletadas até 24 horas apds
aplicacdo da menor dose de ACTH, mas a concentragdo destes metabdlitos ndo diferiu
da encontrada nas fezes dos animais quando receberam solucao salina cuja concentracio
permaneceu aproximadamente constante durante todo o estudo. Portanto, a
concentracdo de MGlc fecais reflete a atividade adrenal em queixadas e juntamente com
observacdes 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.
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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’ 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 (Fg, 120=9.5, P=0.00001). During the pre-challenge periods the glucocorticoid
concentration was 160.5 (SD = 61.2) ng g'l. The 0.50 mg IOOkg'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. REVISAO DE LITERATURA

1.1.  Caracteristicas da espécie

O Tayassu pecari, popularmente conhecido como queixada, € encontrado em
diversas regides do pais, € um mamifero da ordem Artiodactyla, faz parte da familia
Tayassuidae, especificamente americana. Pertencentes a esta familia também sio o
caititu ou cateto (Pecari tajacu) e o tagud (Catagonus wagneri) (MAYER;
WETZEL,1987). Os queixadas possuem uma distribuicio 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 cabeca triangular longa, desproporcionalmente grande em
relacdo ao corpo, e pescogo curto (FOWLER, 1993; SOWLS, 1997). O sentido da visdo
nestes animais é pouco agucado, no entanto, o bom olfato compensa esta deficiéncia
(FOWLER, 1993). O disco nasal é semelhante ao do porco doméstico (Sus scrofa),
achatado, movel, suportado por um osso rostral, conectado aos 0ssos nasais por uma
cartilagem e movido por uma musculatura bem desenvolvida (FOWLER, 1993;
SOWLS, 1997).

As pernas do queixada s@o consideradas finas e seus pés, relativamente
pequenos, quando comparados as suas proporcdes corporais (SOWLS, 1997). Apresenta
coloracdo 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 constituida de cerdas resistentes que provavelmente
proporcionam ao animal uma protecdo externa eficaz contra lesdes na pele, quando o
animal abre espaco na vegetagdo (SOWLS, 1997). O queixada adulto tem uma mancha

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

ks onte: Heneile N. Carvalhic
wele i, 3
Figura 1. Tayassu pecari
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Na regido dorsal central, a 12cm da base da cauda, apresenta uma glandula de
cheiro, que libera uma substincia de colorag¢do leitosa, usada para marcacio social
(NOWAK, 1991; BODMER; SOWLS, 1993; SOWLS 1997). Da cabeca a cauda, os
queixadas adultos medem entre 0,95 a 1,40m de comprimento, e podem alcangar até
0,6m de altura (MAYER; BRANDT, 1982; MAYER; WETZEL, 1987).

O periodo gestacional varia de 156 a 162 dias, podendo nascer de um a quatro
filhotes por parto, com média de 1,6 filhotes, com ocorréncia de partos durante o ano
todo (ROOTS, 1966; MAYER; WETZEL, 1987). Machos e fémeas 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 apds o parto (NOGUEIRA FILHO;
LAVORENTI, 1997; SOWLS, 1997). Nos membros da familia Tayassuidae nao ha
dimorfismo sexual aparente, com excecdo da presenga do escroto, visivel quando
observados a curta distancia (SOWLS, 1997; NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI,
1997, MARGARIDO, 2001; JACOMO, 2004).

A férmula dentdria 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 sdo Dbastante
desenvolvidos, extremamente afiados e visiveis, utilizados como arma de defesa em
combates interespecificos € como instrumento acustico, para gerar estalos altos, as
vezes ameacgadores (HERRING, 1972; SOWLS, 1997). A oclusdo dos dentes caninos
evita que a mandibula se desloque quando os animais mastigam sementes e castanhas
muito duras (HERRING, 1972; KILTIE, 1981b; KILTIE; TERBORGH, 1983).

Os queixadas sdo considerados onivoros, por eventualmente se alimentarem de
pequenos vertebrados e alguns invertebrados, mas a maior parte de sua alimentacio é
constituida por frutos, raizes e sementes (OLMOS, 1993; BARRETO et al.,, 1997,
MAYER; WETZEL, 1987; KILTIE 1981a; BODMER, 1990; KEUROGHLIAN et al,
2004). Possuem pré-estdmago (SOWLS, 1997), semelhante ao de animais ruminantes,
com microorganismos celuloliticos que realizam a fermenta¢do 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 dreas florestadas pouco alteradas para
sobreviver. Sua rea de uso varia de 60 a 200km” de extensdo percorrida periodicamente
pelos membros do grupo (KILTIE; TERBORGH, 1983; NOWAK, 1991; MARCH,
1996; SOWLS, 1997; KEUROGHLIAN, 2003; JACOMO, 2004). Esta espécie desloca-
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se muito para se alimentar dos frutos de buriti (Mauritia flexuosa), jeriva (Syagrus
romanzoffiana) e de outras palmeiras sendo, por este motivo, considerada migratéria
para alguns autores (KILTIE, 1981b; KILTIE; TERBORGH, 1983; BODMER, 1990;
FRAGOSO, 1992; SOWLS, 1997). Na realidade a espécie ndo migra, mas visita
constantemente toda a sua extensa drea de vida em busca de recursos alimentares para
os integrantes de seus grupos (FRAGOSO, 1992; 1994; SOWLS, 1997; FRAGOSO,
1998, 1999; KEUROGHLIAN; EATON, 2008).

Gregdrios, os queixadas chegam a formar bandos grandes que podem apresentar
de 50 a 200 individuos, 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 op¢do de defesa contra
predadores (KILTIE, 1981; KILTIE; TERBORGH, 1983; SOWLS, 1997). Sao animais
diurnos e em cativeiro adaptam as suas atividades aos hordrios de manejo ou a
influéncias externas (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997).

O Tayassu pecari possui ampla variedade de comportamentos sociais, sendo
notadas entre os individuos comunicacio por meio de vocalizagdes, posturas corporais e
estimulos olfativos (DUBOST, 1997; NOGUEIRA-FILHO, 1999; DUBOST, 2001).
Freqiientemente interagem socialmente, através de comportamentos agonisticos e
amigaveis. Estes tltimos, utilizados geralmente para manutengdo da coes@o entre 0s
membros do grupo. Apresentam uma hierarquia de dominéncia social linear, e o grupo,
geralmente € liderado por um macho alfa (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999; DUBOST,
2001). Nesta hierarquia os animais mais pesados s@o os mais dominantes e 0s
individuos mais submissos tém menor acesso aos recursos alimentares €, muitas vezes
permanecem na periferia dos grupos (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999). Os postos sdo
estabelecidos e mantidos através de conflitos ritualizados e por uma gama complexa de
sinais de comunicacio entre os membros do grupo (NOGUEIRA-FILHO et al, 1999;
DUBOST, 2001).

O estabelecimento de uma hierarquia, apesar de permitir aos individuos
dominantes a prioridade ao acesso de recursos limitados, reduz os niveis de agressdo no
grupo. Esta organizacdo pode beneficiar os integrantes do grupo porque evitam

interac¢Oes potencialmente custosas (FOURNIER; FESTA-BIANCHET, 1995).

14



1.2.  Importdncia do queixada

Os queixadas desempenham um importante papel na organizag¢do das florestas
tropicais, pois atua na distribuicdo, densidade e composi¢do das comunidades de plantas
ao predar algumas espécies e dispersar outras (TERBORGH, 1986; BODMER, 1991;
FRAGOSO, 1994; 1998). Além disso, nos paises Neotropicais, a fauna silvestre € uma
fonte importante de proteina animal para a subsisténcia de populacdes que dependem
dos recursos florestais para sua sobrevivéncia (ROBINSON; REDFORD, 1991).

