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RESUMO

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos testes de ansiedade mais empregados na
atualidade. Uma caracteristica intrigante desse modelo é a abolicdo dos efeitos ansioliticos dos
benzodiazepinicos como resultado de uma Unica experiéncia préviano labirinto. Este fenbmeno,
chamado “one-tria tolerance” (OTT), tem recebido consideravel atencéo e dentre as diversas
hipdteses sugeridas para explicdlo, podemos citar uma ateracdo no estado emociona do
animal, perda do conflito motivaciona e habituacdo do comportamento exploratorio. A
descoberta de que benzodiazepinicos reduzem a atividade de neurénios serotoninérgicos,
associada a resultados obtidos em testes de conflito que mostram que antagonistas
serotoninérgicos podem causar efeitos ansioliticos comparévels aos benzodiazepinicos, levaram
anoc¢do de que a serotonina (5-HT) é o principal neurotransmissor envolvido na ansiedade. No
entanto, com o uso de outros modelos animais, o envolvimento da 5-HT tem sido questionado,
a0 mesmo tempo em que outras aminas biogénicas, como a noradrenaina (NA), tém sido
implicadas na modulaco da ansiedade. Nesse estudo procedemos uma andlise
etofarmacoldgica de ratos tratados com o antagonista serotoninérgico cetanserina e 0s
antidepressivos fluoxetina e desipramina submetidos ao teste e reteste no LCE. Esses
antidepressivos aumentam os niveis singpticos de 5-HT e NA, respectivamente. Além disso,
foram medidas as concentragbes plasmaticas de corticosterona - considerada um indice
confidvel de medo e estresse - de ratos expostos a sessdo Unica ou repetida no LCE. As drogas
administradas antes da reexposicéo ao labirinto ndo produziram efeitos ansioliticos, replicando
o fendmeno da OTT comumente associado aos benzodiazepinicos. Por outro lado, a cetanserina
administrada antes da primeira sessdo produziu um efeito ansiolitico, mas o tratamento
subcrénica com fluoxetina e desipramina ndo alterou 0 comportamento exploratério dos
animais no LCE. Ratos submetidos a sessdo Unica ou repetida no labirinto apresentaram um
aumento similar dos niveis plasmaticos de corticosterona, indicando gque a reexposicéo ao LCE
apresenta propriedades aversivas e a OTT deve estar mais relacionada a uma ateracdo no

estado emocional do animal do que a habituagdo do comportamento exploratério.



ABSTRACT

The elevated plus-maze (EPM) is currently one of the most used test of anxiety. An
intriguing feature of this model is the abolition of the anxiolytic effect of benzodiazepines by
a single previous experience with the maze. This phenomenon, termed one-trial tolerance
(OTT), has received considerable attention and among the several hypotheses suggested to
explain it, we can listed a shift in the animal emotional state, lack of motivationa conflict and
exploratory behavior habituation. The discovery that benzodiazepines reduce the activity of
serotonergic neurons, associated with results obtained in conflict tests showing that
serotonergic antagonists may cause anxiolitic-like effects comparable to the benzodiazepines,
has led to the notion that the serotonin (5-HT) is the most important neurotransmitter involved
in the anxiety. Nevertheless, with the use of other animal models, the 5-HT involvement has
been questioned, at the same time that other biogenic amines, such as noradrenalin (NA), have
been implicated in the anxiety modulation. In this study, we carried out an
ethopharmacological analysis of rats under treatment with the serotonergic antagonist
ketanserin and the antidepressants fluoxetine and desipramine submitted to the test and retest
in the EPM. These antidepressants increase the synaptic levels of 5-HT and NA, respectively.
Besdes, plasma corticosterone concentrations - considered a reliable index of fear and stress - of
rats exposed once or twice to the EPM were measured. The drugs injected before the retest in the
EPM did not produce anxiolytic effects, replicating the OTT phenomenon generally associated with
the benzodiazepines. On the other hand, ketanserin injected before the first session produced an
anxiolytic effect but the subchronic treatment with fluoxetine and desipramine did not change the
exploratory behavior of the animasin the EPM. Naive and experienced rats show asimilar increase
in the plasma corticosterone levels when submitted to the EPM, indicating that the retest to EPM has
aversve properties and the OTT may be more related to a change in the emotional state of the

animal than to a habituation of the exploratory behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1. Comportamentos defensivos

Em ambientes naturais, os sinais de ameaga nem sempre se apresentam de forma
facilmente localizavel. Algumas vezes indicam ameaca distante, como odores ou vestigios do
oponente e mesmo ambientes desconhecidos e espagos abertos. Nesses casos, um padréo
comportamental de avaliacdo de risco é iniciado com estado de alerta e exploracdo cautelosa
do ambiente, até que afonte de perigo sgjalocalizada (BLANCHARD; BLANCHARD, 1987,
FANSELOW, 1991). Em outras situagdes, como ruidos ou movimentos inesperados, os sinais
de ameaca indicam perigo proximo. Neste caso, h4 o predominio de comportamentos
defensivos mais vigorosos, com expressiva ativagio comportamental (BRANDAO et al.,
1999; GRAEFF, 1990).

As edtratégias defensivas sdo organizadas, assim, em funcdo da distancia entre o
predador e a presa e da disponibilidade de fuga. O comportamento de congelamento é a
resposta expressa quando o animal percebe 0 perigo e se caracteriza como paralisacéo dos
movimentos. Por outro lado, quando o animal detecta a presenca de um predador a uma
pegquena distancia, as respostas de fuga ou luta prevalecem (BLANCHARD; BLANCHARD,
1987).

No livro “A expressdo das emogdes no homem e nos animais’, publicado inicialmente
em 1872, Charles Darwin descreve essas estratégias defensivas:

Quando um animal esta em estado de alerta, ele quase sempre fica parado
por um instante, agucando seus sentidos para descobrir de onde vem o
perigo, ou para ndo ser descoberto. Mas logo segue-se uma fuga desatinada,
sem economia de energia, como numa luta, e o animal continua fugindo

enguanto houver perigo, até gue uma prostracéo absoluta - com respiracéo e
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circulagdo irregulares, tremores musculares e suor difuso - torna a fuga

impossivel.

Nesse livro, Darwin propde que as posturas e movimentos usados na expressao das
emoges estdo sujeitos as mesmeas leis de hereditariedade que governam a transmissdo das
caracteristicas fisicas a0 longo das geracBes. Com esta perspectiva, mais recentemente, a
experimentacdo em laboratorio associou a observacdo sistemdtica do comportamento ao

estudo das emogdes no homem.

1.2. Medo e Ansiedade

O medo e a ansiedade tém suas raizes nas reactes de defesa dos animais, verificadas
em resposta aos perigos comumente encontrados no ambiente em que vivem. Assim, quando
um animal é confrontado com uma ameaca a sua integridade fisica ou a prépria sobrevivéncia,
ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais, neurovegetativas e neuroenddcrinas
gue caracterizam areacdo de medo. O estimulo ameacador pode ser inato, como um predador,
ou aprendido, como um ambiente associado a um perigo. Neste caso, por meio da associacao
repetida com a dor ou outras sensagdes desagradaveis, o estimulo adquire propriedades
aversivas condicionadas (GRAEFF, 1996).

A ansiedade apresenta sinais e sintomas similares aos do medo. No entanto, ela ndo se
encontra claramente associada a um Unico estimulo provocador, ao contrério, caracteriza-se
por um estado de apreensdo que ocorre em circunstancias onde o perigo ndo € evidente,
havendo portanto um componente de incerteza, e perdura por um longo tempo (GRAEFF,
1989). A ansiedade ocorre também em situacdes de conflito, onde um mesmo comportamento
€ simultaneamente recompensado e punido, ou em situacfes novas, inibindo o comportamento

exploratdrio motivado pela curiosidade.
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As respostas comportamentais de medo e ansiedade sdo acompanhadas de intensa
alteracdo enddcrina e autonémica. Esta Ultima ndo é importante apenas do ponto de vista
fisiolégico e comportamental, uma vez que, a percepcao dessas respostas parece acentuar a
sensacdo de ansiedade, conforme sugeriram William James e Carl Lange, no século XIX. Em
relacdo as alteragdes hormonais, 0 medo e a ansiedade sdo condicles estressantes e, por
conseguinte, sdo acompanhados da mobilizagdo do eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal

(GRAEFF, 1996).

1.3. Resposta hormonal ao estresse

Muitas das ateragbes induzidas pelo estresse sd0 mediadas pelo horménio de
liberagcdo de corticotrofina (CRH), que aciona o eixo hipotal amo-pituitéria-adrenal. Os corpos
celulares dos neurbnios que secretam esse neuropeptideo localizam-se principalmente no
nucleo paraventricular do hipotdlamo. Esse nlcleo recebe numerosas conexdes do sistema
limbico e porgdes inferiores do tronco encefalico. O CRH é secretado no sistema porta-
hipofisério e transportado a seguir até a hipofise anterior, onde induz a secregdo de
corticotrofina (ACTH). Este horménio € liberado na circulagdo sistémica e estimula o cortex
da adrenal a secretar os glicocorticoides - corticosterona em roedores e cortisol em primatas -
considerados importantes indicadores de estresse (GUYTON; HALL, 2002; TODOROVIC et
al., 2005).

Os hormnios glicocorticéides regulam muitas facetas da homeostase dos organismos,
incluindo respostas as alteragdes ambientais (MATEO; CAVIGELLI, 2005). Eles tém um
importante papel na gliconeogénese, pois estimulam o figado a converter gordura e proteinas
em glicose. Os glicocorticoides também potencializam a sintese e a¢do da adrenalina liberada

pela medula adrenal durante a resposta ao estresse. Essa catecolamina também estimula a
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gliconeogénese e a lipdlise, mobilizando energia para comportamentos mais vigorosos, do
tipo lutae fuga (MATTERI; CARROL; DYER, 2000).

As dteragdes causadas pelos glicocorticdides tém um alto valor adaptativo e sdo
essenciais para a sobrevivéncia dos animais em situagOes de perigo. De fato, se um animal
esta fugindo de um predador, ele necessita de uma grande e rdpida mobilizacdo de energia
para 0s musculos esqueléticos que ele utilizara em sua fuga. Assim, um aumento dos
batimentos cardiacos, da pressdo sangliinea e da freqiiéncia respiratoria permite que a glicose
e 0 oxigénio tornem-se rapidamente disponiveis para esses musculos. Por outro lado,
comportamentos ndo relacionados a sobrevivéncia imediata do animal, que requerem um
longo tempo e um grande gasto energético, sdo inibidos, o que possibilita uma maior
mobilizacdo de energia para o0 comportamento de fuga. Essa inibi¢do ocorre com o sistema
imunol 6gico e com os processos de digestdo, crescimento e reproducdo (SAPOLSKY, 1999,

2000).

1.4. Papel dual da serotonina na ansiedade

Os neurdnios do sistema nervoso central contendo serotonina (5-HT) estdo
concentrados na linha média da regido da rafe do tronco encefalico. Os nlcleos pontinos e
bulbares projetam-se para a medula espinhal, onde a 5-HT est4 envolvida com a percepcéo
dolorosa, a regulagdo viscera e o controle motor. Os nucleos mesencefdlicos -
particularmente o nuicleo dorsal darafe e 0 nlcleo mediano darafe - inervam o prosencéfalo e
provavel mente regulam fungdes cognitivas, afetivas e neuroendécrinas (GRAEFF, 1997).

