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Abstract. Efects of immobilization-induced stress on pregnant rats. The stress is a social problem. The exposure of pregnant rats
to stress can cause maternal physiological and behavioral changes. The purpose of this work was investigate the stress effect on the
reproductive performance in Wistar rats submitted to immobilization from the first to the 20" day of gestation. The day on which
spermatozoa were found in the vaginal smear was considered as day O of gestation. The pregnant rats were individually caged and
randomly distributed in two groups; control group: animals without immobilization-induced stress and experimental group: animals
submitted to immobilization induced-stress 1 hour/day, inside a contensor (PVC tube). Following treatment the maternal body
weight gain, pre and post-implantation loss, mean of live fetuses, reabsorption index, intrauterine deaths, as well as fetal and
placental mean weight were evaluated. The number of corpora lutea, implantations and reabsorptions was counted. Besides the
percentage of adequate (AGA), small (SGA) and large (LGA) newborn related to gestational age was evaluated. The results showed
increased number of total reabsorption as well as body fetal weight and number of life fetus reduction. All the newborns were small
to gestation age (SGA).The immobilization-induced stress on pregnant rats interfere both with performance reproductive in rats
and with fetal developmental.

Key words: stress, immobilization, reproductive performance, pregnancy, rat.

Resumo. O estresse é um fator social preocupante que leva a alteragcbes maternas, tanto fisioldgicas como comportamentais. A
proposta deste estudo foi investigar os efeitos do estresse no desempenho reprodutivo de ratas Wistar, submetidas a imobilizagé&o
do primeiro ao 20° dia de prenhez. O dia no qual o espermatozdide foi encontrado no esfregaco vaginal foi considerado o dia 0 de
gestacdo. As ratas prenhes foram colocadas em gaiolas individualizadas e aleatoriamente distribuidas em dois grupos; grupo
controle: animais ndo submetidos & indug&o de estresse por imobilizagcdo; grupo experimental: animais submetidos ao estresse por
imobilizacdo, 1h/dia, dentro de um contensor (tubo de PVC). Apds o tratamento obtiveram-se registros do ganho de peso materno,
perdas pré e pés-implantacdes, média de fetos vivos, indice de reabsor¢des, mortes intra-uterinas, assim como, peso médio dos
fetos e das placentas. O nimero de corpos | (teos, implantactes e reabsorcdes foi contado. Além disso, foi avaliado o percentual de
recém-nascidos pequenos (PIP), adequados (AlIP) e grandes (GIP) para a idade gestacional. Os resultados mostraram aumento no
nimero de reabsor¢des assim como redugéo no peso fetal e no nimero de fetos vivos. Todos os recém-nascidos foram pequenos
para a idade gestacional (PIP). O estresse induzido por imobilizagdo em ratas prenhes, interfere tanto no desempenho reprodutivo
das ratas como no desenvolvimento fetal.

Palavras-chave: estresse, imobilizagdo, desempenho reprodutivo, gestacéo, rato.
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INTRODUCAO

Todos os animais respondem a estimulos como
manipulacéo fisica e traumas, com diferentes
componentes de ordem neural, humoral ou
metabdlica visando a manutengdo ou a reposicao
da homeostase. As alteragbes impostas por estes
estimulos séo geralmente denominadas como
respostas ao estresse (WAGNER, 1991).

O estresse pode ser definido como uma reacéo
do organismo a forcas deletérias e que, geralmente,
se manifestam por alteragdes neuroendécrinas ou
adrenocorticais. O estresse em animais pode ser
considerado de dois tipos: 0 estresse mental, o qual
pode ser desencadeado por um meio-ambiente hostil
ou ndo familiar; e o estresse fisico ou participatorio,
que pode ser causado por técnicas de contencéo,
anestésicos ou cirurgias (StorT,1981; Muir, 1990).

A imobilizacdo € uma das técnicas usadas para
induzr estresse em ratos e foi utilizada por Baxova
(1988), BrariHOKE €t al. (2000), Aumepa et al. (2000),
Rai et al. (2003), BeLtramE et al.(2006). Os autores
observaram reduc&o no peso corporal dos animais
estressados por imobilizagco e alteragcdes nas funcdes
reprodutivas. Estudos em fémeas tém evidenciado
gue as alteracbes hormonais devido ao estresse
cronico causam problemas reprodutivos, tais como
anestro, ciclo estral irregular, cistos ovarianos,
puberdade tardia, mortalidade embrionaria e baixa
taxa de ovulag&o (ScHoELTEN & LipTrAP, 1978; Barp et
al.,1982; Hennessy & WiLLiamson, 1983; Lopez-
Caperon et al., 1990; VarLEY, 1991; Tsumaet a., 1998).