Além da carne, a pele de pecaris tem importdncia econdmica para muitos
habitantes do Neotrépico (BODMER, 1999; ALTRICHTER; ALMEIDA, 2002). De
1946-1966, mais de 800 000 peles de queixadas foram exportadas de Iquitos, Peru, para
paises europeus (FANG et al., 2008). Alemanha, Francga, Itdlia, Austria e Suiga, sdo os
maiores importadores da pele destes animais para a confec¢do de artigos de couro como
luvas (FANG et al., 2004). Na dltima década o trafico de couro de pecaris declinou na
América Latina. Atualmente, o Peru € o tnico pais que exporta legalmente em torno 35
000 couros de pecaris, caititus e queixadas, por ano (FANG et al., 2008).

Para diminuir os efeitos da caca de queixadas estdo sendo propostas reservas de
grande porte e a sua criagdo em cativeiro, e posterior soltura, para repor as perdas pela
caca (PRIMAC; RODRIGUES, 2001). A caga desses animais e de outras espécies
cinegéticas dos Neotrdpicos, contudo, ndo garante a seguranca alimentar dessas
populagdes 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 caca ilegal que, associada a destruicdo de hébitats,
tem causado a perda desses recursos naturais (ROBINSON; REDFORD, 1991). Por
estes motivos, a criagio destes pecaris em cativeiro é apontada como alternativa para a
producdo de proteina animal e até mesmo como alternativa economica (NOGUEIRA-
FILHO; NOGUEIRA, 2004).

Os queixadas apresentam potencial zootécnico devido a sua facilidade de
adaptacdo ao cativeiro, seu rapido crescimento, podendo atingir 45 kg em cativeiro,
chegando a idade para o abate a partir dos 10 meses com 22 a 25 kg de peso vivo
(NOGUEIRA-FILHO, 1999), e habitos alimentares que permitem sua criacdo com
recursos alimentares disponiveis localmente (MORAES, 1992; ALTRICHTER, 1999).
Adicionalmente, devido ao fato de serem gregérios e formarem grandes grupos mistos,

podem ser feitas grandes criagdes aproveitando-se dreas marginais das propriedades
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agricolas (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI, 1997). Produzem carne com baixos
teores de gordura, que a torna uma alternativa mais sauddvel a carne de suinos, e sua
pele, fina e resistente para confec¢do de luxuosas pecas finas de couro (NOGUEIRA-

FILHO; LAVORENTI, 1997).

1.3.  Bem-estar animal e fisiologia do estresse: sintese de glicocorticoides

A densidade populacional e a extensdo de areas de criacdo de queixadas podem
afetar seu bem-estar e producdo em cativeiro, visto que se reproduzem facilmente
densidades de um individuo para 200 a 250m? (NOGUEIRA-FILHO; LAVORENTI,
1997; MANGINI, 1999). Enquanto em zooldgicos e outros locais que os mantém em
pequenas areas, abaixo de 6m? por individuo, estes animais apresentam dificuldade de
reproduzir, além de haver registro de mortes de adultos e infanticidios (SOWLS, 1997;
NOGUEIRA et al.,, 1999). Conseqiientemente, instalacdes e priticas de manejo
inadequadas podem ser consideradas agentes estressores e afetar a produtividade da
espécie.

Uma preocupagao atual € a diminuigcdo destas situacdes adversas do cativeiro nas
criacoes de espécies silvestres de potencial zootécnico. Neste contexto, o bem-estar
animal tem importincia crucial para produgdo de animais silvestres e a busca de
mecanismos para monitorar e reduzir o estresse ¢ um de seus pré-requisitos. O bem-
estar animal é o “estado de harmonia entre o animal e seu ambiente, caracterizado por
condicdes fisicas e fisiologicas otimas e alta qualidade de vida do animal” (BROOM,;
JOHNSON, 1983; BROOM; MOLENTO, 2004). O animal em boas condi¢cdes de bem-
estar possui suas necessidades fisioldgicas, comportamentais, fisicas e psicoldgicas
atendidas e caso o organismo falhe ou tenha dificuldade em se adaptar ao ambiente, isto
¢ uma indicacdo 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 observacdo de que diferentes condigbes fisicas e
psicolégicas desestabilizam a homeostase do organismo e geram um conjunto de
alteracdes corporais que caracterizam a “Sindrome Geral de Adaptacdo” (NEYLAN,

1998; GRAEEF, 2003). Nesta sindrome, os agentes estressores, como hipoglicemia, frio,
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exercicio muscular, fome, sede dentre outros, provocam a atividade neuroenddcrina do
sistema nervoso autdonomo simpatoadrenal, que resulta na secre¢do de catecolaminas a
partir da medula adrenal. As catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, sdo as
responséveis pelas respostas emocionais relacionadas ao estresse e provocam a reagio
fisica imediata do organismo através da ampliagdo das taxas de sistole cardiaca e
respiratéria, da vasoconstricgdo das veias sanguineas e da contragdo muscular
(LINGLE; PELLIS, 2002). Estas reacdes fisicas sdo desencadeadas pela elevacio
imediata na concentracio do cdlcio no citosol que acompanha a secrecdo destes
hormonios (LAY JR, 2002; GRAEF, 2003).

Quando as fibras ganglionares colinérgicas no grande nervo esplancnico sdo
ativadas por um estimulo estressor, o neurotransmissor acetilcolina € liberado pelas
terminagdes nervosas (ETTINGER; FELDMAN, 1997). Esta libera¢do desencadeia a
despolarizagdo das membranas das células cromafins da medula supra-renal,
aumentando sua permeabilidade ao sédio. Por sua vez, esta despolarizagdo induz ao
influxo de fons cdlcio, que estimula a abertura dos granulos secretérios e consequente
liberagdo de catecolaminas na circulagdo sanguinea (LANSBERG; YOUNG, 1992). A
secrecdo das catecolaminas pela medula supra-renal representa parte integrada da reagdo
de ‘luta ou fuga’, evocada pela estimulacdo do sistema nervoso simpético (LINGLE,;
PELLIS, 2002). Um animal nesse estado decide se fica e luta ou se foge, quase que
instantaneamente. Nos dois casos, a reagdo de alarme simpdtica faz com que as
atividades subsequentes desse animal sejam bem mais intensas (GUYTON; HALL,
2006).

Quando um estimulo atua sobre os sentidos do animal, o sistema nervoso
periférico aferente o recebe e o transporta as dreas sensitivas do sistema nervoso central.
Diante deste estimulo, o sistema nervoso simpético e o eixo CRH hipotalamico-ACTH
hipofisario-cortisol supra-renal operam conjuntamente, em busca de diminuir seu
impacto (GUYTON; HALL, 2006).

Em resposta a um estimulo estressor (Fig. 2), o sistema nervoso simpético
incentiva o hipotdlamo a liberar o hormonio corticotréfico (CRH). Este hormonio atua
na hipéfise, induzindo a secre¢do do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH). Por sua
vez, o ACTH ativa o cértex adrenal para produgdo dos hormonios glicocorticoides —
cortisol ou corticosterona, e a elevacdo dos seus niveis plasmdticos incrementa os niveis
plasmaticos das catecolaminas (ETTINGER; FELDMAN, 1997; GONZALEZ; SILVA,
2003; LANE, 2006).
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Regulacdo da Secrec¢ao de Glicocorticéides

Estimulo estressor -
- Hipotadlamo

1 +
Efeitos

Sistémicos ﬁ@iﬁ : ____Adeno-Hipdfise

Producéo e liberacdo

Catecql:’:imlnas . — Cortex Adrenal
plasmaticas e

Glicocorticoides

Figura 2. Regulagao da secregao de glicocorticéides mediante estimulo estressor.
Fonte: Adaptado de SAPOLSKI et al. (2000)

Tanto as catecolaminas quanto os glicocorticéides sdo hormdnios produzidos e
liberados no organismo em situagdo de estresse. Todavia, as catecolaminas sio
hormdnios com uma por¢ado amina e de grande afinidade com dgua, o que a torna uma
substancia instdvel e dificulta sua extracdo para sua determinagdo. Outro motivo que
também dificulta sua extracdo € a rapidez com que as catecolaminas sdo degradadas nos
diversos tecidos, onde t€m pequena duracio de agdo. Ja os glicocorticdides, hormonios
esterdides, sdo lipossoliveis, podendo ser extraidos com maior facilidade e possuem
vida 1til mais durdvel devido a maior estabilidade da sua composicdo quimica
(GONZALEZ; SILVA, 2003). Adicionalmente, a secrecdo dos glicocorticéides aumenta
em resposta a qualquer tipo de estresse sofrido pelo animal (TOUMA; PALME, 2004).
Por este motivo, estes hormdnios podem ser utilizados como pardmetros para
monitoramento da atividade adrenal e de distdrbios de resposta da glandula adrenal
(MORTON et al., 1995; MOSTL; PALME, 2002).