A grande variedade de funcBes da 5-HT € atribuida a existéncia de muitiplos
receptores no sistema nervoso central. Esses receptores possuem perfis farmacol gicos

distintos e, até mesmo, papéis fisiologicos especificos. A classificagdo elaborada por
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Humphrey, Hartig e Hoyer (1993), divide os receptores serotoninérgicos em trés familias: 5-
HTy, 5-HT, e 5-HT3. A familia 5-HT; divide-se em cinco subtipos. 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p,
5-HT.e € 5-HT1r. A familia de receptores 5-HT, subdivide-se em 5-HT2a, 5-HT25 € 5-HToc.
Martin e Humphrey (1994), acrescentaram ainda os receptores 5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTg € 5-
HT,. Do ponto de vista funcional, todos os receptores serotoninérgicos agrupam-se em duas
classes. 0s receptores ionotropicos, cujo Unico representante € o tipo 5-HTs, e 0s receptores
metabotrdpi cos, que engloba todos os demais tipos e subtipos (LEE et al., 2004).

Desde as primeiras demonstragdes de que antagonistas da neurotransmissao
serotoninérgica, como a ritanserina, promoviam efeitos ansioliticos comparaveis aos dos
benzodiazepinicos em testes de conflito (GRAEFF;, SCHOENFELD, 1970), o papel da5-HT
na ansiedade vem sendo amplamente investigado. Esses resultados, associados a constatacéo
de que ansioliticos benzodiazepinicos diminuiam a atividade de neurénios serotoninérgicos,
levaram a preposicdo da teoria serotoninérgica classica da ansiedade, a qual atribui um papel
ansiogénico a 5-HT (STEIN; WISE; BERGER, 1973). H4, porém, muitas contradicfes em
relacdo a natureza exata do envolvimento da 5-HT. Os efeitos comportamentais de drogas que
reduzem a atividade do sistema serotoninérgico central sdo freqlientemente mais varidveis do
que os efeitos de outros ansioliticos e nem sempre estdo de acordo com essa teoria. De fato,
em algumas ocasifes esses compostos apresentam efeitos contrarios aos benzodiazepinicos,
sugerindo uma agdo ansioliticaa 5-HT (GRIEBEL, 1995).

Graeff e Deakin (1991), visando conciliar essas evidéncias aparentemente
contraditorias, propuseram uma hipotese que sugere um papel dual da 5-HT na modulagéo de
respostas defensivas. Levando em consideracéo as diferencas anatdmicas e funcionais das
vias serotoninérgicas e os diferentes subtipos de receptores envolvidos, esses autores
enfatizaram o papel ansiogénico da 5-HT na amigdala e sua agéo ansiolitica na substancia

cinzenta periaquedutal dorsal.
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A atuacdo dual da 5-HT teria um importante sentido adaptativo, pois para niveis de
ameaca potencial ou distal é conveniente inibir comportamentos intempestivos, como os de
fuga ou luta, possibilitando ao animal adotar estratégias mais adequadas, como a exploracdo
cautelosa do ambiente. Essa contencéo de reagdes primitivas permite ainda que o animal se
recorde de experiéncias semelhantes e selecione repertérios aprendidos, permitindo-lhe

formular um plano eficaz de fuga ou evitagéo do perigo (GRAEFF, 1996).

1.5. Tratamento far macol6gico dos transtor nos de ansiedade

Em relagdo aos seres humanos, admite-se que certo nivel de ansiedade motive o
desempenho de tarefas motoras e cognitivas, impulsionando-os na realizagcdo de mudancas e
na busca de novas solucbes para os problemas cotidianos. Quando provoca resposta
exacerbada, a ansiedade passa, porém a interferir nas habilidades e funcdes do individuo,
perturbando acentuadamente seu desempenho (DRATCU; LADER, 1993; GRAEFF, 1996;
PRATT, 1992; SANDFORD; ARGYROPOULOS; NUTT, 2000). Assim, desde a pré-
histéria, o homem vem produzindo substancias quimicas que atenuam as manifestacOes
comportamentais e neurovegetativas desse estado emocional.

Dentre as drogas ansioliticas, a mais popular € o acool etilico ou etanol. Mesmo as
culturas mais primitivas desenvolveram a tecnologia necessaria para a obtencéo do etanol por
meio da fermentagcdo de agUcares contido nas plantas. Somente no fim do século XIX,
contudo, iniciou-se a utilizagdo de substéncias sintéticas na terapéutica médica, com a
finalidade explicita de acamar pacientes portadores de neuroses ou que apresentassem um
componente importante de tensdo emocional associado a disturbios organicos. Os primeiros
compostos empregados com essa finalidade foram os brometos, drogas pouco eficazes e com

alta capacidade de intoxicacao.
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No inicio do século XX surgiram ansioliticos mais eficazes e de baixo custo,
derivados do é&cido barbitarico. Esses compostos, no entanto, produzem sedacdo e
dependéncia, fatores que determinaram a busca por novas drogas para substitui-los. Um
avanco considerdvel ocorreu no inicio dos anos sessenta com a introducdo dos
benzodiazepinicos, que por sua eficécia, relativa seletividade de efeitos e baixa toxicidade
tornaram-se amplamente distribuidos (GRAEFF, 1989). Somente mais tarde, descobriu-se o
potencial de dependéncia dessa classe de drogas e 0 uso de antidepressivos vem sendo uma
adternativa eficiente (HASCOET et al., 2000).

Estudos clinicos tém demonstrado que alguns antidepressivos, como inibidores
seletivos da recaptacéo de 5-HT (ISRS) sdo efetivos no tratamento de uma ampla variedade
de transtornos psiquiéatricos, como panico (WESTENBERG; DEN BOER, 1988), fobia social
(WESTENBERG, 1992), transtorno obsessivo-compulsivo (INSEL et al., 1985) e depresséo
ansiosa (SHEEHAN; DUNBAR; FUELL, 1992). Além disso, 0s ISRS apresentam peguena
incidéncia de efeitos colaterais (COPLAN; LYDIARD, 1998; KENT; COPLAN; GORMAN,
1998).

A noradrenalina (NA) também tem sido implicada na modulacéo da ansiedade. De
fato, o tratamento crénico com o antidepressivo triciclico desipramina, que aumenta a
disponibilidade de NA na fenda sindptica por bloguear sua recaptacéo, mostrou-se mais eficaz
do que os benzodiazepinicos no tratamento dos transtornos de ansiedade generalizada
(BEAUFOUR et d., 1999). Em roedores, contudo, os efeitos dos I SRS e dos antidepressivos
triciclicos s30 contraditorios (SANCHEZ; MEIER, 1997), variando possivelmente com o
modelo utilizado, a dose e a via de administragdo da droga e entre as espécies (DURAND et

al, 1999).
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1.6. Labirinto em cruz elevado e “ one-trial tolerance’

O labirinto em cruz elevado (LCE) se baseia na medida de todas as categorias
comportamentais gque refletem o conflito resultante da tendéncia dos animais de explorar
ambientes desconhecidos e evitar situagtes potencialmente perigosas. Sua utilizagdo envolve
mecanismos aversivos condicionados, inatos, proximais e distais, de maneira que 0s sinais
aversivos detectados a distancia podem funcionar como um estimulo que ativa o sistema de
medo e mantém o organismo distante do perigo representado pelos bracos abertos do labirinto
(GRAEFF; DEAKIN, 1991).

Esse modelo foi validado por Pellow et a. (1985), e tem sido um dos testes mais
empregados na atualidade como modelo animal de ansiedade. Sua ampla utilizagdo é
resultado da eficiéncia e facilidades desse teste, pois dém de detectar efeitos de drogas
ansioliticas e ansiogénicas, o LCE inclui um procedimento simples e répido, baseado no
comportamento esponténeo do animal, e ndo necessita de treinamento, uso de estimulos
nociceptivos e privagcdo de agua ou alimento.

Estudos realizados previamente mostraram que enquanto benzodiazepinicos injetados
em ratos antes da exposicao ao LCE produzem aumento da porcentagem de entradas e do
tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto, uma unica experiéncia préviano LCE,
sem gualquer droga, torna essa classe de compostos ineficazes (ALBRECHET-SOUZA et d.,
2005; CRUZ-MORALES; SANTOS; BRANDAO, 2002; FILE; MABBUTT; HITCHCOTT,
1990). Esse fenbmeno, conhecido como “one-trial tolerance” (OTT), foi inicialmente descrito
por Lister (1987).

Na tentativa de explicar a perda da acdo ansiolitica dos benzodiazepinicos, diversas
hipteses vém sendo sugeridas. Iniciamente o fenbmeno da OTT foi associado a uma

alteracdo qualitativa do estado emocional do animal. A idéia basica é que a exposi¢ao inicial
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ao L CE pode representar a aquisi¢ao de respostas relacionadas a fobia aos bragos abertos do
labirinto. Dessa maneira, a perda dos efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos, na
reexposicd0 ao LCE, pode ser relacionada a bem retratada insensibilidade dos
comportamentos fobicos a acdo ansiolitica dos benzodiazepinicos (BERTOGLIO;
CAROBREZ, 2000; CRUZ-MORALES; SANTOS; BRANDAO, 2002; FILE; MABBUTT;
HITCHCOTT, 1990; FILE; ZANGROSS!I JUNIOR, 1993; NUTT, 1990).

Rodgers e Shepherd (1993), atribuiram o fendbmeno da OTT a relativa auséncia do
conflito aproximacao/evitacdo que ocorre na reexposi¢éo ao LCE. De acordo com essa idéia,
o conhecimento prévio do LCE deve reduzir a tendéncia do animal de explorar &reas
naturalmente aversivas, diminuindo assim o conflito e conseqientemente eliminando a
possibilidade de resposta aos benzodiazepinicos. Finalmente, Dawson et al. (1994), sugeriram
que a OTT é resultado da habituacdo do comportamento exploratorio no L CE apds exposicoes
repetidas.

A investigagdo dos mecanismos neurais subjacentes ao fendbmeno da OTT ndo é
importante apenas para 0 entendimento do LCE per se, mas também para o progresso dos
modelos animais de ansiedade (HOLMES,; RODGERS, 1999). Nesse contexto, 0 presente
trabalho procura elucidar esse fendbmeno por meio da utilizagdo de drogas que atuam, por
diferentes mecanismos de a¢&o, no sistema serotoninérgico. Esse enfoque na atuagdo da 5-HT
difere da maior parte dos estudos com OTT realizados até entdo, que restringem os efeitos da
reexposi¢do ao L CE ao uso de agentes benzodiazepinicos. Adicionalmente, foram medidos os
niveis plasmaéticos de corticosterona em ratos submetidos a sessdo Unica ou repetida no LCE.
Essa medida é de grande importéncia, uma vez que estudos anteriores descreveram um
aumento nas concentragcdes plasmaticas de corticosterona como expressao fisiolégica do

medo no LCE (PELLOW et a., 1985; TREIT; MENARD; ROY AN, 1993).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

A caracterizacao farmacol 6gica dos efeitos da reexposi¢céo de camundongos e ratos ao
L CE tem sido focalizada principal mente nos compostos benzodiazepinicos. Nesse contexto, 0
objetivo desse trabalho € estudar o envolvimento do sistema serotoninérgico no

comportamento defensivo de ratos submetidos a sesséo Unica ou repetidano LCE.

2.2. Objetivos Especificos

> Avaliar os efeitos da administragcdo aguda periférica de cetanserina, um antagonista de
receptores 5-HToa2c, NO comportamento exploratorio de ratos submetidos a sesséo Unica ou

repetidano LCE;

> Investigar os efeitos da administracdo subcronica periférica do antidepressivo
fluoxetina, que inibe a recaptacdo neurona de 5-HT, no comportamento exploratério de ratos
submetidos ao teste ou reteste no LCE. Para fins comparativos, também foi utilizado o

antidepressivo desipramina, que inibe principa mente arecaptacéo neurond de NA;

» Medir os niveis plasméaticos de corticosterona de ratos submetidos a sesséo Unica ou

repetidano LCE.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Sujeitos

Foram utilizados 188 ratos Wistar machos pesando entre 200 e 290 grameas,
provenientes do biotério central da Universidade de Sdo Paulo do campus de Ribeirdo Preto.
Os animais foram aojados, em grupos de quatro ou cinco, em gaiolas-viveiro (40 x 33 x 17
cm) de polietileno, e mantidos em condi¢bes controladas de temperatura (23 + 1°C) e luz
(ciclo de claro-escuro de 12:12 horas, luzes acesas as 07:00) por 72 horas antes do inicio das

sessOes experimentais. Todos eles tiveram livre acesso a alimento e agua.