Asrespostas ao estresse classicamente conhecidas
incluem a ativagdo do eixo hipotdlamo-pituitéria-
adrenal (HPA), que provoca a liberagdo do hormonio
liberador de corticotrofina (CRH) e a subseqiente
liberac&o de hormdnio adrenaocorticotréfico (ACTH)
e de glicocorticoides pelo cortex da adrenal (GuyTon,
2002). O eixo reprodutivo € inibido em todos os niveis
por V@rios componentes do eixo HPA. Os horménios
liberados em resposta ao estresse alteram as fungdes
reprodutivas através do eixo hipotdlamo—pituitaria-
gonadal (HPG),inibindo asecregdo de horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) e, conseqiientemente,
interferindo na liberagdo do horménio foliculo-

estimulante (FSH) e do hormonio luteinizante (LH)
e alterando o efeito estimulatério da gonadotrofina
na secrecao de esterdides sexuais.

O estresse é um problema social freqiiente no
mundo moderno e se tornamais grave quando ocorre
durante a gravidez. E comum ouvirmos que o estado
emocional damée, durante a gestagéo, influi no futuro
bem estar emocional da crianga que vai nascer ou,
outras vezes, determinar até ainterrup¢éo dagravidez.
DAL BeLLo et al. (2005) aplicaram, em ratas gravidas,
estresse utilizando uma caixa de Skinner onde asratas
recebiam choquesde intensidade de 0,5 mA e duragéo
de 3 segundos, do 13° ao 20° dia de gestacdo. O
estresse, sob estas condicfes, levou a uma reducéo
de ingest&do de alimento e maior dificuldade em
Conseguir sucesso na gestacdo e no parto.

Estudo retrospectivo em seres humanos
(WeinsTock, 2001) sugere que estresse cronico,
durante gravidez, esta associado com 0s niveis
elevados de hormonio liberador de corticotrofina
(CRH), de horménio adreno-corticotréfico (ACTH)
e de cortisol. Esses hormdnios podem aumentar a
probabilidade do nascimento de prematuros, de
atrasos no desenvolvimento, infertilidade e anomalia
de comportamento nas criangas.

Muitas evidéncias associam a ansiedade materna
ao nascimento prematuro e também ao baixo peso
ao nascimento. AlteracBes nos niveis hormonais
também podem causar alteragcdes no
desenvolvimento embrio-fetal (KHera, 1987).

Dieco et al. (2006) observaram gue quanto maior
o nivel de problemas relacionados & depresséo e
ansiedade, apresentados pela mulher, menor erao
tamanho de seus fetos. Os autores observaram,
ainda, que os niveis elevados de cortisol estavam
diretamente ligados a niveis mais altos de estresse e
também a uma menor estimativa do peso fetal.

Neste trabalho, avaliou-se, de forma experimental,
0 desempenho reprodutivo de ratas Wistar, submetidas
a estresse por contengdo do 1° ao 20° dia de prenhez

MATERIAL E M ETODOS

Utilizaram-se ratas Wistar, nuliparas, sexualmente
maduras, com peso variando entre 170 e 230g. Os
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animais, provenientes do Biotério Central do Centro
de Ciéncias Biologicas, UEL, foram mantidos durante
0os periodos de aclimatacdo (sete dias) e
experimental, no laboratério do Departamento de
Histologia em uma sala com temperatura ambiente
controlada (22°C + 2°C) e ciclo claro-escuro de 11
a 13 horas. Asratas foram alojadas, individualmente,
durante a prenhez, em gaiolas de polipropileno com
tampas metélicas. Agua e rac&o foram oferecidas ad
libitum durante todo o periodo experimental.