Os efeitos dos glicocorticéides sao diversos e amplos, tais como: alteracdes no
metabolismo de carboidratos (estimulo da gliconeogénese — producio de glicose a partir
de proteinas e outras substincias, diminui¢do da utilizacdo da glicose pelas células,
elevagdo da glicemia e do diabetes supra-renal), de lipidios (mobilizacdo dos 4cidos
graxos e utilizacdo para fornecimento de energia, desenvolvimento de cetose e
obesidade com deposi¢do de gordura excessiva no térax e na cabeca) e de proteinas
(redugdo de reservas protéicas celulares, aumento da proteina hepdtica e das proteinas
plasmaticas, aumento dos niveis sanguineos de aminodcidos, redugcdo do transporte de
aminodcidos para as células extra-hepdticas e maior transporte para as células hepaticas)

e manutencdo da homeostase nos sistemas: cardiovascular, imunolégico, endécrino, do
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rim, da musculatura esquelética, do sistema enddcrino e do sistema nervoso (GUYTON;
HALL, 2006). Além disso, aceleram o catabolismo permitindo a utilizacdo da energia
disponivel para o reparo de danos sofridos pelo organismo (GRAEFF, 2007),
influenciam no metabolismo da glicose incrementando seu nivel no sangue, aceleram a
degradacdo de proteinas e possuem diversos efeitos antiinflamatérios e
conseqiientemente, reduzem as respostas corporais as lesdes teciduais pelo bloqueio da
maioria dos fatores que promovem a inflamacio (MORMEDE et al., 2007).

Em um estado prolongado de estresse estas mudangas tornam-se patoldgicas
com a posterior atrofia do timo, que € importante 6rgdo do sistema imunolégico
(BOHUS, 1986; SAPOLSKY et al., 2000; LAY JR, 2002) e outra possivel alteragéo € a
hipertrofia da camada cortical da glandula adrenal, que secreta na circulagdo sanguinea
os hormonios corticéides - mineralocorticéides e glicocorticéides (GRAEFF, 2003).
Contudo, os glicocorticéides sdo liberados pelo organismo ndo somente em resposta ao
estresse, mas também em situagdes de ajustes fisiologicos as diferentes exigéncias
bioldgicas que ocorrem durante o ciclo de vida, como por exemplo, crescimento,
gestacdo e lactacdo, alteracdes denominadas estados de alostasia (KORTE et al., 2007,
LANDYS et al., 2000).

De maneira geral, a resposta de estresse pode ser dividida em trés fases: alarme,
resisténcia e esgotamento. Na fase de alarme ou excitagdo, ocorre o reconhecimento do
estimulo estressor pelo organismo, e é caracterizada pelo aumento da capacidade
organica de resposta, com ativagdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e do eixo
Hipotdlamo-Hipoéfise-Adrenal (HHA), que desencadeiam a secrecdo de catecolaminas
(norepinefrina e epinefrina) e de glicocorticéides (LUNDBERG, 2000; McEWEN, 2000a).
Caso o estimulo seja mantido, ocorre um aumento do catabolismo e producdo de
energia (MORMEDE et al., 2007), a capacidade de reacdo diminui e o organismo
desenvolve mecanismos adaptativos durante a fase seguinte, denominada fase de
resisténcia.

Quando a adaptagdo ndo ocorre, o animal entra na fase de esgotamento ou
exaustdo, os niveis elevados de glicocorticéides passam a ter efeitos deletérios ao
organismo, como: reducdo das taxas de crescimento e de reproducdo, que leva a
infertilidade e supressdo da resposta imunoldgica, tornando o individuo suscetivel a
disturbios renais, cardiovasculares, gastrintestinais e/ou imunoldgicos. Tais efeitos
levam ao aumento no nimero de animais doentes e eventuais mortes (LUNDBERG,

2000; MCEWEN, 2000a; LAY Jr, 2002).

19



Sob estresse os individuos também podem apresentar alguns comportamentos
excessivos e exagerados — estereotipias. Estes sdo comportamentos repetitivos sem
fun¢do ou objetivo aparente, que atuam como indicadores de estresse (MASON , 1991;
DAWKINS, 2003), e podem ser causados por efeitos fisiolgicos, desencadeados pela
exposicdo aos agentes estressores, tais como: dor, fome, sede, condicdes extremas de
temperatura (calor/frio), entre outros agentes prejudiciais a sadde, tais como

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

1.4.  Metabolismo e excre¢do de glicocorticoides

Depois de seu catabolismo no figado, os esterdides s@o eliminados na urina ou
bilis como conjugados. No intestino estes metabdlitos podem ser reabsorvidos pela
circulag@o entero-hepdtica ou sdo desconjugados por bactérias e eliminados metabdlitos
de glicocorticéides livres em pequenas proporc¢des através das fezes ou urina (SHILLE,
1990; BROWNIE, 1992; NORRIS, 1997; KEAY, 2006). O periodo entre a circulacio
dos esterdides no plasma e sua detec¢do nas amostras de urina € curto, menos do que 5
horas. Por outro lado, os metabdlitos dos glicocorticéides fecais t€m um tempo que se
aproxima do periodo necessdario para a passagem intestinal da bile pelo reto, sendo este
periodo 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 glicocorticéides ja foi descrito para algumas espécies tais
como coelho (Orictolagos cuniculos), rato (Rattus norvergicus), camundongo (Mus
musculus), pred (Cavia porcellus) e carneiro (Ovis aries) (HAN et al.,1983; PALMER,
1997; SENCIALL, 1992; QUINKLER 1998; BREUER et al., 2004). Na maioria dos
mamiferos, como por exemplo, cies domésticos (Canis familiaris), sagiiis (Callithrix
jachus) e bovinos (Bos taurus), o cortisol é o principal glicocorticéide circulante
(SCHATZ; PALME, 2001; BREUER et al, 2004; SOUZA; ZIEGLER, 1998;
SALTZMAN et al., 2004). A corticosterona, por sua vez, € encontrada com maior
freqii€éncia 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 niveis plasmdticos de glicocorticéides apresentam ritmo circadiano e as
concentracdes basais variam ndo s6 em diferentes horas do dia, mas também entre

espécies e individuos da mesma espécie (MC EWEN et al., 1996; RUIS et al., 1997,
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HUBER, 2003b). Goyman e Wingfiled (2004) declaram que o cortisol tem sido o
hormoénio de eleiciao para o estudo do estresse e bem-estar animal, considerando que alta
concentracdo plasmadtica de cortisol implica em quebra da homeostase ou auséncia do
bem-estar, sendo esta relacdo observada em trabalhos com suinos (Sus scrofa), vicunhas
(Vicugna vicugna) e ongas (Panthera onca) (RUIS et al., 1997, BONACIC et al., 2003;
MORATO et al., 2004).