3.2. Labirinto em cruz e evado

O LCE seguiu as especificacOes de Pellow et a. (1985), consistindo de dois bragos
abertos e opostos (50 x 10 cm cada um), e outros dois bracos opostos do mesmo tamanho
fechados com paredes laterais de 40 cm de altura. Os bracos abertos e fechados, elevados 50
cm do solo, cruzam-se perpendicularmente formando uma cruz, delimitada por uma area
central de 10 x 10 cm. Nas laterais dos bracos abertos foi fixada uma pequena borda de
acrilico transparente (1 cm de altura), com o objetivo de evitar a queda dos animais.

O labirinto foi mantido no interior de uma sala com 60 lux de iluminagéo e, com
excecdo dos animais em que foram realizadas as dosagens de corticosterona, toda a fase
experimental foi realizada entre 13:00 e 17:00 horas. Cada animal era colocado
individualmente na area central do labirinto, com a cabeca direcionada para um dos bracos
fechados e podia explorar livremente o equipamento por 5 minutos. Entre um animal e outro

erarealizada a assepsia do labirinto com algoddo e dcool a 20 %.
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As sessfes experimentais foram monitoradas e gravadas por uma video-camera
montada verticalmente acima do labirinto e conectada a um aparelho de TV e a um video-
cassete, instalados em uma sdla adjacente a sadla experimental. A fita com a sesséo
experimental de cada anima foi analisada posteriormente com o auxilio de um programa

computacional de andlises comportamentais (OBSERVER, Noldus Inf. Co.).

3.3. Radioimunoensaio

A partir dos anos cingienta, os ensaios utilizando radioligantes tornaram-se
amplamente utilizados para se medir substancias presentes nos fluidos biologicos. A grande
vantagem desse método foi 0 aumento na sensibilidade de deteccdo de baixas concentractes
em comparagdo com seus antecessores. Essa sensibilidade € relacionada principalmente a
deteccdo de radioatividade. Outra principal caracteristica da metodologia € a sua
especificidade, uma vez que se baseia na capacidade dos receptores de reconhecer a
configuracéo externa e se acoplar a um composto particular presente nos fluidos biol 6gicos. A
técnica de radioimunoensaio combina, assim, a sensibilidade dos métodos de medida de
radioatividade com a especificidade das reacfes ligante-receptor.

Para a realizacdo do ensaio utiliza-se um receptor especifico - um anticorpo que
distingue com alta especificidade o ligante a ser medido. Para produzi-lo, o ligante € injetado
em uma espécie animal que o reconhece como uma substéncia exogena e produz um
anticorpo especifico contra esse ligante. O radioligante, por sua vez, € produzido adicionando-
se uma particula radioativa, que funciona como um marcador, ao ligante de interesse.

O ensaio radioimunobiologico explora o fato do ligante ndo-marcado a ser medido
competir com o ligante marcado para se unir ao nimero limitado de sitios de ligacdo. Desta

forma, como resultado desta competicdo inibidora, a porcentagem de ligante marcado ligado
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ao anticorpo diminui gradativamente a medida que a concentracdo do ligante ndo-marcado
aumenta progressivamente na amostra. 1sso pode ser considerado uma diluicdo progressiva do
radioligante acoplado ao receptor ou uma diluicdo progressiva do material radioativo com o
material ndo-radioativo.

Nestas condic¢bes, mantendo-se constante a quantidade do anticorpo e do ligante
marcado, a quantidade do complexo anticorpo-ligante marcado formada sera inversamente
proporcional a quantidade de ligante ndo marcado presente na amostra. Dessa forma, a
dosagem do ligante de interesse é possivel desde que se construa uma curva-padréo
empregando-se quantidades crescentes e conhecidas do ligante ndo-marcado e medindo-se a
radioatividade gerada pela % de ligag&o entre anticorpo e ligante marcado resultante. A partir
dessa curva-padréo a quantidade do ligante de interesse em uma amostra pode ser estimada

(THORELL; LARSON, 1978).

3.4. Drogas

Foram utilizados o antagonista serotoninérgico de receptores 5-HToaoc tartarato de
cetanserina (Sigma, EUA), nas doses de 0,25 e 0,5 mg/Kg, o inibidor de recaptacéo
serotoninérgica cloridrato de fluoxetina (Galena, Brasil), nas doses de 5,0 e 10,0 mg/Kg e o
antidepressivo triciclico cloridrato de desipramina (Sigma, EUA) gue inibe principalmente a
recaptacdo de NA, nas doses de 5,0 e 10,0 mg/Kg.

Todas as drogas foram diluidas em salina estéril imediatamente antes das sessbes
experimentais e injetadas intraperitonialmente (IP). A escolha das doses foi baseada em
relatos da literatura (BEAUFOUR et al., 1999; BORELLI et al., 2004; DURAND et a., 1999;

HASCOET et al., 2000; MARTIJENA et al., 2005; MOTTA et al., 1992; SANTOS, 2005).
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3.5. Procedimento

3.5.1. Tratamento agudo com cetanserina

Um lote de 30 animais ndo submetidos a qualquer procedimento experimental foi
dividido em 3 grupos: 10 receberam uma injecéo de salina, 10 receberam umainjecdo de 0,25
mg/Kg de cetanserina e 10 uma injecéo de 0,5 mg/Kg de cetanserina. Depois de 30 minutos
cada animal foi submetido individualmente ao LCE.

Trinta animais adicionais foram expostos a0 LCE sem qualquer tratamento com
drogas e, vinte e quatro horas depois, 10 deles receberam umainjecédo de salina, 10 receberam
uma injecéo de 0,25 mg/Kg de cetanserina e 10 uma injegdo de 0,5 mg/Kg de cetanserina.

Depois de 30 minutos, cada animal foi novamente submetido ao LCE.

3.5.2. Tratamento subcr6nico com fluoxetina

Os animais receberam salina, 5,0 ou 10,0 mg/Kg de fluoxetina de acordo com o
tratamento subcrénico descrito por Porsolt, Le Pichon e Jafre (1977). Esse tratamento consiste
na aplicacdo da droga em um esguema de trés administracfes. a primeira 24 horas antes do
teste, a segunda 5 horas antes e a terceira 1 hora antes do teste. Esse procedimento reproduz
os efeitos da administracdo croénica por duas semanas de drogas que bloqueiam a recaptacdo
de aminas biogénicas, como mostrado no teste do nado for¢cado (PORSOLT; LE PICHON;
JAFRE, 1977) e no reflexo de sobressalto (SANTOS; MARTINEZ; BRANDAO, 2006).
Além disso, ele permite a utilizacdo do intervalo de vinte e quatro horas entre as sessoes teste
e reteste no LCE, normalmente empregado no estudo da OTT (ALBRECHET-SOUZA et al.,
2005; CRUZ-MORALES; SANTOS; BRANDAO, 2002; FILE; MABBUTT; HITCHCOTT,

1990).
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Os animais foram submetidos a esse procedimento antes da exposi¢éo (n = 30) ou da
reexposicao (n = 30) ao LCE. O intervalo entre as sessdes experimentais foi de vinte e quatro

horas.

3.5.3. Tratamento subcronico com desipramina

Os animais receberam 5,0 ou 10,0 mg/Kg de desipramina também de acordo com o
tratamento subcronico descrito por Porsolt, Le Pichon e Jafre (1977). Os animais foram
submetidos a esse procedimento antes da exposi¢éo (n = 20) ou da reexposicéo (n = 20) ao
LCE. Os grupos controles, que receberam apenas injegdes de salina, foram 0s mesmos
utilizados no tratamento com a fluoxetina. O intervalo entre as sessdes experimentais foi de

vinte e quatro horas.

3.5.4. Dosagem de corticosterona

Para a realizacdo das dosagens plasméticas de corticosterona foram utilizados ratos
tratados com salina e submetidos a sessdo Unica ou repetida no LCE. Os experimentos
ocorreram no periodo da manha, entre 9:00 e 11:00 horas.

Os animais submetidos a sessdo Unica receberem uma injecéo IP de salina e, apds 15
minutos, foram expostos ao LCE. Depois do teste permaneceram isolados em uma caixa por
20 minutos e em seguida foram sacrificados por decapitacdo (n = 8). Os animais controle ndo
foram submetidos ao LCE (n = 6). Os vinte minutos transcorridos entre a exposicéo ao LCE e
a decapitacdo € o tempo necessario para que os niveis de corticosterona atinjam o pico apés a
exposi¢do ao estimulo aversivo (HENNESSY; LEVINE, 1979; FILE, 1980).

Em relagcdo aos animais submetidos a sessdo repetida no LCE, no primeiro dia do teste
todos eles receberam uma injecdo IP de salina quinze minutos antes de serem submetidos ao

labirinto e, apds o teste, retornaram as gaiolas-viveiro. No segundo dia de teste, os animais
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receberam outra injecdo IP de salina e 15 minutos depois foram reexpostos ao LCE. Logo
apos 0 teste permaneceram isolados em uma caixa por 20 minutos e foram ent&o sacrificados
por decapitacdo (n = 8). Os animais controle ndo foram submetidos a reexposicéo ao LCE (n
=6).

ApoGs a decapitagdo, foi coletada uma amostra de sangue de cada um dos animais em
tubos de vidro heparinizados. As amostras foram centrifugadas numa velocidade de 3000
rpm, a 4°C, durante 15 minutos. O plasma foi entdo separado e congelado a -20°C até o
momento da realizacdo das dosagens. A extragcdo de corticosterona foi realizada com etanol e
a concentragdo foi determinada por radiocimunoensaio. Todas as amostras foram medidas no
mesmo ensaio utilizando-se anticorpo (Sigma, EUA) e corticosterona-H® (Amersham
Biosciences). O limite minimo de deteccdo foi 0,08 ng/ml e o coeficiente de variagdo intra-

ensaio foi de 5%.

3.6. Medidas comportamentais

O comportamento exploratério dos animais foi medido segundo quatro pardmetros
“tradicionais’:
» NuUmero de entradas nos bragos abertos: 0 niUmero de entradas nos bracos abertos foi

registrado contando-se 0 nimero de vezes que 0 animal atravessava com as quatro patas para

o interior desses bragos,

» Numero de entradas nos bragos fechados: 0 nimero de entradas nos bracos fechados
foi registrado contando-se o nimero de vezes que o0 animal atravessava com as quatro patas

para o interior desses bracos;

» Porcentagem de entradas nos bracos abertos: obtida através da relagéo entre o

numero de entradas nos bragos abertos e do total de entradas no |abirinto:
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% Entradas = 100 x NUmero de entradas nos bracos abertos

NUmero total de entradas

» Porcentagem de tempo nos bracos abertos: obtida através da relacéo entre o

tempo despendido nos bracos abertos do labirinto pelo tempo total do teste (5 minutos):

% Tempo = 100 x Tempo nos bracos abertos
Tempo total do teste

Além disso, oito categorias comportamentais tidas como “novas’ foram utilizadas
para se avadiar a atividade exploratdria dos animais. exploracdo da extremidade aberta do
labirinto, esquadrinhamento, mergulho da cabecga, levantamento, espreitamento, esticamento,

rastejamento e autolimpeza (ANSELONI; BRANDAO, 1997):

> Exploragdo da extremidade aberta: postura exploratdria da extremidade do brago

aberto do labirinto;

» Esquadrinhamento: projecdo da cabega sobre as laterais dos bragos, fargjando em
qualquer direcéo;

» Mergulho da cabeca: movimento exploratorio de cabegca/ombros nas laterais ou
extremidades do labirinto, em direcdo ao ‘ precipicio’;

> Levantamento: consiste na postura bipede do rato, apoiando-se com as patas

posteriores no assoalho do labirinto, estando completamente ereto ou semi-arqueado;

> Espreitamento: projecéo da cabega/ombros dos bragos fechados para o centro, sendo

gue as quatro patas permanecem no brago fechado;

> Esticamento: uma postura exploratdria naqual o animal se estica e em seguida retoma

aposicao original, sem se locomover parafrente;
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> Rastgjamento: locomocgdo exploratéria onde o animal se estica e cuidadosamente

move-se para frente;

> Autolimpeza: é a seqiiéncia de autolimpeza da espécie, comegando pelo focinho, indo

as orelhas e terminando pela limpeza do corpo inteiro.