As ratas (n=20) foram colocadas na presenca de
machos (2:1) sempre no final da tarde. Na manha
seguinte, foi coletado material vaginal de cadafémea. A
copulafoi confirmada pelapresencade espermatozdides
no esfregaco vaginal e pelo diagnostico de que afémea
seencontravano estro.O diaem que os espermatozdides
foram encontrados no lavado vaginal foi consderado
diazero (dia 0) de prenhez (Davasceno et al., 2008). As
ratas com suposta prenhez constituiram os grupos
Controle (GC) e Experimental (GExp), cada um
constituido por 10 animais.

As ratas do grupo experimental (GExp) foram
imobilizadas diariamente, do 1° ao 20° dia de
prenhez, das 10:00 as 11:00 horas. A contencéo foi
realizada dentro de um contensor (tubo de PVC)
com 5cm de didmetro e 24 cm de comprimento,
colocado sobre a bancada (fig.1).

As ratas do grupo controle (GC) foram mantidas
em suas gaiolas durante todo o periodo experimental,
em ambiente adequado, sem quaisquer
interferéncias no manejo.

No 21° diade prenhez as ratasforam eutanasiadas,
pelamanhd, por dose letal de uma solugéo contendo
Cloridrato de Cetamina, 10% (Ketamina) na propor¢éo

Figura 1. Rata prenhe sob contencéo no tubo de PVC.

de 80mg/Kg p.c. e Cloridrato de Xilasina (Anasedan)
na dose de 10mg/Kg p.c. As ratas foram pesadas,
calculou-se o ganho de peso materno total (Peso final
— Pesoinicial) e, em seguida, submetidas alaparotomia.
O utero gravidico foi pesado com seus conteldos.
Foram obtidos registros do nimero de fetos vivos e
mortos, peso fetal individual e de suas respectivas
placentas, numero de sitios de implantacéo
(SaLewsk1,1964), reabsorcdes e de corpos lUteos.

Foram calculadas astaxas de perdas prée-implantacéo
(NUdmero de corposluteos - n° deimplantacdo/ Ndmero
de corposluteos X100) e de pés-implantagéo (NUmero
deimplantagbes— n° de fetos vivos/n° de implantag&o X
100) (Davasceno et a., 2008).

O indice placentério (peso da placenta/peso feto X
100) e o potencial defertilidade (NUmero deimplantagcbes/
n° de corpos lUteos X 100) também foram calculados.

Os recém-nascidos foram separados de suas
placentas, pesados e classificados como pequeno
(PIP), adequado (AIP) ou grande (GIP) para idade
de prenhez, em relacdo a média mais ou menos 1,7
desvio padréo do grupo controle (Rupce et al., 1998).

Todos os procedimentos realizados neste estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UEL.

Andlise estatistica

Paraandlise estatisticade variaseis paramétricas com
distribuicdo normal, como ganho de peso materno,
peso do Utero gravidico, peso fetal, peso da placenta,
numero de fetos vivos, nimero de corpos lateos,
nuimero de implantagdes e nimero de reabsorcdes foi
utilizado o teste t de Student para comparagdo entre
doisgrupos. Paraanalise de variaveis ndo paramétricas,
como perdas pré e posimplantacéo e indice
placentario foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
comparagdo de dois grupos. O nivel de significancia
estatistica foi considerado quando p 00,01

REesuLTADOS

O ganho percentual de peso dasratas submetidas
ao estresse por contencao durante a gestagdo foi
avaliado no 21° dia de prenhez. Os resultados
mostraram que embora as fémeas do grupo
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experimental tenham tido menor ganho de peso que
as do grupo controle, esta diferenca néo foi
significativa (tab.1).

O edtresse por contencdo reduzu,Sgnificativamente,
tanto o nimero de implantagdes como o numero de
fetos vivos e aumentou, significativamente, o nimero
de reabsor¢des nas ratas do grupo experimental em
relagcdo ao grupo controle (tab.1). O numero de
corpos luteos, apesar de ndo significativo, também
estavareduzdo nas fémeas estressadas. A média dos
pesos fetais das ratas do grupo estressado no 21°
dia de prenhez foi estatisticamente menor que a
média dos pesos dos fetos das ratas do grupo
controle. O mesmo se observou no peso das
respectivas placentas (tab.2). A proporc¢éo do peso
de cada placenta em relacdo ao feto (indice
placentario) foi maior nas fémeas estressadas em
relacdo as do grupo controle. (tab.2). Apesar da
reducdo no potencial de fertilidade e aumento nas
perdas pré e pos implantagdo nas ratas do grupo
experimental em relacdo as do grupo controle, estas
diferencas n&o foram significativas (tab.1).