O metabolismo e excrecao dos hormdnios esterdides diferem entre as espécies, e
por essa razdo todo monitoramento enddcrino deve ser antecipadamente validado para
cada espécie antes de sua aplicagio (SCHWARZENBERGER et al., 1996; TOUMA,;
PALME, 2005). E necessdrio identificar a rota de excrecdo, mais importante para as
espécies de interesse, se via fezes ou via urina, bem como, o tipo de glicocorticéide
(cortisol ou corticosterona) e propor¢do de metabdlitos presentes nas amostras para
marcacdo enzimdtica ou radioativa dos glicocorticéides, para posterior realizacdo de

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

1.5. Métodos e técnicas de dosagem hormonal

A crescente preocupacdo com o bem-estar animal nas dltimas décadas levou a
um aumento da consciéncia das necessidades de monitorar e reduzir o estresse nos
animais (BROOM et al., 1991), estendendo-se tanto aos domésticos de companhia
quanto aos de producdo, além de animais silvestres mantidos em cativeiro ou manejados
em vida livre. E para tanto tem sido utilizados métodos para estudos comportamentais e
fisiol6gicos principalmente através de medidas hormonais. As principais técnicas
utilizadas para dosagem hormonal sdo: radioimunoensaio - RIE e Ensaio de
imunoadsor¢do enzimatico - ELISA (JERICC) et al., 2002; DEHNHARD et al., 2003).
Estes métodos possuem a capacidade de mensurar pequenas por¢des de hormonios em
diversos fluidos bioldgicos, sendo acuradas e precisas para avaliar os niveis hormonais
das variadas espécies, devendo levar em conta os equipamentos disponiveis, técnicas e
exigéncias de cada método (JERICC) et al., 2002; MOSTL et al., 2005).

Os métodos atuais utilizam ensaios imunolégicos de competi¢cdo, nos quais o
hormodnio a ser quantificado (antigeno presente na amostra) deve competir com um
antigeno marcado, por uma quantidade limitada de anticorpo especifico para o
hormdnio analisado. Por sua vez, o radioimunoensaio € uma técnica imunoldgica que

utiliza moléculas marcadas com radioisétopos para detectar antigenos ou anticorpos em
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uma determinada amostra (urina, extrato fecal, soro etc.). O RIE é baseado na
observagdo de que a reacdo entre anticorpos e antigenos soldveis, em condi¢des Gtimas,
forma um precipitado de antigenoanticorpo ou um agregado insoliivel (JERICO et al.,
2002). O método de RIE incorpora uma reagcdo de ligacdo competitiva, na qual uma
quantidade fixa de antigeno radio-marcado e antigeno da amostra competem por um
nimero limitado de sitios de ligagdo de anticorpos especificos. Ambos os antigenos,
marcados e ndo marcados, ligam-se ao anticorpo e formam complexos precipitaveis.

Os antigenos marcados livres e os ligados ao anticorpo, entio, sdo separados por
centrifugacdo, decantagfo etc., antes de se mensurar a radioatividade dos radioisétopos
ligados. A concentragdo de antigeno nas amostras testadas € inversamente proporcional
a quantidade de radioatividade na fracdo ligada (JERICO er al., 2002). As vantagens do
RIE sdo: a alta sensibilidade para detectar antigenos em concentracdes inferiores e a
praticidade quando muitas amostras sao testadas em conjunto. Na maioria dos kits de
RIE, os tubos ja possuem forracdo com o anticorpo especifico, diminuindo assim a
quantidade de pipetagens a serem realizadas e facilitando o processo de separacdo
(JERICO et al., 2002). As desvantagens deste método sio: a utilizacio do radiois6topo
1251 que exige licenca e instalacdes adequadas para sua manipulacdo e descarte,
ocasionando ainda, problemas de armazenamento e, principalmente, o perigo de
exposicdo a sua radiagdo.

O método ELISA ¢ semelhante ao RIE, no entanto, ao invés de um radioisétopo,
usa um marcador enzimatico, no qual o antigeno (ou anticorpo) estd ligado a uma fase
s6lida, isto é uma placa de microtitulagio (JERICO er al, 2002). A vantagem das
técnicas de ensaio imunoenzimdticas, que utilizam enzimas para a marcacdo do
anticorpo, é o ndo emprego de materiais e equipamentos radioativos, de custos elevados,
que podem causar contaminagdo pessoal e ambiental e necessitam de licencas especiais
para serem utilizadas (JERICO er al, 2002). Ambas as técnicas possuem suas
necessidades, no entanto, as exigéncias apresentadas no uso de ELISA sdo menores que
as encontradas na utilizacdo do RIE. Técnicas imunoenzimaticas t€m sido usadas de
maneira eficaz para mensurar o nivel de metabdlitos glicocorticoides em diversas
espécies, sendo considerado um método pratico por permitir uma andlise conjunta de
uma grande quantidade de amostras (PEREIRA, 2007). Todavia, ambos os métodos
apresentam desempenhos semelhantes na avaliacio da fungdo adrenal (JERICO er al.,

2002).
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Tanto as diferencas no metabolismo de esterdides nas espécies quanto a ac¢do da
microflora intestinal ocasionam a apresenta¢do de multiplos metabdlitos nas fezes e na
urina, com pouquissima quantidade de cortisol puro. Em decorréncia disto, testes que
utilizam anticorpos de glicocorticéides muito especificos podem dar resultados

relativamente baixos (WASSER et al., 2000).

1.6.  Critérios para escolha das técnicas de monitoramento

A contengdo fisica de animais silvestres para coleta de sangue eleva
rapidamente, em 5 a 10 minutos, os niveis basais dos corticdides plasmadticos e alcanca
niveis elevados em 30 a 60 minutos (SAPOLSKY, 1982; MILLSPAUGH et al., 2001).
Esta elevacdo dificulta a mensuracdo destes hormonios interferindo nos resultados
obtidos, por ndo refletir o perfil do animal (FERRE et al., 1998; YOUNG, 2004).

Amostragens seriadas, como estudos sobre a atividade enddécrina 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 dificil
puncionamento) (CHELINI, 2006). Por este motivo, a mensuracdo por amostras de
sangue se realiza mais freqiientemente em animais domésticos. Para espécies silvestres
¢ recomendado uso de métodos ndo invasivos através, por exemplo, da mensuracio
retrospectiva dos metabdlitos nas fezes e urina (WASSER et al., 2000; OSTNER et al.,
2002; TOUMA; PALME, 2004) ou que permita mensurar secre¢do imediata dos
corticéides, 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 relacdo entre os niveis hormonais € o comportamento
dos animais em todos os taxons (WASSER er al., 2000). Tais técnicas ndo invasivas
tém 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 dominancia social (SANDS; CREEL, 2004;
LANGMORE et al., 2002).

A diminui¢do no sofrimento provocado aos animais certamente é o principal
motivo para o uso destas técnicas ndo invasivas para avaliar o bem-estar e outras
condicdes fisioldgicas (YOUNG et al., 2004). A medida retrospectiva permitida pela

mensuracido dos metabdlitos de corticoides fecais pode representar a média na produgdo
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hormonal durante um prazo considerdvel, como nao hd manipulacido do animal, ndo ha
alteracdo dos niveis obtidos no dia da coleta, o que € vantajoso para hormonios pulsateis
como os corticdéides (SCHATZ; PALME, 2001; PALME, 2005). Como as amostras de
urina sdo obtidas com o uso de gaiolas metabdlicas, esta técnica de mensuragdo ndo é
utilizada para animais silvestres. Os corticéides presentes na saliva, por sua vez, estdo
diretamente relacionados com os corticdides livres no sangue, representando 10% do
que se encontra no plasma usado como referéncia (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,
2005). Ha uma demora de aproximadamente um minuto para que os glicocorticéides
secretados no sangue aparecam na saliva. Para usar esta mensuracao para avaliar o bem-
estar, portanto, € necessdrio que a espécie estudada seja acessivel ou que haja um
periodo de habituacio antes da coleta de material (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,
2005).