3.7. Analise estatistica

Os resultados estéo expressos como média + EPM. Os dados comportamentais foram
submetidos a uma andlise de variancia de duas vias (ANOVA), com o tratamento (salina e
drogas) como um fator e as sessdes como outro fator. Para as andlises post-hoc foi utilizado o
teste de Newman-Keuls. Os valores das concentracbes hormonais foram submetidos ao teste t

de Student. Em todos os casos, p < 0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Cetanserina

Na figura 1 estdo ilustrados os efeitos da salina (controle) e cetanserina (0,25 e 0,5
mg/Kg) injetadas em uma Unica aplicacdo em ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. A
andlise de varidncia de duas vias mostrou que os tratamentos ndo produziram efeitos
estatisticamente significativos no nimero de entradas nos bracos abertos, no nimero de
entradas nos bragos fechados, na porcentagem de entradas nos bragos abertos e na
porcentagem de tempo nos bracos abertos (F2s4 = 0,49; 1,90; 1,56 e 2,01, respectivamente;
p > 0,05 em todos 0s casos).

Entre as sessfes, efeitos estati sticamente significativos foram detectados no nimero de
entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos bragos abertos e na porcentagem
de tempo nos bragos abertos (Fi 54 = 42,73; 54,04 e 36,90, respectivamente; p < 0,05 em todos
0S cas0s), mas ndo no nimero de entradas nos bracos fechados (F1 54 = 2,27; p > 0,05).

A interagdo entre tratamentos e sessOes mostrou diferencas estatisticamente
significativas no nimero de entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos
bracos abertos e na porcentagem de tempo nos bragos abertos (F2s4 = 4,01; 6,88 e 4,61,
respectivamente; p < 0,05 em todos 0s casos), mas ndo no nimero de entradas nos bragos
fechados (F254= 2,35; p > 0,05).

As andlises post-hoc revelaram que a dose de 0,5 mg/Kg de cetanserina provocou um
aumento significativo no nimero de entradas nos bragos abertos do labirinto, na porcentagem
de entradas nos bracos abertos e no tempo em que 0s animais testados uma Unica vez
permaneceram nesses bracos. A dose de 0,25 mg/Kg produziu aumento significativo na
porcentagem de entradas nos bracos abertos e no tempo despendido nesses bragos por esses

animais. Em relagdo aos animais reexpostos ao LCE, a cetanserina ndo produziu qualquer
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alteracdo na exploracdo, sendo que, de maneira geral, os grupos controle e tratados mostraram

uma reduzida exploracdo dos bracos abertos.

Os gréficos dafigura 2 ilustram os efeitos da administracdo aguda de salina (controle)
e cetanserina (0,25 e 0,5 mg/Kg) sobre as categorias comportamentais “novas’ utilizadas para
avaliar ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. A andlise de variancia de duas vias
mostrou que os tratamentos produziram efeitos estatisticamente significativos nas frequéncias
de esguadrinhamentos, de espreitamentos e de esticamentos (F.ss = 3,25; 4,46 e 6,40,
respectivamente; p < 0,05 em todos os casos), mas ndo nas frequéncias de exploracdo das
extremidades abertas, de mergulhos da cabeca, de levantamentos, de rastgjamentos e de
autolimpeza (F2s4 = 0,46; 0,91; 1,91; 0,53 e 0,44, respectivamente; p > 0,05 em todos os

Casos).

Entre as sessdes, diferencas estatisticamente significativas foram detectadas nas
freqUéncias de exploragdo das extremidades abertas do labirinto, de esguadrinhamentos, de
mergulhos da cabeca e de autolimpeza (F1 54 = 30,72; 27,98; 62,13 e 6,14, respectivamente,
p < 0,05 em todos os casos), mas ndo nas freqiiéncias de levantamentos, espreitamentos,
esticamentos e rastejamentos (F154 = 0,01; 0,34; 0,13 e 0,38, respectivamente; p > 0,05 em

todos os casos).

A interagdo entre tratamentos e sessdes apresentou diferencas estatisticamente
significativas nas fregliéncias de levantamentos, de esticamentos e de rastgamentos (F2s4 =
4,06; 4,43 e 3,74, respectivamente; p < 0,05 em todos os casos), mas ndo nas freqliéncias de
exploracdo das extremidades abertas, de esquadrinhamentos, de mergulhos da cabeca, de
espreitamentos e de autolimpeza (Fo54 = 2,82; 1,86; 1,25; 0,50; 0,30, respectivamente,

p > 0,05 em todos 0s casos).
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As andlises post-hoc mostraram que o tratamento com 0,25 e 0,5 mg/Kg de
cetanserina produziu uma reducéo na freqiiéncia de esticamentos nos animais submetidos uma
unica vez ao LCE. Em relacdo aos animais reexpostos, o tratamento com 0,5 mg/Kg de

cetanserina provocou uma reducéo da freqiéncia de esquadrinhamentos.

4.2. Fluoxetina

Na figura 3 estéo ilustrados os efeitos da salina (controle) e fluoxetina (5,0 e 10,0
mg/Kg), injetadas 3 vezes (tratamento subcronico), em ratos submetidos ao teste ou reteste no
LCE. A andlise de variancia de duas vias mostrou que os tratamentos produziram efeitos
estatisticamente significativos no nimero de entradas nos bragos fechados (Fzs4 = 7,89;
p < 0,05), mas ndo no numero de entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos
bracos abertos e na porcentagem de tempo nos bragos abertos (F;s4 = 1,05; 0,13 e 1,08,
respectivamente; p > 0,05 em todos 0s casos).

Entre as sessdes, efeitos estatisticamente significativos foram detectados no nimero
de entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos bracos abertos e na
porcentagem de tempo nos bragos aberto (Fis4 = 25,52; 17,52 e 29,20, respectivamente;
p < 0,05 em todos 0s casos), mas ndo no numero de entradas nos bragos fechados (Fy 54 =
1,63; p > 0,05).

A interacdo entre tratamentos e sessbes ndo mostrou diferencas estatisticamente
significativas no niUmero de entradas nos bragos abertos, no nimero de entradas nos bracos
fechados, na porcentagem de entradas nos bragos abertos e na porcentagem de tempo nos
bracos aberto (F254 = 0,30; 0,64; 0,45 e 0,79, respectivamente; p > 0,05 em todos 0s casos).

As andlises post-hoc revelaram gue a administracdo subcrénica de 5,0 e 10,0 mg/Kg

de fluoxetina promoveu, em animais reexpostos ao labirinto, uma reducdo no nimero de
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entradas nos bracos fechados. Além disso, 0s grupos controle e tratados mostraram uma
menor exploragdo das extremidades abertas do labirinto, quando comparados aos animais
submetidos & uma Unica exposi ¢ao.

Os gréficos da figura 4 ilustram os efeitos da salina (controle) e fluoxetina (5,0 e 10,0
mg/Kg), injetadas 3 vezes (tratamento subcronico), nas categorias comportamentais “novas’
utilizadas para avaiar ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. A andlise de variancia de
duas vias mostrou que os tratamentos produziram efeitos estatisticamente significativos nas
freqUéncias de esquadrinhamentos, de levantamentos e de espreitamentos (F2s4 = 17,62; 10,34
e 3,57, respectivamente; p < 0,05 em todos 0s casos), mas ndo nas frequéncias de exploracdo
das extremidades abertas, de mergulhos da cabeca, de esticamentos, de rastejamentos e de
autolimpeza (F2s4 = 0,88; 1,17; 0,16; 0,19 e 1,40, respectivamente; p > 0,05 em todos os
Casos).

Entre as sessOes, diferencas estatisticamente significativas foram detectadas na
freqiéncia de exploracdo das extremidades abertas do labirinto, de mergulhos da cabega, de
levantamentos e de autolimpeza (F1 54 = 17,75; 51,87; 4,71 e 4,84, respectivamente; p < 0,05
em todos os casos), mas ndo nas frequéncias de esquadrinhamentos, de espreitamentos, de
esticamentos e de rastejamentos (F1 54 = 2,46; 0,26; 0,93 e 1,79, respectivamente; p > 0,05 em
todos os casos).

A interagdo entre tratamentos e sessOes mostrou diferengas estatisticamente
significativas nas frequéncias de esguadrinhamentos e de autolimpeza (F254 = 20,80 e 3,36,
respectivamente; p < 0,05 em ambos 0s casos ), mas ndo nas frequiéncias de exploracéo das
extremidades abertas do labirinto, de mergulhos da cabegca, de levantamentos, de
espreitamentos, de esticamentos e de rastggamentos (F2s4 = 0,66; 1,20; 0,17; 0,73, 1,31 e

1,21, respectivamente; p > 0,05 em todos os casos).
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As andlises post-hoc mostraram que, em animais submetidos uma Unicavez ao LCE, o
tratamento com 5,0 e 10,0 mg/Kg de fluoxetina promoveu um aumento significativo na
freqiéncia de esguadrinhamentos, acompanhado por uma reducdo na frequéncia de
levantamentos produzida pela dose de 10,0 mg/Kg. Em relagdo aos animais reexpostos, o

tratamento com 10,0 mg/K g de fluoxetina provocou reducéo na freqiiéncia de levantamentos.

4.3. Desipramina

Na figura 5 est&o ilustrados os efeitos da salina (controle) e desipramina (5,0 e 10,0
mg/Kg), injetadas 3 vezes (tratamento subcronico), em ratos submetidos ao teste ou reteste no
LCE. A andlise de variancia de duas vias mostrou que os tratamentos produziram efeitos
estatisticamente significativos no nimero de entradas nos bragos fechados (Fzs4 = 9,28;
p < 0,05), mas ndo no numero de entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos
bracos abertos e na porcentagem de tempo nos bragos abertos (F,s4 = 0,36; 0,71 e 0,27,
respectivamente; p > 0,05, em todos 0s casos)

Entre as sessOes, diferengas estatisticamente significativas foram detectadas no
numero de entradas nos bragos abertos, na porcentagem de entradas nos bracos abertos e na
porcentagem de tempo nos bracos abertos (Fis4 = 31,68; 25,98 e 36,39, respectivamente;
p < 0,05, em todos 0s casos), mas ndo no numero de entradas nos bracos fechados (Fis4 =
1,03; p > 0,05).