A andlise da classificacdo do peso dos recém-
nascidos mostrou que todos os fetos (100%) foram
pequenos para a idade de prenhez (PIP) no grupo
experimental (fig.2).

Tabela 1. Varidveis analisadas na avaliagdo da acdo do estresse por

contengéo sobre o desempenho reprodutivo de ratas prenhes. Os
valores séo expressos por Média + DP (* p<0,01 e # p< 0,0001).

GC GExp
(n=10) (n=10)
86,60 +5,79 78.70+4,42
61,25+1,74 40,53 +1,75#
11,90+ 057 9,70+0,37*
1350+ 0,45 11,60+0,80
12,70+ 0,30 10,50 + 0,56*

Variaveis Analisadas

Ganho de peso materno ()
Utero gravidico (g)

N°. Fetos vivos

Ne°. Corpos liteos

N°. Implantagdes

N°. Reabsor¢des 0,10+ 0,32 0,80 + 0,82*
Potencial de Fertilidade (%) 9468+265 91,86+3,59
Perda Pré-implantagéo (%) 5,31+ 3,66 8,13 +3,59
Perda Pés-implantagéo (%) 3,85+ 2,36 6,78 + 6,47

Tabela 2. Peso dos fetos e respectivas placentas, dos grupos
controle e experimental. Os valores sdo expressos por Média +
DP (* p<0,01 e # p< 0,0001).

GC GExp
Peso fetal (g) 3,58+0,15 2,70 + 0,55"
Peso placenta (g) 0,52+ 0,02 0,43 + 0,02*

indice Placentério (%) 14,58 +0,68 20,06 + 1,26"

120
100
80
60
40
20

H Controle

%

B Experimental

AIP PIP

Figura 2. Classificagdo dos RN: Adequado para idade gestacional
(AIP) = peso entre 3,34 a 3,839 e pequeno para idade gestacional
(PIP) = peso abaixo de 3,33g, inclusive.

Discussio

Anadlisar as repercussdes de um estimulo estressor
sobre a gestacdo é importante para a compreensao
da fisiopatologia de doencas correlacionadas ao
estresse que acontecem no bindmio materno-fetal.
Avaliar os efeitos decorrentes do estresse pode evitar
0 desencadeamento de processos que levam aos
distarbios materno e neonatal.

A imobilizacdo consiste num forte estimulo
estressante para os animais. Este modelo foi utilizado
por Varios autores em diferentes estudos (Baxova,
1988 ; Amepaet al., 2000; Rai et al., 2003 e BeLTraME
et al., 2006). Reducéo no peso dos animais foi um
dos efeitos constatados pelos autores apos estimulo
estressor. Da mesma forma observamos uma
reducdo, emboranéo significativa, no ganho de peso
dasratas estressadas.

A acdo dos horménios liberados em resposta ao
estresse no eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal pode
interferir na secre¢éo de esterdides sexuais e atuar
adversamente nas func¢des reprodutoras de roedores
submetidos ao estresse. O desempenho reprodutivo
dasratas estressadas foi significantemente diferente
das fémeas controles. Por exemplo, o indice de
implantacdo e o numero de fetos vivos foi
significativamente menor e o nimero de reabsor¢oes
foi maior nas fémeas estressadas em relagcdo as
fémeas controles. As perdas pré e pds-implantacéo
também foram maiores nas fémeas estressadas,
embora esse aumento ndo tenha sido significativo
em relacdo as do grupo controle. Estes dados e, de
acordo com outros estudos com animais (Lopez-
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CaLperon et al., 1990; Tsuma et al., 1998), nos
permitem sugerir que o estresse por imobilizagdo é
capazde influenciar direta ou indiretamente o estado
morfofuncional das gbnadas causando alteracdes
hormonais, como por exemplo, inibicdo dos
hormdnios gonadotroficos que levam a uma baixa
eficiéncia reprodutiva. Além disso, sabe-se que o0s
horménios gonadotrdéficos séo essenciais tanto para
a decidualizacdo normal do Utero como para a
adesdo do blastocisto, o que justificaria as alteragdes
observadas no desempenho reprodutivo das fémeas
submetidas ao estresse por contengao.