Os dados de andlises de metabdlitos fecais podem representar a atividade
secretora da glandula de maneira geral, ndo apenas episddios isolados ao longo do ritmo
circadiano, dependendo do tempo de trinsito intestinal e constancia da coleta de
amostras (GRAHAM; BROWN, 1996b). Além desta caracteristica, estas andlises
destacam-se por serem de baixo custo em relagdo as dosagens plasmaticas e,
principalmente e por ndo necessitarem de nenhum tipo de manipulacido animal para a
coleta das amostras (VON DER OHE; SERVHEEN, 2002).

Foram desenvolvidos e testados com sucesso métodos para medir os grupos de
metabolitos de glicocorticéides (cortisol e corticosterona) nas fezes e na urina de varias
espécies de animais domésticos de produgdo como ovelhas (Ovis aries), bovinos (Bos
taurus), suinos (Sus scrofa) e galinhas (Gallus domesticus) (PALME et al., 1996;
MOSTL; PALME, 2002; DEHNHARD et al., 2003). Também foram feitos estudos com
animais silvestres como sagiii (Callithrix jachus), hiena (Crocuta crocuta), chita
(Acinonyx jubatus), veado galheiro (Odocoileus virginianus), elefante africano
(Loxodonta africana), corga (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 validagdo fisiologica através do desafio de ACTH

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

monitorar a resposta de estresse € fundamental que seja feito o teste de validagdo. Esta
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validacgdo ¢ feita para avaliar se a mensuragido hormonal reflete efetivamente os eventos
fisiolégicos de interesse, no caso a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal
(HHA) (BROWN et al., 2004). Este teste envolve a comparacdo entre dois tipos de
métodos de inducdo da secrecdo de glicocorticoides, seja por estimulo natural
(validagdo bioldgica), como, por exemplo, manejo de rotina em animais de cativeiro; ou
por estimulo da produgdo hormonal a partir da administracio de drogas (validacdo
farmacoldgica), como por exemplo, hormonio adrenocorticotréfico sintético (ACTH)
demonstrando a causa-efeito relacionado entre a administragdo exdgena e subseqiiente
excrecdo do hormonio (PALME et al., 2005).

O desafio do ACTH é um método de validagdo amplamente utilizado para a
inducdo de respostas neuroenddcrinas ao estresse com o objetivo de estimar o grau de
alteracdo existente na atividade do cortex da adrenal, entre uma atividade anterior e a
provocada pela aplicacdo do horménio sintético, (HERNANDEZ-JAUREGUI et al.,
2005). O hormonio sintético ACTH injetado mimetiza uma resposta natural da adrenal
ao estresse causando um rapido aumento na corrente sanguinea de glicocorticéides que,
posteriormente, se refletird no nivel dos metabdlitos destes hormdnios nas fezes,
retornando aos niveis basais apds certo tempo, este periodo pode variar entre as espécies
(NORRIS, 1997). Experimentos com ungulados mostraram o aumento dos metabdlitos
dos glicocorticdides fecais apds o desafio do ACTH (BONACIC et al., 2003).

As dosagens de hormoénios utilizadas nestes trabalhos s3o muito variadas.
Existem evidéncias, porém, de que 0,25 mg de ACTH exdgeno estimulard a atividade
adrenocortical e tem o mesmo efeito que 25 Ul do ACTH endégeno em humanos e
outros mamiferos (CHELINI, 2006). A dosagem variavel entre 10-50 UI de ACTH ¢é
freqiientemente 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 relacdo entre as doses de ACTH aplicadas com o incremento dos metabdlitos fecais
de glicocorticéides (MOSTL; PALME, 2002).

E importante ressaltar que as limitagdes da técnica para mensuragio hormonal
em substratos organicos sejam definidas. Particularmente em extratos fecais, os
protocolos para coleta, armazenamento e processamento das amostras devem ser
rigorosamente controlados. Esterdides em fezes e urina sdo altamente susceptiveis a
degradacdo, provavelmente devido ao elevado nivel de bactérias presentes (WASSER et

al., 2000, BROWN et al., 1996, KHAN et al., 2002). A degradacdo da amostra muda a
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concentracdo de metabdlitos, o que pode ocasionar uma impressdo enganosa de
acréscimo nos niveis hormonais com o tempo desde a amostragem (KHAN et al,
2002).

Diversos fatores podem influenciar no nivel de glicocorticdides, e de todos os
outros esterdides, que se espera que tenham reflexo na concentragdo dos seus
metabodlitos fecais. Dentre estes fatores estdo diferengas entre as espécies, variagdo
diurna, sexo e estado reprodutivo, habituacdo, dieta e posi¢do hierdarquica (PALME,
2005; LANE, 2006; MOHR et al., 2010).

O reldgio cronobiolégico pode influenciar o nivel basal da secrecdo de
glicocorticdide que também se submete a um ritmo diurno resultando da variacdo
ciclica na secre¢do de hormonio corticotréfico (CRH) (CAVIGELLI et al., 2005;
TOUMA et al., 2003) e pode refletir variagdes diurnas e sazonais (WINGFIELD et al.,
1994; ASTHEIMER et al., 1994; KEAY et al., 2006). Em humanos, por exemplo, ha
aumento na secrecdo de CRH nas primeiras horas da manha que resulta em maior
disponibilidade de energia, apds a liberacdo de glicorticéides (LEVINE et al., 2007)
Este aumento matinal de glicocorticéides e de seus metabdlitos também pode ser
observado em primatas ndo humanos (SOUZA et al., 1988; LYNCH et al., 2002).

Poucos estudos investigaram diferenca na excrecdo de glicocorticéides quanto
ao género nas espécies. Alguns destes demonstraram pouca diferenca nos niveis basais
de machos e fémeas de glicocorticéides fecais em diversas espécies silvestres, como por
exemplo, cervideos e primatas ndo 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 possivel utilizar-se destes hormdnios para
monitorar eventos estressantes em populagdes mistas (LANE, 2006). Em oposicdo,
outros estudos sobre reprodugdo, sugeriram que ha variagdo na quantificacdo 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 niveis de cortisol durante o periodo estral da fémea (LYNCH et al.,
2002) e com machos de macacos muriquis (Brachyteles arachnoides) que também
aumentaram seus niveis durante o periodo de acasalamento (STRIER; ZIEGLER,
1997). O aumento de glicocorticéides fecais estd diretamente relacionado com o
aumento do nivel de estrogénio durante a gestacdo, provavelmente devido a um efeito
positivo dos altos niveis destes no eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e a

liberagdo do horménio CRH pela placenta, podendo servir como indicadores de paricio
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em bovinos. Este aumento, porém, nao deve ser considerado como pardmetro para

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

Por estes motivos, é necessdria a realizacdo de estudos para a validacdo de
técnicas que examinam respostas ao estresse, seja em virtude da influéncia do ambiente
fisico 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 reducdo nos niveis de resposta. Por
exemplo, fémeas de chita (Acinonyx jubatus) que foram mantidas em pares em
cativeiro, mostraram sinais comportamentais claros de estresse e diminui¢do da funcio
ovariana, porém apresentaram niveis de glicocorticéides similares aos de fémeas

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

A composicdo da dieta que um animal consome pode ter um efeito no cortisol e
no nivel de metabdlitos excretados nas fezes (KEAY er al., 2006; LANE, 2006).
Diferentemente dos animais de produg@o, ou de animais silvestres mantidos em
cativeiro, € impossivel, entretanto, determinar a dieta de animais em vida livre.
Aparentemente, mudangas sutis na dieta do dia-a-dia, tanto de animais cativos quanto
nos de vida livre, ndo afetam os niveis de glicocorticdides fecais. Contudo mudancgas
dramaticas no estado nutricional que possam levar a fome agem como um estressor o
que, por sua vez, terd um efeito significativo nos niveis de glicocorticéides (WASSER,

1993; LANE, 2006).