A interacdo entre tratamentos e sessbes ndo mostrou diferencas estatisticamente
significativas no nimero de entradas nos bragos abertos, no nimero de entradas nos bracos
fechados, na porcentagem de entradas nos bragos abertos e na porcentagem de tempo nos

bracos abertos (F254 = 0,38; 0,47; 0,81 e 0,32, respectivamente; p > 0,05, em todos 0s casos)



Resultados 37

As andlises post-hoc revelaram gue a administracdo subcrénica de 5,0 e 10,0 mg/Kg
de desipramina promoveu, em animais testados e retestados, reducdo no nimero de entradas
nos bracos fechados do labirinto. Além disso, 0s ratos reexpostos mostraram uma reducéo
geral na exploragcdo dos bragos abertos, quando comparados aos animais expostos uma Unica
vez ao LCE.

Os gréficos da figura 6 ilustram os efeitos da salina (controle) e desipramina (5,0 e
10,0 mg/Kg), injetadas 3 vezes (tratamento subcronico), nas categorias comportamentais
“novas’ utilizadas para avaliar ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. A andlise de
variancia de duas vias mostrou que os tratamentos produziram efeitos estatisticamente
significativos nas frequéncias de esquadrinhamentos, de levantamentos, de espreitamentos e
de autolimpeza (Fzs4 = 15,26; 9,85; 4,67 e 4,44, respectivamente; p < 0,05 em todos os
casos), mas ndo nas frequéncias de exploracéo das extremidades abertas, de mergulhos da
cabeca, de esticamentos e de rastejamentos (F254 = 1,18; 0,70; 2,33 e 0,62, respectivamente;
p > 0,05 em todos 0s casos).

Entre as sessdes, diferencas estatisticamente significativas foram detectadas nas
freqUéncias de exploracéo das extremidades abertas do labirinto, de mergulhos da cabeca e de
esticamentos (F1 54 = 15,96; 54,85 e 3,81, respectivamente; p < 0,05 em todos os casos), mas
ndo nas freqiéncias de esquadrinhamentos, de levantamentos, de espreitamentos, de
rastejamentos e de autolimpeza (Fi154 = 1,54; 1,57; 0,77; 0,59 e 0,44, respectivamente,
p > 0,05 em todos 0s casos).

A interagd0 entre tratamentos e sessbes mostrou diferencas estatisticamente
significativas nas frequiéncias de esquadrinhamentos e de espreitamentos (F, 54 = 22,88 e 3,44,
respectivamente; p < 0,05 em ambos 0s casos), mas ndo nas freqiéncias de exploracdo das

extremidades abertas do labirinto, de mergulhos da cabegca, de levantamentos, de
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esticamentos, de rastejamentos e de autolimpeza (F2s4 = 0,79; 1,07; 0,45; 2,73; 0,18 € 0,12,
respectivamente; p > 0,05 em todos 0s casos).

As andlises post-hoc mostraram que o tratamento com 50 e 10,0 mg/Kg de
desipramina promoveu, em ratos expostos uma Unica vez ao labirinto, um aumento
significativo na freqiéncia de esguadrinhamentos e uma redugdo na fregquéncia de
levantamentos. Em relagdo aos ratos reexpostos, a dose de 5,0 mg/Kg de desipramina

provocou reducéo das freguéncias de levantamentos, espreitamentos e esticamentos.

4.4. Corticosterona

Na figura 7 estdo ilustradas as concentracBes plasmaticas de corticosterona medidas
em ratos tratados com salina e submetidos & sessdo Unica ou repetida no LCE. O teste t de
Student mostrou que os animais submetidos a sessdo Unica (T-1) diferiram estatisticamente
dos animais controle (C-0), que ndo foram expostos ao LCE (t = 2,64; p < 0,05). Também os
animais submetidos a sessdes repetidas no labirinto (T-2) diferiram estatisticamente dos
animais controle (C-1), que foram submetidos uma Unica vez ao LCE (t = 3,64; p < 0,05).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos controle (t = 0,89; p > 0,05), nem entre 0s

grupos expostos e reexpostos (t = 0,64; p > 0,05).
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Fig.1. Efeitos da salina, 0,25 e 0,5 mg/Kg de cetanserina (C) administradas IP 30 minutos
antes da sess@o experimental sobre o comportamento exploratorio de ratos submetidos ao
teste ou reteste no LCE. Acima: nimero de entradas em ambos os tipos de bracos. Embaixo:
% de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos em relagéo ao total. Os dados séo
apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na mesma sessio; # diferente
do tratamento correspondente no grupo de animais submetidos a sessdo Unica no LCE

(p < 0,05, teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.



0 Sdl
Teste O Cco25

mCO05

8 &
H

Frequéncie
8
|

=
o
|

Kis §

EXP ESQ MER LEV ESP EST RAS LIM

o
|

Reteste

20 "

Frequéncie

10

EXP ESQ MER LEV ESP EST RAS LIM

Fig.2. Efeitos da salina, 0,25 e 0,5 mg/Kg de cetanserina (C) administradas IP 30 minutos
antes da sesséo experimental sobre as categorias comportamentais utilizadas para a avaliacéo
de ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. EXP = exploracdo da extremidade aberta;
ESQ = esquadrinhamento; MER = mergulho da cabegca; LEV = levantamento; ESP =
espreitamento; EST = esticamento; RAS = rastgjamento; LIM = autolimpeza. Os dados séo
apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na mesma sesso (p < 0,05,

teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.
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Fig.3. Efeitos do tratamento subcrénico com saina, 5,0 e 10,0 mg/Kg de fluoxetina (F)
administradas via IP 24, 5 e 1 hora antes do teste, sobre 0 comportamento exploratério de
ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. Acima: nimero de entradas em ambos 0s tipos
de bragos. Embaixo: % de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos em relagdo ao
total. Os dados sdo apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na mesma
sessdo; # diferente do tratamento correspondente no grupo de animais submetidos a sessao

anicano LCE (p < 0,05, teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.
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Fig.4. Efeitos do tratamento subcronico com saina, 5,0 e 10,0 mg/Kg de fluoxetina (F)
administradas via IP 24, 5 e 1 hora antes do teste, sobre as categorias comportamentais
utilizadas para a avaliacéo de ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. EXP = exploracéo
da extremidade aberta; ESQ = esquadrinhamento; MER = mergulho da cabeca; LEV =
levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento; RAS = rastgamento; LIM =
autolimpeza. Os dados sdo apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na

mesma sessao (p < 0,05, teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.
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Fig.5. Efeitos do tratamento subcrénico com saling, 5,0 e 10,0 mg/Kg de desipramina (D),
administradas via IP 24, 5 e 1 hora antes do teste, sobre 0 comportamento exploratério de
ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. Acima: nimero de entradas em ambos os tipos
de bragcos. Embaixo: % de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos em relacéo ao
total. Os dados sdo apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na mesma
sessao; # diferente do tratamento correspondente no grupo de animais submetidos a sesséo

anicano LCE (p < 0,05, teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.
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Fig.6. Efeitos do tratamento subcrénico com salina, 5,0 e 10,0 mg/Kg de desipramina (D)
administradas via IP 24, 5 e 1 hora antes do teste, sobre as categorias comportamentais
utilizadas para a avaliacéo de ratos submetidos ao teste ou reteste no LCE. EXP = exploragéo
da extremidade aberta; ESQ = esquadrinhamento; MER = mergulho da cabeca; LEV =
levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento; RAS = rastgamento; LIM =
autolimpeza. Os dados séo apresentados como médias + EPM. * diferente do grupo salina na

mesma sessao (p < 0,05, Teste Newman-Keuls). n = 10 animais em cada grupo.
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Fig.7. Efeitos da exposicdo ao LCE nos niveis plasmaticos de corticosterona em ratos
submetidos ao teste ou reteste no LCE. Todos o0s animais receberam umainjecdo |P de salina
quinze minutos antes das sessdes experimentais. Os animais foram submetidos a sessdo Unica
(T-1) ou repetida (T-2) no LCE e os grupos controles ndo foram expostos ao labirinto (C-0)
ou foram expostos uma unica vez (C-1). Os dados sdo apresentados como médias + EPM.
* diferente do grupo controle na mesma sessio (p < 0,05, teste t de Student). n = 6 animais
em cada grupo controle e 8 animais em cada grupo submetido ao L CE vinte minutos antes das

medidas de corticosterona plasmética.



DISCUSSAO




Discussao 47

5. DISCUSSAO

As drogas utilizadas neste trabalho, de modo geral, quando administradas em animais
reexpostos ao L CE, ndo produziram aumento da exploracdo dos bracos abertos nem do tempo
de permanéncia dos animais nesses bracos. No entanto, a administracdo de fluoxetina e
desipramina promoveu uma reducéo no nimero de entradas nos bragos fechados do labirinto.

Em relacdo as categorias comportamentais tidas como “novas’, 0s animais reexpostos
tratados com 0,5 mg/Kg de cetanserina tiveram uma reducdo da freguéncia de
esguadrinhamentos, a administracdo subcrénica de fluoxetina causou reducéo da fregiiéncia
de levantamentos e a administracdo de desipramina produziu reducéo nas frequéncias de
levantamentos, espreitamentos e esticamentos.

Essa auséncia de efeito anti-aversivo das drogas em animais reexpostos ao L CE pode
estar relacionada ao desenvolvimento da OTT. Esse fendmeno tem recebido consideravel
atencdo e diversas hipoteses tém sido sugeridas, como ateracdo do estado emociona do
animal, com aguisicdo de fobia (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000; CRUZ-MORALES,
SANTOS; BRANDAO, 2002; FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE; ZANGROSS
JUNIOR, 1993; NUTT, 1990), perda do conflito motivacional (RODGERS; SHEPHERD,
1993) e habituacdo do comportamento exploratério (DAWSON et al., 1994). Nesse trabalho
apresentamos evidéncias contrérias a hipotese de que a OTT sgja resultado da habituacéo do
animal a exposicao repetida ao LCE. Como discutiremos a seguir, 0s animais apresentaram
uma alteracdo emocional importante, como avaliado pelos elevados niveis de corticosterona
plasmética, considerada um indicador confiavel de estresse e medo (GRAEFF, 1996;
PELLOW et al., 1985; TODOROVIC et al., 2005; TREIT; MENARD; ROYAN, 1993).

No inicio dos estudos com o LCE, Pelow et al. (1985), mostraram que ratos
confinados aos bracos abertos ou fechados do labirinto, apresentavam um aumento

significativo da concentracdo plasmatica de corticosterona em relacdo aos animais controles
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ndo submetidos ao teste. Adicionalmente, ratos confinados aos bragos abertos apresentaram
uma elevacdo das concentracfes plasmaticas de corticosterona significativamente maior do
gue aguel es confinados aos bracos fechados.

Este trabalho, corroborando outros existentes (FILE; JOHNSTON; BALDWIN, 1988;
FILE et a., 1994), mostrou que uma exposicao Unica, por 5 minutos ao LCE mesmo sem
qualquer confinamento, é suficiente para elevar significativamente as concentracBes
plasmaticas de corticosterona em ratos que ndo haviam passado por qualquer procedimento
experimental. Esse aumento é atribuido tanto a novidade quanto aos estimulos estressantes
presentes no teste (PELLOW et a., 1985). Ratos reexpostos ao LCE, da mesma forma,
apresentaram um aumento dos niveis plasméticos de corticosterona similar aguele mostrado
por ratos expostos uma Unica vez. Este achado contrasta com a habituagcdo que essa resposta
apresenta, apoOs a reexposicdo, em outros modelos animais de ansiedade, como o teste da
interacdo social e do odor de predadores (FILE; PEET, 1980; FILE; JOHNSTON;
BALDWIN, 1988). Além disso, esses resultados sdo compativeis com a nogcdo de que a
reexposi¢éo ao LCE, diferentemente do proposto por alguns autores, apresenta propriedades
aversivas, de modo que o fendmeno da OTT deve estar mais relacionado a uma alteragdo no
estado emocional do animal do que a simples habituacdo do comportamento exploratério
(FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE; ZANGROSS JUNIOR, 1993; FILE et al.,
1994).