A reducdo de progesterona apés ooforectomia
com suplementacao parcial do hormonio foi arazéo
encontrada por Mark et al. (2006) para a redugdo
do peso fetal e placentério. O estresse aqui aplicado,
por imobilizac&o, também repercutiu negativamente
sobre o peso médio dos fetos e suas respectivas
placentas. Esses fetos nasceram das fémeas
submetidas diariamente ao estresse por contengéo
e que, coincidentemente, apresentaram reducéo no
numero de corpos luteos. O aumento no indice
placentério das fémeas estressadas demonstrou que
ndo houve manutencéo da proporcionalidade dos
fetos e das placentas no grupo estressado quando
comparado ao controle.

Ao classificarmos os recém-nascidos de acordo
COm 0S Seus pesos corpOreos constatamos que
todos os recém-nascidos das mées estressadas
foram pequenos para a idade gestacional. O
crescimento fetal esta intimamente ligado a
ocorréncia satisfatoria da nutricdo fetal e as trocas
materno-fetais que ocorrem na placenta. A privacéo
croénicade nutrientes para o feto em desenvolvimento
€ a principal razéo para o crescimento intra-uterino
retardado. A manutencdo normal de todo o processo
de crescimento fetal desde ainvaséo trofoblastica, o
fluxo de sangue na placenta e a barreira placentaria
é fundamental e influencia diretamente o peso fetal
(PaceL et al.1990). Os resultados obtidos neste
trabalho, como alteragdes reprodutivas e baixo peso
fetal-placentario sdo decorrentes da submisséo das
ratas prenhes a um efeito adverso, a imobilizagcdo e
podem ser decorrentes de alteragdes tanto no
equilibrio neuro- enddcrino materno assim como

nos mecanismos das trocas materno-fetais.

Os possiveis efeitos nocivos causados pelo
estresse se instalardo quanto mais cedo ocorrer a
estimulacdo aversiva, mas ainda € umaincognita se
tais efeitos repercutirdo no desenvolvimento de
doencas futuras.

Diante do exposto, acreditamos que este estudo
no qual submetemos ratas prenhes a estimulo
estressante cronico, representado aqui pela
imobilizacdo, pode contribuir com estudos do
estresse como causador de restrigdo no crescimento
uterino e, ainda subsidiar estudos futuros sobre
como esta alteracdo pode influenciar no
desenvolvimento posterior destes fetos.

REerFeRENCIAS BIBLIOGRARICAS

ALvEDA, SA.; Kempinas. W.G.; Lamano-CarvaLHo, T.L. 2000.
Sexual behavior and fertility of male rats submitted to
prolonged immobilization-induced stress. Brazilian burnal
of Medical and Biological Research 33 (9): 1105-1109.

Baxova, O.V. 1988. Cyto-Physiologicindicators of the status
of the reproductive organs of male rats after 7-days of
immobilization stress and 7-days of hypokinesia.
Kosmicheskaia Biologiia | Aviakosmicheskaia
Meditsina22 (5): 55-59.

Barp, C.R.; KraeLING, R.R.; Rampacexk, G.B.; Fonpa, ES.;
Kiser, T.E 1982. Inhibition of ovulation and LH secretion
in the gilt after treatment with ACTH or hycortisone.
Jurnal of Reproduction and Fertility 62: 85-92.

Beauboin, A.R. 1980. Embryology and Teratology In:
BAKER,H.J;LINDSEY, JR.; WEISBROTH, SH. The
laboratory rat. San Diego, Academic Press. 240p.

BrARHOKE, V.; Gurta, M. & GoHiL, H. 2000. Bronchopulmonary
changes after repeated exposureto cold & restraint stress.
Jurnal of the Anatomy Society India49(1): 49-51.

Betrameg, EL.; Mesquia, SEP; Camarco, 1.C.C.2006. Andlise
histomorfométricae estereoldgicadotesticulo em ratos pré-
puberes submetidos ao estresseinduzido por imobilizaggo.
RevistaBrasileirade Zoociéncias 8 (2): 139-146.

DaL-BeLo, A.C.; RiuL, T.R.; de Ouiveira, L.M. 2005.
Desnutricdo e estresse na gestacdo: medidas
comportamentais das mées e dos filhotes durante a
lactac8o.Temas em Psicologia 13 (1): 34-44.