Em espécies sociais, o estabelecimento da hierarquia dentro de um grupo pode
agir como um potente estressor e as condigdes de domindncia e subordinacdo
ocasionam alteragdes nos niveis de glicocorticéides fecais. Alguns estudos foram
realizados medindo a relagdo entre posicdo hierdrquica e estresse com conseqiiente
mensuracdo dos niveis de glicocorticdides fecais. Por exemplo, Sands e Creel (2004),
observaram que entre lobos (Canis lupus) os niveis de glicocorticéides fecais foram
mais altos em animais dominantes do que em subordinados, para ambos 0s sexos,
especialmente durante a época de acasalamento. Isso levou os autores a concluir que o
custo da dominancia € maior do que o da subordinacdo, devido ao estresse social.

Para utilizacdo de métodos de dosagem, além da validacdo fisiologica e dos
métodos de dosagem da resposta adrenocortical, é necessaria a validacdo laboratorial.
Com este propdsito € feita uma curva padrdo, também chamada de curva de dose-

resposta, principal ferramenta utilizada para a quantificacdio hormonal no método
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escolhido. A dose é a concentracdo de hormoénio na amostra e a resposta € o sinal
quantitativo, gerado no ensaio em resposta a uma determinada dose. A andlise desta
curva é usada para determinar a acurdcia do teste — quantidade exata do hormonio
presente na amostra — e saber qual a melhor diluicdo a ser utilizada para dosar as
amostras (BROWN et al., 2004; MOSTL et al., 2005). A validacdo do método ocorre
quando a curva de resposta do hormodnio utilizado como padrdo e do hormonio
amostrado, ambos sob vdrias dilui¢cdes, seguem o mesmo padrio, obedecendo assim

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

Resumo

A crescente preocupagcdo com o bem-estar animal nas ultimas décadas levou a um
aumento da consciéncia das necessidades de monitorar e reduzir o estresse nos animais.
Para identificar comportamentos indicadores de estresse e validar o uso de metabdlitos
de glicocorticdides (MGIc) fecais aplicamos o teste de desafio do hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH) em queixadas (Tayassu pecari). Testamos trés
tratamentos: 0,25 ou 0,50mg IOOkg'1 ACTH, e solugdo salina controle em seis
queixadas machos adultos em delineamento quadrado latino. Apds imobiliza¢do os
tratamentos foram aplicados (inje¢@o intramuscular) as 09h0Omin dos dias de desafio.
Fezes foram coletadas desde trés dias antes até cinco dias apds a aplicacdo dos
tratamentos. No mesmo periodo, em sec¢des didrias de 15 minutos de duracdo entre as
17h00min e 18h30min, fizemos o registro comportamental de cada individuo. Para
dosagem hormonal, amostras de fezes liofilizadas foram hidrolisadas e analisadas pelo
método imunoenzimatico (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 aplicagdo dos tratamentos
(F4,60=14,7, P<0,0001). Houve aumento na concentracdo destes metabdlitos que atingiu
um pico de excrecdo (265% acima do nivel basal) 24h apds imobilizacdo e aplicacdo
dos tratamentos (Fa, 60=5.48, P=0.008) seguido pelo seu declinio até atingir niveis basais
nas fezes coletadas 72h apds os desafios, independente dos tratamentos (F;, 15=0.42,
P=0.67). A imobilizagao por si s6, portanto, foi suficiente para causar estresse e afetar a
resposta adrenocortical em queixadas, pela deteccdo do hormonio, o que torna efetiva a
metodologia para acessar estresse na espécie. Como inexistem dados sobre a
concentracdo destes metabdlitos em queixadas de vida livre, é recomendado que sejam
comparados registros individuais de MGIc fecais, juntamente com observagdes
comportamentais, para medir € monitorar o estresse nessa espécie.

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

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

*Este artigo estd sendo preparado para submissdo ao periddico “Phisiology and

Behavior”
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1. Introducao

O queixada, (Tayassu pecari) destaca-se entre as espécies ameacgadas pelo
desmatamento e pela caca nos paises Neotropicais [1-3]. Estes animais vivem em
grupos que podem conter mais de 200 individuos que percorrem constantemente uma
vasta drea de vida [2,4]. Esta drea de vida pode atingir mais de 100 km?, que exploram
em busca de recursos alimentares como os frutos das palmeiras buriti (Mauritia
flexuosa) e jeriva (Syagrus romanzoffiana) [4-8]. Desta forma, dependem de grandes
extensoes de florestas relativamente pouco alteradas para sua sobrevivéncia [4,5,9,10].
Adicionalmente, esta espécie é uma das mais perseguidas por populagdes humanas que
dependem da caga de subsisténcia para sua sobrevivéncia [11-13].

Entre as alternativas que vem sendo adotadas no Brasil para conservar a espécie,
estdo o estabelecimento de unidades de conservagao de grande porte [12] e a sua criacdo
em cativeiro. A criacdo em cativeiro é considerada uma estratégia para a multiplicacao
desta espécie para atender programas de repovoamento [14], além de ser uma
alternativa que garante a seguranca alimentar de populacdes que dependem destes
recursos naturais para sua sobrevivéncia [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 zooldgicos
[11-17]. Outros estudos, no entanto, mostraram que os queixadas se adaptam e se
reproduzem bem em cativeiro quando s3o mantidos grupos grandes em recintos
relativamente grandes, de 200 a 250m? por individuo [18,19]. As distintas formas de
criacdo da espécie, tais como instalagcdes e praticas de manejo adotadas podem
intensificar a resposta de estresse e afetar a reproducdo destes animais em cativeiro.
Quando sob estresse, os glicocorticdides sdo liberados na corrente sanguinea em
resposta a ativacdo do eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal. Estes hormdnios esterdides
tétm a funcdo de mobilizar energia e célcio dos tecidos, e inibir uma variedade de
processos, entre eles a reproducdo [20,21]. Por este motivo, quando se mantém animais
silvestres em cativeiro, € essencial monitorar o estresse para assegurar seu bem-estar
animal e como conseqiiéncia obter indices produtivos adequados [22].

Em diversas espécies, a resposta de estresse tem sido estudada tradicionalmente
através de medidas hormonais [23]. Para mensuracdao hormonal, no entanto, a coleta de

sangue per se € um procedimento estressante por provocar um aumento riapido e
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significativo nos niveis circulantes de glicocorticéides [24-28]. Desta forma, t€m sido
estudadas alternativas ndo invasivas para monitorar essa resposta, como a mensuracio
de metabdlitos de glicocorticéides (cortisol e corticosterona) excretados nas fezes [29].
Antes de sua aplicagdo, contudo, € necessdrio validar para cada espécie se a
metodologia pode ser usada para o monitoramento fisiologico de resposta da funcdo
adrenocortical a agentes potencialmente estressores, de longo prazo [30-33].