Alguns estudos demonstraram que dteragdes na atividade serotoninérgica,
dependendo da dose utilizada da droga, podem produzir tanto efeitos ansiogénicos quanto
efeitos ansioliticos em testes de conflito (HJORT; SODERPALM; ENGEL, 1987). Nesse
contexto, Motta et a (1992), mostraram um efeito bifasico da cetanserina no comportamento
de ratos submetidos ao teste do L CE: doses baixas, como 0,5 mg/Kg, causavam uma redugdo

da aversao aos bragos abertos e doses maiores, como 1,0 mg/Kg, causavam uma reducéo
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inespecifica da atividade geral dos animais. Confirmando esses resultados, o presente trabalho
mostrou que a administracdo aguda de doses baixas de cetansering, 0,25 e 0,5 mg/Kg,
promove efeito ansiolitico em ratos submetidos uma Unica vez ao LCE, aumentando a
exploracdo dos bragcos abertos, assim como a porcentagem de tempo despendida nesses
bragos, sem aumentar a atividade dos animais nos bragos fechados do labirinto. Em relagdo as
categorias comportamentais “novas’, tanto a dose de 0,25 mg/Kg, quanto a de 0,5 mg/Kg de
cetanserina promoveram reducéo da frequiéncia de esticamentos.

Embora esses resultados sejam de dificil interpretacdo, uma vez que essas injecdes
sistémicas alteram os niveis de 5-HT em todas as éreas do sistema nervoso central, € possivel
que os efeitos ansioliticos da cetanserina ocorram principamente devido a sua atuacdo na
amigdala, como sugerido por alguns autores (DEAKIN, 1989; MOTTA et al., 1992).
Resultados controversos, porém, foram observados em estudos que utilizaram estimulagéo
elétrica da substancia cinzenta periaguedutal dorsal (JENCK; BROEKKAMP; VAN DELFT,
1989) ou mesmo injecdes locais em nlicleos distintos da amigdala (ZANGROSSI JUNIOR;
GRAEFF, 1994). Essa heterogeneidade de resultados se deve, em parte, a atuagcdo da
cetanserina como antagonista tanto de receptores do tipo 5-HT,a quanto 5-HT,c, ambos
implicados na regulagdo de transtornos afetivos, porém diferentemente distribuidos no sistema
nervoso central.

O subtipo 5-HT,a esta presente, em altas concentragdes, no cortex frontal, ganglios da
base e, em menor densidade, em alguns componentes do sistema limbico, como hipocampo,
septo e amigdada (POMPEIANO; PALACIOS, MENGOD, 1994). A distribuicdo
corticolimbica desses receptores sugere um papel critico na neuropatologia e tratamento de
uma variedade de transtornos psiquidtricos, incluindo ansiedade (NIC DHONNCHADHA;
BOURIN; HASCOET, 2003). Os receptores 5-HTc apresentam distribuicdo variada em

diferentes &reas encefdlicas, como nacleo septal lateral, nicleo subtaldmico, amigdala,
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hipocampo, substéncia nigra, substancia cinzenta e cerebelo (ABRAMOWSKI et a., 1995;
SHARMA; PUNHANI; FONE, 1997). Estes receptores tém sido implicados na modulagéo de
disturbios alimentares, enxagueca, ansiedade e na regulagdo enddcrina (FOZARD; GRAY,
1989; KENNETT et al., 1989; KENNETT; CURZON, 1991; KING et al., 1989).

A administracdo subcronica de fluoxetina, por sua vez, ndo provocou alteracOes
significativas no nimero de entradas nas extremidades abertas do labirinto, nem no tempo de
permanéncia dos animais nesses bragos, mostrando-se inteiramente inefetiva em reverter a
“ansiedade” da primeira exposicdo ou 0 “medo” da segunda exposicdo a0 LCE. Esses
resultados corroboram outros obtidos anteriormente que mostram que o tratamento cronico
com fluoxetina ndo altera significativamente a exploragdo das extremidades abertas do
labirinto (DURAND et al., 1999; SILVA; BRANDAO, 2000). Além disso, essa auséncia de
efeito ansiolitico da fluoxetina em animais submetidos uma Unica vez ao LCE é condizente
com a baixa eficacia dos ISRS no tratamento dos transtornos de ansiedade generalizada,
embora eles sgjam amplamente utilizados no tratamento da depressdo e dos disturbios do
panico.

Um quadro semelhante ao da fluoxetina foi produzido pela administragdo subcrénica
de desipramina. A droga ndo promoveu ateracfes significativas no nimero de entradas nas
extremidades abertas do labirinto, nem no tempo de permanéncia dos animais nesses bracos.
Houve, contudo, reducdo significativa no nimero de entradas nos bracos fechados do
labirinto. A desipramina produziu em ratos expostos uma unica vez ao LCE aumento na
freguiéncia de esquadrinhamentos e reducdo na freqiiéncia de levantamentos. Embora essa
auséncia de efeitos especificos tenha sido reportada por outros autores (CHOPIN; BRILEY,
1987; FILE, 1985), ndo deve ser excluida a possibilidade das doses utilizadas e do tratamento
subcrénico ndo serem suficientes para produzirem concentracdes encefdlicas da droga capazes

de causar modificagdes neurobioldgicas responsaveis por efeitos ansioliticos. Como
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apresentado por alguns estudos, esses resultados parecem ser obtidos apenas em tratamentos
crénicos (SURANY I-CADOTTE; BODNOFF; WELNER, 1990).

Embora pesquisas clinicas tenham revelado resultados promissores a respeito da
utilizacdo de antidepressivos no tratamento da ansiedade, resultados obtidos de modelos
animais sdo varidvels e controversos. Essa variedade de resultados ocorre devido a varios
fatores, dentre eles o fato dos efeitos ansioliticos ndo serem causados por todos 0s
antidepressivos e também por nem todos os modelos animais de ansiedade serem sensiveis a
acao antidepressiva de drogas. Na realidade, a maioria desses modelos, incluindo o LCE,
foram otimizados para detectar efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos e compostos
relacionados (HASCOET et al., 2000). O desenvolvimento de novos modelos animais de
ansiedade - que sejam sensiveis aos efeitos ansioliticos de outras classes de compostos - pode
ser assim um passo importante na nossa busca da compreensdo dos mecanismos neurais

subjacentes a“ one-trial tolerance”.
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6. CONCLUSOES

» O antagonista serotoninérgico cetanserina produziu efeitos anti-aversivos em ratos

submetidos a uma unica sessao no LCE;

» As drogas utilizadas neste estudo ndo produziram aumento da exploragdo dos bracos
abertos do LCE em animais reexpostos ao teste. Essa auséncia de efeito anti-aversivo deve
estar relacionada ao desenvolvimento da OTT, indicando que esse fenémeno ndo € associado
exclusivamente aos compostos benzodiazepinicos, mas ocorre também com drogas que atuam

no sistema serotoninérgico;

» A administragéo subcrénica de fluoxetina revelou-se inteiramente inefetiva em reverter a
“ansiedade” da primeira exposicdo ou o0 “medo” da segunda exposicéo ao LCE. Essa auséncia
de efeito ansiolitico é condizente com a baixa eficacia dos | SRS no tratamento dos transtornos

de ansiedade generalizada;

» A administracdo subcrénica de desipramina também ndo promoveu ateracOes

significativas na exploragéo dos bragos abertos do labirinto;

» O aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona em ratos submetidos a sessdo repetida
no LCE, similar aguele mostrado por ratos submetidos a sessdo Unica, sugere que a
reexposi¢ao, diferentemente do proposto por alguns autores, apresenta propriedades aversivas,
de modo que, o fendmeno da OTT deve estar mais relacionado a uma alteracdo no estado

emociona do animal do que a simples habituacdo do comportamento exploratério.
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Tabela 1 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdo Unica no LCE sob tratamento agudo com salina ou cetanserina
(0,25 e 0,5 mg/Kg). EBA = numero de entradas nos bragos abertos;, EBF = nimero de
entradas nos bragos fechados;, %EBA = porcentagem de entradas nos bragos abertos, %TBA
= porcentagem de tempo nos bragos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 2 0 0
Rato 2 5 12 29,4 13,7
Rato 3 3 11 21,4 55
Rato 4 7 10 41,2 25,3
Rato 5 0 4 0 0
Rato 6 2 9 18,2 5,4
Rato 7 2 9 18,2 3,1
Rato 8 2 5 28,6 45
Rato 9 2 9 18,2 7,5

Rato 10 6 15 28,6 15,7

MEDIA 2,9 8,6 20,4 8,1
EPM 0,75 1,24 4,08 2,51

CET 0,25 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 4 0 0
Rato 2 1 6 14,3 2,0
Rato 3 2 4 33,3 6,7
Rato 4 9 11 45,0 35,8
Rato 5 4 5 44.4 15,5
Rato 6 4 5 444 13,2
Rato 7 6 7 46,2 23,2
Rato 8 5 11 31,3 15,3
Rato 9 5 7 41,7 20,1

Rato 10 3 8 27,3 11,6

MEDIA 3,9 6,8 32,8 14,4
EPM 0,82 0,81 4,86 3,33

CET 5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 4 5 44,4 13,5
Rato 2 5 6 45,5 19,7
Rato 3 4 9 30,8 13,3
Rato 4 6 7 46,2 23,7
Rato 5 6 5 54,5 29,4
Rato 6 1 4 20,0 1,8
Rato 7 8 8 50,0 32,5
Rato 8 6 6 50,0 15,3
Rato 9 5 12 29,4 17,7

Rato 10 6 9 40,0 23,8

MEDIA 5,1 7.1 41,1 19,1

EPM 0,59 0,77 3,47 2,81
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Tabela 2 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“ medidas novas’) de ratos
submetidos a sesséo Unica no L CE sob tratamento agudo com salina ou cetanserina (0,25 e 0,5
mg/Kg). EXP = exploragdo da extremidade aberta; ESQ = esguadrinhamento; MER =
mergulho da cabeca; LEV = levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento; RAS =
rastejamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 24 4 10 4 12 1 2
Rato 2 5 32 7 11 1 7 2 2
Rato 3 0 35 8 19 6 5 4 3
Rato 4 7 34 19 10 2 3 0 4
Rato 5 0 19 5 6 2 6 2 1
Rato 6 2 25 6 12 8 5 2 2
Rato 7 0 35 9 29 6 9 3 5
Rato 8 2 22 8 12 2 2 0 1
Rato 9 2 38 10 17 4 8 5 1
Rato 10 4 43 17 24 1 2 1 1

MEDIA 2,2 30,7 9,3 15,0 3,6 5,9 2,0 2,2
EPM 0,77 2,46 1,56 2,27 0,76 1,02 0,52 0,44

CET 0,25 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 18 2 14 7 2 2 2
Rato 2 0 27 7 12 4 4 2 4
Rato 3 1 14 7 5 2 2 0 0
Rato 4 8 41 25 13 1 2 2 1
Rato 5 2 26 11 15 1 2 0 2
Rato 6 2 27 10 15 1 3 2 2
Rato 7 4 28 17 10 4 1 2 0
Rato 8 3 27 14 7 4 1 4 0
Rato 9 3 33 17 8 4 3 1 1

Rato 10 2 27 16 8 3 1 1 0

MEDIA 2,5 26,8 12,6 10,7 3,1 2.1 1,6 1,2
EPM 0,73 2,32 2,08 1,14 0,6 0,31 0,37 0,42

CET 0,5 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 3 26 11 11 1 3 1 2
Rato 2 4 29 17 9 3 2 2 1
Rato 3 3 24 8 9 5 2 5 2
Rato 4 3 30 13 12 4 1 6 3
Rato 5 6 31 20 5 0 4 2 0
Rato 6 0 19 5 8 1 5 3 2
Rato 7 6 32 22 7 2 1 0 1
Rato 8 4 23 9 10 2 1 5 1
Rato 9 4 27 3 12 2 3 3 3