Damasceno, D.C.; Kempinas, W. De G.; Vorrato, G. T.;
Consonni, M; Rubcg, M. V. C.; PaumcartTEN, F JR. 2008
Anomalias congénitas: estudos experimentais. Belo
Horizonte, COOPMED, 102p.

Revista Brasileira de Zoociéncias 11 (3): 277-282. 2009

281



282. Mexquia et al.

Dieco, M.; bnes, NA.; Fab, T.; HERnanDEz-Rar, M., ScHANBERG,
S.; Kunn, C.; GonzaLez-Garcia, A. 2006. Maternal
psychological distress, prenatal cortisol and fetal weight.
Psychossomatic Medicine 68: 747-753.

Guyton, A.C.; HauL, JE 2002. Tratado de fisiologiamédica.
Rio de Bneiro, Guanabara Koogan. 973p.

Hennessy, D.P; WiLuianson, P. 1983. The effect of stress and
ACTH administration in hormone profiles, oestrus and
owulation. Theriogenology 20:13-26.

KHEra, K.S. 1987. Maternal toxicity of drugs and metabolic
disorder apossible etiology factor inthe intrauterine death
and congenital malformation: a critique on human data.
Critical Reviews in Toxicology 17:345-375.

Lorez-CALDERON, A.; GonzaLEz-Quisano, M.l.; TRESQUERRES,
JA.F& AriznavarerTa, C. 1990. Role of LHRH in the
gonadotropin response to restraint stressin intact male
rats. burnal of Endocrinology 124:241-256.

Mark, PJ; SvitH, JT., WabpeLL B.J2006. Placental and fetal
growth retardation following partial progesterone
withdrawal inrat pregnancy. Placenta 27: 208-214.

Muir, W.W. 1990. The equine stress response to anesthesia.
Equine Veterinary Jurnal 22 (5): 302-303.

Naevg,R.L.; Buanc, W.; PauL, C. 1973.Effects of maternal
nutrition of the human fetus. Pediatrics 52:494-503.

Pace, M.D.; Sviksten, G.; Recen, H.; Montano, D. 1990.
Psychosocial influences on newborn outcome: acontrolled
prospective study. Social Science& Medicine 30:597-604.

Rai, J; Panbey, S.N. & Srivastava, R.K. 2003. Effect of
immobilization stress on spermatogenesis of albinorats.
Jurnal of the Anatomy Society India52(1): 55-57.

Rupce. M.V.C.; CaLDERON, |.M.P; MAESTA, |.; Ramos, M. D. ;
PeracoL, JC.; Curi,P. 1998. Insulinoterapia na prenhez de
ratas diabéticas: Repercussdesfetaise placentérias. Revista
Brasileirade Ginecologiae Obstetricia20 (1): 19-24.

S v, E 1964. Ferbemethode zum makroskopischennachweis
von implantations-stellen am uterus der ratte. Archiv fiir
experimentelle Pathologie und Pharmakologie: 247-367.

SHorTen,JA.; Liptrar, RM. 1978. Arole for the adrenal cortex
inthe onset of cystic ovarian folliclesinthe sow. Canadian
Jurnal of Comparative Medicine 42 :525-533.

SrorT,G.H. 1981. What is animal stress and how is it
measured? burnal of Animal Science 52:(1): 150-153

Tsuma, V.T.; BNArssoN, S.; MaDE] A.; FoseerG, M. & LuNDEHEIM,
N. 1998. Plasmalevels of progesterone and cortisol after
ACTH administration in lactating primiparous sows. ACTA
Veterinaria Scandinavica 39: 71-76.

VArLEY, M. 1991. Stress and reproduction. Pig News and
Information 12:567-571.

WaGNER, A.E.; Muir, W.W.; HincHcLIFF, KW. 1991.
Cardiovascular effects of xilazine and detomidine in
horses. American burnal of Veterinary 52(5):652-657.

Waensrock, M. 2001. Alterationsinduced by gestational stress
in brain morphology and behaviour of the offspring.
Progress in Neurobiology 65:427-451.

Recebido: 24/07/2008
Revisado: 24/09/2008
Aceito: 02/03/2010

Revista Brasleira de Zoociéncias 11 (3): 277-282. 2009