A forma mais direta para estabelecer a importancia fisioldgica é a obtencdo de
soro sanguineo e de fezes e sua comparagdo as mudangas longitudinais nos niveis de
glicocorticéides circulantes e seus metabodlitos [29]. No entanto, coleta de sangue é
perigosa ou mesmo impossivel em algumas espécies de animais selvagens, como alguns
carnivoros silvestres e outras espécies perigosas, por exemplo o queixada, que pode
causar graves danos a pessoas em certas situagdes [9]. O desafio do hormodnio
adrenocorticotréfico (ACTH) € usado para imitar respostas neurais-enddcrinas ao
estresse [34]. O hormonio sintético simula uma resposta ao estresse natural adrenal,
causando um rdpido aumento nos niveis de glicocorticéides sanguineos, seguido por um
retorno aos niveis basais apés um tempo relativamente curto [35]. Se um padrao tipico
de estresse é encontrado em metabdlitos de glicocorticoides fecais apds injecdo de
ACTH, entdo podemos concluir que o teste destes metabolitos fecais pode ser utilizado
para medir a atividade adrenocortical endégena das espécies estudadas [36,37].

Este tipo de estudo j4 foi realizado para validar o uso de metabdlitos fecais de
glicocorticéides em algumas espécies de animais silvestres, como cor¢ca (Capreolus
capreolus), sagiii (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 andlise completa
dos metabdlitos de glicocorticéides fecais, em qualquer espécie estudada, é exigido que
a resposta adrenocortical seja estimulada e, além do desafio farmacoldgico, um estressor
ecologicamente relevante necessita ser aplicado [43]. Algumas vezes, no entanto,
somente o uso de medidas fisiolégicas de forma isolada ndo € suficiente para monitorar
os indicadores de bem-estar animal [44]. Por este motivo, sempre que possivel as
medidas hormonais devem estar associadas a observagdes comportamentais [44].

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi o de verificar se a excrecdo fecal de
metabdlitos de glicocorticoides 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 aplicacdo de niveis crescentes ACTH exdgeno influenciam nas respostas
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fisioldgicas e comportamentais apresentadas pelos individuos. Bem como, identificar os
padrdes 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 Laboratério 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 m? (2,0 m x 6,0 m), sendo 8,0 m2 cobertos e 4,0 m? de solario,
com piso de cimento e contendo comedouro, bebedouro e porta de manejo dividindo as
duas areas. Estas baias foram cercadas com tela de alambrado com 1,6 m de altura. A
tela permitia a visualizacdo e mesmo o contato fisico entre os vizinhos visando reduzir o
estresse do isolamento social desta espécie gregaria 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, Smg/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 proteina bruta e 3500 kcal/kg de
energia bruta, fornecida na propor¢do de 3,5% da massa corporal em duas refei¢des
didrias as 08h0Omin e as 16h0Omin.

Os animais passaram por periodo de 30 dias para ambientacdo as baias
individuais e aos procedimentos experimentais, que incluiu a entrada do pesquisador
nas baias para coleta quando notada a presenca de fezes durante o dia, a partir das
07h00min até as 18h00min. Apds este periodo, foi iniciada a coleta de dados, durante
oito dias em cada periodo experimental, com intervalo de 10 dias entre estes, para a
determinacdo da curva de validacdo fisiologica da excre¢do fecal de metabdlitos de
glicocorticdides, induzido pela administragdo do ACTH - desafio do ACTH. Para este
fim, cada individuo recebeu de forma aleatéria, em cada um dos trés periodos
experimentais do estudo, injec@o intramuscular com um dos seguintes tratamentos: 2mL

de solugdo salina controle (cloreto de sédio a 0,9% - FRESENIUS KABI BRASIL
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LTDA. Aquiraz/CE); 2mL de solu¢do salina contendo 0,25 mg/100 kg de peso vivo de
ACTH (Synacthéne ® Dépot - NOVARTIS PHARMA S/A - Alemanha, uso humano,
800 Ul/mg 1 mg em 1 ml) e 2mL de solucdo salina contendo 0,50 mg/100 kg de peso
vivo de ACTH. Através do uso de quadrado latino, todos os individuos receberam a
aplicacdo de todos os trés tratamentos. A aplicagdo ocorreu as 09h0Omin dos dias do
desafio, apds a captura, contencdo e pesagem dos animais com auxilio de uma gaiola de
contengdo e uma balanga (Filizola® com capacidade de 200 kg). Aproximadamente 30
minutos apods o inicio dos procedimentos experimentais, todos os animais haviam sido
pesados e os tratamentos aplicados. A coleta total de fezes foi iniciada 72 horas antes da

aplicagdo dos tratamentos e prosseguiu até 120 horas apds esta aplicagao.

2.3.Conservagdo e processamento das amostras

O material fecal recolhido foi acondicionado em sacos plasticos, rotulados com
o nimero do animal, data e hordrio do intervalo da coleta. Apds a coleta, as amostras
foram mantidas congeladas (-20°C) e armazenadas em freezer comum, até serem
processadas para andlise. O processamento consistiu no descongelamento das amostras
em caixas térmicas com gelo, seguida da sua homogeneizacdo realizada no proprio saco
plastico. Apos este processo foram retiradas sub-amostras de 2 g, identificadas e
embaladas em envelopes feitos de papel aluminio, encaminhadas para liofilizacdo. Para
evitar a proliferagcdo bacteriana este procedimento foi efetuado sob bandeja com gelo. O
processo de liofilizacdo foi realizado no Centro de Biotecnologia e Genética da UESC e
durou aproximadamente 72h utilizando-se o liofilizador a vacuo (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 extracdo e
dosagem no Laboratério de Medidas Hormonais do Departamento de Fisiologia da

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

2.4.Extragdo e dosagem

Com o auxilio de uma espdtula, cada sub-amostra fecal de 2g foi homogeneizada

e utilizando-se uma balanga de precisio foi pesada uma aliquota de 0,1g de fezes que foi
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transferida para um tubo plastico de 15mL, devidamente identificado. Depois da
pesagem as amostras foram submetidas ao processo de hidrdlise para separacdo dos
esterdides existentes nas fezes. Para esta extracdo, em cada tubo foi utilizada a
proporgdo de 0,1g-1,0ml de etanol (1:10), como proposto por Coradello (2009) [22], ao
invés da propor¢do de 0,1g-5,0mL etanol (1:50) recomendada por Brown et al.
(2004)[45]. Este procedimento foi realizado porque a proporcdo 1:50 poderia ser
insuficiente para extrair quantidades suficientes de glicocorticéides das fezes de
queixadas como ocorreu em caititus (Pecari tajacu) [22].

Posteriormente a extracdo dos esterdides fecais, foi utilizada a técnica
imunoenzimdtica (ELISA) para determinagdo da concentragdo dos hormonios. A
metodologia empregada seguiu o protocolo experimental descrito por Nascimento et al.
(2006)[46]. Para este fim, foi testada a similaridade imunogénica entre os antigenos
padrdo e os antigenos 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 trés primeiros dias apds a aplicacdo dos tratamentos (quando eram
esperadas as mais altas concentragdes de metabdlitos de glicocorticdides). Foi
determinado que a duas curvas obtidas, curva padréo do ensaio (slope =-17.8) e curva
de validacdo da amostra (slope = -17.4), apresentaram inclina¢des similares (¢ = 0.05,
P =0.85). Adicionalmente, os coeficientes de variagcdo intra- e inter-ensaios foram 1,7 e
9,7%, respectivamente. Estes resultados validam o uso da técnica além da precisdo e
confiabilidade dos ensaios [45,48]. Os resultados de concentracdo de metabdlitos de
glicocoricéides fecais obtidos foram expressos em ng g™ de fezes. O limite de detecgdo
foi calculado pela diferenca entre a média e duas vezes o desvio padréo da concentracio
de metabdlitos de glicocorticoides fecais de 54 amostras obtidas durante as 72 horas

anteriores 2 aplicacdo das inje¢des. O limite de deteccdo foi de 38,1 ng g

2.5.Coleta de dados comportamentais

Durante o mesmo periodo 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 sec¢des de 15 minutos de duragdo entre as 17h00Omin e 18h30min, quando havia
menor movimentacio de funciondrios e alunos nas imediagdes do local do estudo. Para
a coleta, foi utilizada uma camera filmadora digital (Sony®, Téquio, Japao) 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, Franca) e para cada individuo foi feito
o registro do tempo em que os animais se mantiveram nos padrdes comportamentais