Rato 10 5 27 14 8 3 1 8 2

MEDIA 3,8 26,8 12,2 9,1 2,3 2,3 3,5 1,7

EPM 0,55 1,26 1,97 0,71 0,47 0,45 0,78 0,30
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Tabela 3 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento agudo com salina ou
cetanserina (0,25 e 0,5 mg/Kg). EBA = nimero de entradas nos bragos abertos;, EBF =
nimero de entradas nos bracos fechados;, %EBA = porcentagem de entradas nos bracos
abertos; %TBA = porcentagem de tempo nos bracos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 4 0 0
Rato 2 0 3 0 0
Rato 3 0 5 0 0
Rato 4 2 7 22,2 1,3
Rato 5 0 2 0 0
Rato 6 1 10 9,1 2,4
Rato 7 6 9 40,0 19,5
Rato 8 2 6 25,0 4,8
Rato 9 1 7 12,5 0,7

Rato 10 0 11 0 0

MEDIA 1,2 6,4 10,9 2,9
EPM 0,59 0,95 4,44 1,01

CET 0,25 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 7 0 0
Rato 2 3 7 30,0 6,9
Rato 3 0 9 0 0
Rato 4 2 7 22,2 6,3
Rato 5 3 11 21,4 15,0
Rato 6 2 8 20,0 9,8
Rato 7 1 12 7,7 4,9
Rato 8 0 12 0 0
Rato 9 0 6 0 0

Rato 10 0 1 0 0

MEDIA 1,1 8,0 10,1 4,3
EPM 0,41 1,04 3,78 1,66

CET 5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 3 0 0
Rato 2 0 3 0 0
Rato 3 0 4 0 0
Rato 4 0 9 0 0
Rato 5 0 2 0 0
Rato 6 1 3 25,0 1,1
Rato 7 0 5 0 0
Rato 8 0 5 0 0
Rato 9 0 9 0 0

Rato 10 0 3 0 0

MEDIA 0,1 46 2,5 0,1

EPM 0,10 0,79 2,50 0,40
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Tabela 4 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“ medidas novas’) de ratos
submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento agudo com salina ou cetanserina (0,25
e 0,5 mg/Kg). EXP = exploracéo da extremidade aberta; ESQ = esgquadrinhamento; MER =
mergulho da cabeca; LEV = levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento; RAS =
rastejamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 19 0 8 4 2 3 1
Rato 2 0 17 3 7 3 1 2 1
Rato 3 0 17 1 15 4 2 1 2
Rato 4 0 20 2 7 5 10 0 6
Rato 5 0 13 3 4 4 0 1 3
Rato 6 1 35 7 20 3 6 1 2
Rato 7 3 30 5 10 4 4 4 4
Rato 8 2 12 2 5 0 2 1 1
Rato 9 0 18 2 5 4 3 6 4
Rato 10 0 25 0 11 9 5 3 5

MEDIA 0,6 20,6 2,5 9,2 4,0 3,5 2,2 2,9
EPM 0,34 2,32 0,69 1,59 0,70 0,92 0,57 0,57

CET 0,25 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 22 0 21 2 5 1 6
Rato 2 1 23 7 14 0 5 1 2
Rato 3 0 27 1 24 1 5 1 3
Rato 4 2 23 1 13 3 2 4 1
Rato 5 2 31 7 19 0 3 4 1
Rato 6 2 20 9 7 4 4 4 1
Rato 7 1 27 1 24 2 2 3 1
Rato 8 0 23 1 16 6 3 4 1
Rato 9 0 17 3 8 2 3 1 3
Rato 10 0 9 0 11 4 4 2 9

MEDIA 0,8 222 3,0 15,7 2.4 3,6 25 2.8
EPM 0,2 1,92 1,06 1,96 0,6 0,37 0,45 0,85

CET 0,5 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 10 0 7 0 3 0 4
Rato 2 0 5 0 2 1 1 0 2
Rato 3 0 16 1 10 2 5 2 1
Rato 4 0 22 1 11 1 6 2 1
Rato 5 0 12 2 4 3 4 0 0
Rato 6 0 13 2 5 4 1 3 8
Rato 7 0 16 2 12 3 2 1 3
Rato 8 0 11 1 6 0 3 3 3
Rato 9 0 28 0 35 2 0 2 6
Rato 10 0 10 0 8 1 1 3 2

MEDIA 0 14,3 0,9 10,0 1,7 2,6 1,6 3,0
EPM 0 2,09 0,28 2,95 0,42 0,62 0,40 0,77
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Tabela 5 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdo Unica no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou
fluoxetina (5,0 e 10,0 mg/Kg). EBA = nimero de entradas nos bragos abertos; EBF = nimero
de entradas nos bragos fechados, %EBA = porcentagem de entradas nos bragos abertos;
%TBA = porcentagem de tempo nos bracos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 3 9 25,0 10,5
Rato 2 4 9 30,8 11,2
Rato 3 1 4 20,0 1,5
Rato 4 0 9 0 0
Rato 5 4 6 40,0 17,6
Rato 6 4 8 33,3 13,6
Rato 7 3 8 27,3 12,9
Rato 8 5 7 41,7 16,5
Rato 9 4 10 28,6 20,5

Rato 10 0 3 0 0

MEDIA 2.8 7.3 24,7 10,4
EPM 0,57 0,73 4,59 2,37

FLU 5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 1 4 20,0 4,6
Rato 2 0 3 0 0
Rato 3 0 1 0 0
Rato 4 1 5 16,7 3,5
Rato 5 3 10 23,1 7,6
Rato 6 2 4 33,3 7.4
Rato 7 4 7 36,4 19,4
Rato 8 0 3 0 0
Rato 9 3 6 33,3 10,2

Rato 10 4 7 36,4 9,1

MEDIA 1,8 5,0 19,9 6,2
EPM 0,51 0,82 4,84 1,91

FLU 10,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 1 3 25,0 4.4
Rato 2 3 8 27,3 14,2
Rato 3 2 6 25,0 13,9
Rato 4 0 1 0 0
Rato 5 0 3 0 0
Rato 6 2 6 25,0 8,8
Rato 7 3 5 37,5 8,7
Rato 8 2 6 25,0 10,1
Rato 9 4 6 40,0 14,1

Rato 10 7 11 38,9 23,1

MEDIA 2.4 5,5 24,4 9,7

EPM 0,65 0,89 4,50 2,25
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Tabela 6 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“ medidas novas’) de ratos
submetidos a sessdo Unica no L CE sob tratamento subcrénico com salina ou fluoxetina (5,0 e
10,0 mg/Kg). EXP = exploragcdo da extremidade aberta; ESQ = esguadrinhamento; MER =
mergulho da cabeca; LEV = levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento; RAS =
rastejamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 2 0 13 13 3 0 0 2
Rato 2 2 1 13 15 1 1 4 3
Rato 3 0 3 4 16 4 3 1 4
Rato 4 0 5 7 16 5 5 1 3
Rato 5 1 1 13 11 2 1 1 4
Rato 6 4 1 16 11 3 1 2 5
Rato 7 3 3 15 18 5 3 3 1
Rato 8 4 4 13 12 6 4 1 1
Rato 9 4 1 10 13 0 1 1 2
Rato 10 0 5 1 8 5 5 3 4

MEDIA 2,0 2.4 10,5 13,3 3,4 2,4 1,7 2.9
EPM 0,54 0,58 1,57 0,94 0,62 0,58 0,40 0,43

FLUS5,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 1 22 7 8 3 3 0 3
Rato 2 0 16 0 9 1 3 0 2
Rato 3 0 8 0 3 0 2 0 3
Rato 4 0 20 5 5 3 5 0 4
Rato 5 2 30 12 11 4 1 1 3
Rato 6 1 31 8 15 1 6 2 4
Rato 7 2 29 11 9 3 4 3 2
Rato 8 0 21 7 8 4 5 1 3
Rato 9 2 29 10 14 2 2 1 4

Rato 10 3 31 12 14 2 7 1 2

MEDIA 1,1 23,7 7,2 9,6 2,3 3,8 0,9 3,0
EPM 0,35 2,43 1,40 1,25 0,42 0,61 0,31 0,2

FLU 10,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 23 10 10 5 4 3 1
Rato 2 2 35 15 12 4 4 1 1
Rato 3 2 27 11 6 4 5 0 2
Rato 4 0 11 1 3 3 2 0 0
Rato 5 0 13 2 6 2 5 2 2
Rato 6 1 27 8 5 3 7 2 5
Rato 7 2 22 10 6 3 1 1 2
Rato 8 1 37 12 12 6 6 2 3
Rato 9 4 27 15 4 8 2 1 2

Rato 10 5 44 25 15 1 2 0 1

MEDIA 1,7 26,6 10,9 7.9 3,9 3,8 1,2 1,9

EPM 0,54 3,24 2,16 1,28 0,64 0,63 0,33 0,43
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Tabela 7 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou
fluoxetina (5,0 e 10,0 mg/Kg). EBA = nimero de entradas nos bragos abertos; EBF = nimero
de entradas nos bragos fechados, %EBA = porcentagem de entradas nos bragos abertos;
%TBA = porcentagem de tempo nos bracos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 3 0 0
Rato 2 0 9 0 0
Rato 3 3 11 21,4 4,9
Rato 4 0 3 0 0
Rato 5 2 11 15,4 10,4
Rato 6 0 9 0 0
Rato 7 0 5 0 0
Rato 8 1 7 125 1,4
Rato 9 0 9 0 0

Rato 10 0 8 0 0

MEDIA 0,6 7,5 4,9 1,7
EPM 0,34 0,93 2,60 1,09

FLUS5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 3 0 0
Rato 2 0 2 0 0
Rato 3 0 6 0 0
Rato 4 1 7 12,5 2,5
Rato 5 0 1 0 0
Rato 6 1 1 50,0 7.8
Rato 7 0 1 0 0
Rato 8 1 3 25,0 1,9
Rato 9 0 7 0 0

Rato 10 0 7 0 0

MEDIA 0,3 3,8 8,8 1,2
EPM 0,15 0,84 0,79

FLU 10,0 EBA EBF 0% EBA 0% TBA
Rato 1 0 9 0 0
Rato 2 0 4 0 0
Rato 3 0 1 0 0
Rato 4 1 6 14,3 0,2
Rato 5 0 1 0 0
Rato 6 0 5 0 0
Rato 7 0 4 0 0
Rato 8 0 2 0 0
Rato 9 2 4 33,3 6,2

Rato 10 2 3 40,0 6,6

MEDIA 0,5 3,9 8,8 1,3

EPM 0,27 0,77 4,88 0,85
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Tabela 8 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“ medidas novas’) de ratos
submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou fluoxetina
(5,0 e 10,0 mg/Kg). EXP = exploragdo da extremidade aberta; ESQ = esguadrinhamento;
MER = mergulho da cabega; LEV = levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento;
RAS = rastgjamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 8 0 3 2 0 0 1
Rato 2 0 13 2 10 7 5 1 3
Rato 3 1 21 2 15 5 5 2 3
Rato 4 0 6 0 4 0 0 1 2
Rato 5 3 24 7 14 6 10 5 2
Rato 6 0 13 0 10 8 4 0 1
Rato 7 0 14 1 16 6 4 1 3
Rato 8 0 22 1 15 3 5 2 3
Rato 9 0 23 3 10 7 8 1 3
Rato 10 0 10 0 14 3 4 1 4
MEDIA 0,4 15,4 1,6 11,1 4,7 45 1,4 25