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

Tabela 1: Descri¢do de padrdes comportamentais de queixadas durante o teste
de desafio de ACTH

Comportamentos Descricao

Pacing O animal caminha por toda a extens@o do recinto em
movimentos repetitivos de ir e vir

Alerta O animal permanece parado em pé, com cabega
erguida e com movimentos das orelhas

Prostrado O animal permanece deitado de olhos abertos, cabecga

erguida ou apoiada no chio, com respiracio ofegante

2.6.Andlises estatisticas

A taxa de defecacdo foi muito varidvel entre os animais, enquanto alguns
animais defecaram varias vezes ao dia outros apenas uma dnica vez. Por este motivo, foi
calculada a média didria da concentragdo de metabdlitos de glicocorticéides para cada
individuo submetido a cada um dos tratamentos. A seguir, para determinacdo das
concentragdes basais destes metabdlitos, foi determinada a média dos dados de
concentracdo coletados nos dias pré-desafios. Posteriormente, considerando-se cada
animal como seu proprio controle, foram determinadas as variacdes na concentracdo dos
metabdlitos fecais de glicocorticdides entre as duas doses de ACTH e solucdo salina
controle através de ANOVA de medidas repetidas, seguido do teste de Duncan, através
do programa Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Para anélise dos dados comportamentais, foi calculada a duracdo em segundos
dos comportamentos indicadores de estresse, no dias de desafio e nos dias pré e pos-
desafios. Estes dados foram comparados através de ANOVA de medidas repetidas,
seguido do teste de Tukey. Para todas as andlises deste estudo foi empregado o nivel de
significancia p<0,05. A metodologia empregada neste estudo foi aprovada pelo Comité

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

O valor médio da concentragdo basal de metabdlitos de glicocorticéides nas
fezes liofilizadas de queixadas foi de 160,5 (DP = 61,2) ng g'1 durante o periodo de 72-h
antes dos desafios (Fig. 1). Apds a contencdo e aplicacdo das injecdes as concentragdes
de metabdlitos fecais de glicocorticides variaram de acordo com os tratamentos
(F2,15=17,2, P =0,006), dias de coleta (Fg, 120 = 12,9, P =0,00001). Adicionalmente, o
modelo estatistico mostrou intera¢do entre os tratamentos e os dias de coleta na variacio
na concentracdo dos metabdlitos de glicocorticoides nas fezes de queixadas
(F16,120 = 5,6, P =0,00001). O teste pos hoc mostrou que houve incremento (Ps<0,002)
nas concentragdes dos metabdlitos de glicocorticéides nas fezes de queixadas no
primeiro dia apés a contencdo e aplicacdo da maior dose de ACTH exd6geno (0,50
mg/100 kg de peso vivo). Nas fezes coletadas até 24 horas apds a aplicacdo deste
tratamento houve aumento médio de 2,7 vezes (variagdo de 2,1 a 3,6 vezes) na
concentracdo de metabolitos de glicocorticdides fecais em relagdo ao nivel basal. A
partir do terceiro dia houve diminui¢do na concentracdo destes metabdlitos e esta foi
similar a determinada no periodo prévio a aplicagdo dos tratamentos (Fig. 1). Também
foi observado aumento na concentracdo destes metabodlitos nas fezes dos queixadas
coletadas até 24 horas ap0ds a aplicacdo da menor dose de ACTH (0,25 mg/100 kg de
peso vivo). Este aumento de concentragdo, contudo, foi inferior ao verificado para os
animais que receberam a maior dose de ACTH neste mesmo periodo. Adicionalmente
esta concentracdo ndo diferiu da registrada para os animais que receberam a solucio
salina controle que permaneceu aproximadamente constante durante todo o estudo (Fig.
1).

Independente do tratamento aplicado (F> 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 (Fs, 120 = 9,45, P =0,00001). No dia do desafio, os animais
permaneceram mais tempo em estados comportamentais indicadores de estresse em

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

A concentracdo de metabolitos de glicocorticéides nas fezes de queixadas é um
meio efetivo de detectar mudangas na atividade adrenal de queixadas. Como previsto,
houve incremento nas concentragdes dos metabdlitos de glicocorticdides nas fezes de
queixadas nos primeiros dias posteriores a contencdo e aplicacdo da maior dose de
ACTH exdégeno (0,50 mg/100 kg de peso vivo).

A concentragio de 160,5 (DP = 61.2) ng g no periodo que antecedeu ao desafio
pode ser considerada como o valor médio basal de metabdlitos de glicocorticéides por
grama de fezes secas de queixadas. Diferengas nos postos hierdrquicos ocupados por
estes animais podem ser uma das possiveis razdes da grande variabilidade encontrada.
Em estudo feito com lobos (Canis lupus), foi observado que os niveis de
glicocorticdides fecais sdo mais altos nos animais dominantes do que nos subordinados
[51]. Queixadas vivem em grupos com hierarquia social linear bem definida [52,53]. E
provdvel, portanto, que haja interferéncia do posto hierdrquico ocupado por cada
individuo nas respostas individuais aos tratamentos.

Por outro lado, os niveis basais de metabdlitos de glicocorticéides de queixadas
sdo aproximadamente cinco vezes maiores que os niveis basais de caititus [22]. Uma
possivel explicacdo s@o as diferencas nas caracteristicas de seus grupos na natureza
[54]. Foi verificado que quanto maior o tamanho dos grupos em vida livre, mais
elevados sdo os niveis de glicocorticoides, quer devido a uma maior necessidade de
mobilizar energia ou por causa da intensificagdo da concorréncia social [55-58].
Queixadas vivem em bandos grandes e coesos que podem apresentar até 200 individuos,
compostos de animais de ambos os sexos e de diversas idades [5]. Enquanto os caititus
vivem em grupos, com 5 a 15 individuos, caracterizados pela fusdo e fissdo 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 inje¢des dos tratamentos, os queixadas permaneceram mais
tempo nos estados pacing, alerta e prostrado, em relagdo aos demais dias. Algumas
estereotipias acontecem como consequéncia da privacio de estimulos e o percentual de
tempo gasto neste tipo de comportamento sdo exemplos de medidas de estresse [58-61].
Quanto maior o tempo gasto com comportamentos estereotipados ou excessivos, menor

o grau de bem-estar do individuo [61].
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Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que é possivel
monitorar a atividade adrenal através da mensuracio de metabdlitos de glicocorticéides
nas fezes de queixadas. Desta forma, o uso deste método, associado a observacdes dos
comportamentos indicadores de estresse, fornecem medidas efetivas para mensurar e

monitorar o bem estar da espécie.
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Fig. 1. Variag@o da concentracdo média (+EP) de metabdlitos de glicocorticdides nas

900

800

700

800

500

400

300

200

100

Sl N2
ACTH1
e ACTHZ

-8 -2 0 24 18 72 96 120

Horasemrelagdo a aplicacdo dos tratamentos

fezes secas de queixadas antes e apds a aplicacdo dos tratamentos (salina: solucdo salina

controle; ACTHI1: 0,25mg IOOkg'1 de peso vivo e ACTH2: 0,50mg IOOkg’1 de peso

Vivo).

53



350

300

250 -

200

150 4

Duragao meédia {s)

100

-72 -48 -24 0 24 43 72 16 120

Horas em relagao a aplicagao dos tratamentos

Fig. 2. Duracdo média (+xEP) em segundos de permanéncia dos queixadas em estados
indicadores de estresse ao longo do tempo em relacéo a contencdo e aplicacdo dos

tratamentos (desafio).

54



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