EPM 0,31 2,09 0,69 1,46 0,82 0,97 0,45 0,31
FLU 5,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 8 0 6 0 0 1 3
Rato 2 0 18 3 7 1 5 2 7
Rato 3 0 17 1 6 3 4 3 4
Rato 4 1 20 4 5 2 8 3 4
Rato 5 0 6 0 4 1 0 0 4
Rato 6 1 13 6 6 0 0 0 2
Rato 7 0 11 0 5 0 1 1 5
Rato 8 1 18 0 11 6 1 1 4
Rato 9 0 18 3 9 6 8 6 2
Rato 10 0 22 1 11 3 7 1 4
MEDIA 0,3 15,1 1,8 7,0 2,2 3,4 1,8 3,9

EPM 0,15 1,68 0,66 0,79 0,73 1,08 0,57 0,46
FLU 10,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 20 1 8 2 10 2 4
Rato 2 0 11 1 3 1 4 0 1
Rato 3 0 10 0 6 1 3 1 5
Rato 4 0 17 3 11 0 6 1 6
Rato 5 0 5 0 0 4 2 2 0
Rato 6 0 22 7 9 5 6 1 2
Rato 7 0 11 2 6 7 2 3 5
Rato 8 0 10 0 6 2 2 2 7
Rato 9 2 22 3 10 10 3 5 6
Rato 10 0 12 2 7 4 2 3 3
MEDIA 0,2 14,0 1,9 6,6 3,6 4,0 2,0 3,9
EPM 0,20 1,85 0,67 1,03 0,98 0,83 0,45 0,74
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Tabela 9 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdo Unica no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou
desipramina (5,0 e 10,0 mg/Kg). EBA = nimero de entradas nos bracos abertos, EBF =
nimero de entradas nos bracos fechados;, %EBA = porcentagem de entradas nos bracos
abertos; %TBA = porcentagem de tempo nos bracos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 3 9 25,0 10,5
Rato 2 4 9 30,8 11,2
Rato 3 1 4 20,0 1,5
Rato 4 0 9 0 0
Rato 5 4 6 40,0 17,6
Rato 6 4 8 33,3 13,6
Rato 7 3 8 27,3 12,9
Rato 8 5 7 41,7 16,5
Rato 9 4 10 28,6 20,5

Rato 10 0 3 0 0

MEDIA 2.8 7.3 24,7 10,4
EPM 0,57 0,73 4,59 2,37

DES5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 3 4 42,9 12,1
Rato 2 1 2 33,3 3,3
Rato 3 4 8 33,3 125
Rato 4 0 1 0 0
Rato 5 2 5 28,6 8,1
Rato 6 5 8 38,5 26,9
Rato 7 0 4 0 0
Rato 8 1 6 14,3 3,8
Rato 9 3 7 30,0 20,0

Rato 10 2 5 28,6 7,6

MEDIA 2,1 5,0 24,9 9,4
EPM 0,53 0,75 4,78 2,76

DES 10,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 3 6 33,3 12,3
Rato 2 4 6 40,0 18,8
Rato 3 3 5 37,5 17,6
Rato 4 1 5 16,7 45
Rato 5 3 6 33,3 12,5
Rato 6 2 1 66,7 14,1
Rato 7 0 3 0 0
Rato 8 2 6 25,0 6,5
Rato 9 4 5 44,4 20,5

Rato 10 3 6 33,3 15,4

MEDIA 2,5 4,9 33,0 12,2

EPM 0,53 0,75 5,53 2,10
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Tabela 10 — Resultados individuais do comportamento exploratério (“medidas novas’) de
ratos submetidos a sessdo Unica no L CE sob tratamento subcrénico com salina ou desipramina
(5,0 e 10,0 mg/Kg). EXP = exploragdo da extremidade aberta; ESQ = esguadrinhamento;
MER = mergulho da cabega; LEV = levantamento; ESP = espreitamento; EST = esticamento;
RAS = rastgjamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 2 0 13 13 3 0 0 2
Rato 2 2 1 13 15 1 1 4 3
Rato 3 0 3 4 16 4 3 1 4
Rato 4 0 5 7 16 5 5 1 3
Rato 5 1 1 13 11 2 1 1 4
Rato 6 4 1 16 11 3 1 2 5
Rato 7 3 3 15 18 5 3 3 1
Rato 8 4 4 13 12 6 4 1 1
Rato 9 4 1 10 13 0 1 1 2
Rato 10 0 5 1 8 5 5 3 4

MEDIA 2,0 2.4 10,5 13,3 3,4 2,4 1,7 2.9
EPM 0,54 0,58 1,57 0,94 0,62 0,58 0,40 0,43

DES5,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 2 23 9 6 5 3 1 4
Rato 2 0 17 3 6 3 2 4 2
Rato 3 1 30 13 11 0 4 2 2
Rato 4 0 8 1 1 0 0 1 2
Rato 5 1 26 9 9 5 4 1 2
Rato 6 4 35 17 14 6 0 2 2
Rato 7 0 20 4 11 2 2 2 1
Rato 8 0 26 4 9 6 4 1 1
Rato 9 2 30 7 12 3 5 2 2

Rato 10 0 18 7 6 2 1 3 0

MEDIA 1,0 23,3 7.4 8,5 3,2 2,5 1,9 1,8
EPM 0,42 2,48 1,54 1,20 0,71 0,56 0,31 0,3

DES 10,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 1 21 6 11 4 2 2 1
Rato 2 3 34 17 11 4 1 3 2
Rato 3 2 18 7 7 1 0 1 2
Rato 4 0 19 7 10 3 1 1 2
Rato 5 2 21 8 2 5 1 3 2
Rato 6 1 21 7 4 4 1 0 2
Rato 7 0 11 1 8 0 1 0 0
Rato 8 1 21 14 7 1 4 1 0
Rato 9 3 27 13 9 3 3 0 5

Rato 10 2 31 15 7 4 1 1 0

MEDIA 1,5 22,4 9,5 7.6 2,9 1,5 1,2 1,6

EPM 0,34 2,10 1,58 0,92 0,53 0,37 0,36 0,48
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Tabela 11 — Resultados individuais do comportamento exploratorio (“medidas tradicionais’)
de ratos submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou
desipramina (5,0 e 10,0 mg/Kg). EBA = nimero de entradas nos bracos abertos, EBF =
nimero de entradas nos bracos fechados;, %EBA = porcentagem de entradas nos bracos
abertos; %TBA = porcentagem de tempo nos bracos abertos.

SALINA EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 3 0 0
Rato 2 0 9 0 0
Rato 3 3 11 21,4 4,9
Rato 4 0 3 0 0
Rato 5 2 11 15,4 10,4
Rato 6 0 9 0 0
Rato 7 0 5 0 0
Rato 8 1 7 12,5 1,4
Rato 9 0 9 0 0

Rato 10 0 8 0 0

MEDIA 0,6 75 4,9 1,7
EPM 0,34 0,93 2,60 1,09

DES5,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 1 0 0
Rato 2 0 3 0 0
Rato 3 2 5 28,6 4.4
Rato 4 0 1 0 0
Rato 5 0 1 0 0
Rato 6 0 3 0 0
Rato 7 1 1 50,0 2,6
Rato 8 2 5 28,6 6,7
Rato 9 0 5 0 0

Rato 10 1 12 7,7 3,2

MEDIA 0,6 3,7 11,5 1,7
EPM 0,27 1,08 5,65 0,77

DES 10,0 EBA EBF % EBA % TBA
Rato 1 0 1 0 0
Rato 2 2 3 40,0 7,6
Rato 3 0 5 0 0
Rato 4 0 5 0 0
Rato 5 0 3 0 0
Rato 6 0 6 0 0
Rato 7 2 8 20,0 5,9
Rato 8 1 5 16,7 2,4
Rato 9 0 1 0 0

Rato 10 0 3 0 0

MEDIA 0,5 4,0 7,7 1,6

EPM 0,27 0,70 4,33 0,90
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Tabela 12 — Resultados individuais do comportamento exploratério (“medidas novas’) de
ratos submetidos a sessdes repetidas no LCE sob tratamento subcrénico com salina ou
desipramina (5,0 e 10,0 mg/Kg). EXP = exploragdo da extremidade aberta;, ESQ =
esguadrinhamento; MER = mergulho da cabeca; LEV = levantamento; ESP = espreitamento;
EST = esticamento; RAS = rastejamento; LIM = autolimpeza.

SALINA EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 8 0 3 2 0 0 1
Rato 2 0 13 2 10 7 5 1 3
Rato 3 1 21 2 15 5 5 2 3
Rato 4 0 6 0 4 0 0 1 2
Rato 5 3 24 7 14 6 10 5 2
Rato 6 0 13 0 10 8 4 0 1
Rato 7 0 14 1 16 6 4 1 3
Rato 8 0 22 1 15 3 5 2 3
Rato 9 0 23 3 10 7 8 1 3
Rato 10 0 10 0 14 3 4 1 4
MEDIA 0,4 15,4 1,6 11,1 4,7 45 1,4 2,5

EPM 0,31 2,09 0,69 1,46 0,82 0,97 0,45 0,31
DES5,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 13 0 6 1 3 1 2
Rato 2 0 11 2 13 0 1 0 6
Rato 3 1 12 3 6 2 1 4 2
Rato 4 0 8 0 6 0 2 0 1
Rato 5 0 4 0 1 0 0 0 1
Rato 6 0 9 0 6 0 1 0 2
Rato 7 0 5 2 2 1 1 0 1
Rato 8 2 22 4 9 1 3 4 1
Rato 9 0 12 4 9 0 1 1 1
Rato 10 0 23 5 13 6 5 4 1
MEDIA 0,3 11,9 2.0 7.1 1,1 1,8 1,4 1,8
EPM 0,21 2,00 0,61 1,27 0,59 0,47 0,58 0,49
DES 10,0 EXP ESO MER LEV ESP EST RAS LIM
Rato 1 0 10 0 5 1 0 0 5
Rato 2 2 10 4 3 1 0 0 0
Rato 3 0 20 2 7 4 6 0 1
Rato 4 0 19 2 6 6 4 1 3
Rato 5 0 14 0 5 0 5 0 0
Rato 6 0 17 1 9 2 6 3 0
Rato 7 0 19 6 10 4 3 2 0
Rato 8 1 24 5 15 3 4 3 1
Rato 9 0 8 0 5 1 4 2 2
Rato 10 0 8 0 11 1 0 1 1
MEDIA 0,3 14,9 2,0 7.6 2,3 3,2 1,2 1,3
EPM 0,21 1,80 0,71 1,15 0,60 0,76 0,39 0,52




Apéndice

76

Tabela 13 — Concentragdes plasméticas de corticosterona individuais de ratos tratados com
salina e expostos (T-1) ou néo (C-0) ao LCE.

SUJEITOS C-0 T-1
Rato 1 247,7 161,3
Rato 2 76,0 157,4
Rato 3 207,7 355,0
Rato 4 84,6 289,1
Rato 5 128,1 194,8
Rato 6 954 367,3
Rato 7 216,1
Rato 8 - 437,9

MEDIA 139,9 272.,4
EPM 25,24 37,38

Tabela 14 — Concentragdes plasméticas de corticosterona individuais de ratos tratados com
salina e reexpostos (T-2) ou ndo (C-1) ao LCE.

SUJEITOS C-1 T-2
Rato 1 208,5 361,1
Rato 2 154,1 236,8
Rato 3 213,0 238,6
Rato 4 210,7 180,9
Rato 5 162,4 388,5
Rato 6 81,4 299,7
Rato 7 - 355,0
Rato 8 - 352,0

MEDIA 171,7 301,6
EPM 18,11 26,46




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

