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1. Resumo

A literatura médica tem acumulado evidéncia da associacdo de alteracdes cognitivas
com a quimioterapia sistémica para cancer. Estima-se que entre 17 a 34% dos pacientes
permanecam com alteracdes em longo prazo apds o tratamento. A maioria dos estudos
clinicos publicados sobre este tema foi realizado com pacientes portadoras de cancer de
mama, porém alteragdes também foram encontradas em pacientes portadores de tumores de
pulméo e linfomas. Os mecanismos pelos quais estas disfuncdes ocorrem nao estdo bem
esclarecidos. As principais hipdteses incluem, entre outras, dano neuronal por baixas
concentragdes de quimioterapicos no sistema nervoso central, determinados polimorfismos
genéticos que alteram propriedades de barreira hemato-encefilica e do metabolismo neuronal,
dano no DNA neuronal por estresse oxidativo, alteracdes hormonais e desregulacio de
citoquinas. Modelos experimentais com animais tém sido desejados como forma de estudar os
mecanismos pelos quais determinadas drogas ou suas combina¢des causam estas alteracdes.
Entretanto, ha poucos estudos utilizando modelos animais publicados. Neste trabalho nos
propomos a investigar o efeito da doxorrubicina, uma medicacdo comumente utilizada na
pratica clinica, em um modelo experimental de memoria aversiva de ratos Wistar utilizando

testes de esquiva inibitdria e habituacao.



2. Introducao

Estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para 2006 apontavam que seriam
esperados 472.050 novos casos de cancer no Brasil (Ministério da Satde, 2005). Destes,
49.700 casos eram esperados no estado do Rio Grande do Sul. As taxas de mortalidade
apuradas pelo INCA entre os anos de 2004 e 2005 foram de 279.248 6bitos no Brasil, sendo
28.390 no Rio Grande do Sul com uma taxa ajustada de 151,84/ 100.000 mortes entre os
homens e 113,52/100.000 mulheres (Instituto Nacional do Cancer, 2009) (Figura 1).

Ap6s o diagndstico de cncer muitos pacientes serdo submetidos a tratamentos com
inten¢do curativa ou paliativa que incluem quimioterapia. As toxicidades sistémicas dos
diversos agentes quimioterapicos, como émese, mucosite e alteracdes gastro-intestinais sao
extensamente conhecidas e documentadas. Entretanto, diversos estudos tém sugerido que o
tratamento quimioterdpico pode causar, além de efeitos sistémicos, alteracdes cognitivas nos
pacientes (Ahles et al., 2007; Minisini et al., 2004; Tannock et al., 2004). Estas alteracdes sao
freqiientemente tratadas na literatura pela alcunha de “Chemobrain” ou “Chemo-fog”
(Tannock et al., 2004) e, bem menos estudados, t&ém recebido crescente atencdo por parte dos
profissionais de saide, pesquisadores e pacientes devido a sua repercussio na vida daqueles
que sobreviveram apds um tratamento para cancer. Historicamente acreditava-se que estas
alteracdes cognitivas eram causadas por fatores psicoldgicos tais como depressao e ansiedade,
além de outros efeitos associados ao tratamento, tais como fadiga, porém estudos controlados
tém demonstrado consistentes associa¢des entre quimioterapia e perda cognitiva (Ahles et al.,
2007). Estima-se que alteracdes cognitivas de longo prazo persistem em 17 a 34% dos
pacientes (Ahles et al., 2007).

A maioria dos estudos clinicos realizados abordando este tema tem pesquisado os
efeitos da quimioterapia sobre a cogni¢cdo em mulheres apds o tratamento adjuvante do cincer
de mama (Ahles et al., 2002; Brezden et al., 2000; De Jong et al., 2005; Falleti et al., 2005;

Fan et al., 2005; Schagen et al., 2001; Silverman et al., 2006; Tchen et al., 2003; Van Dam et



al., 1998), mas alteracdes também foram avaliadas em pacientes apds o tratamento de outros
tipos de tumores tais como linfomas, neoplasia pulmonar de pequenas células, neoplasias
ovarianas e outros tumores solidos (Ahles et al., 2002; Ahles et al., 1998; Minisini et al.,
2004).

Apesar de estes estudos mostrarem uma consistente associag@o entre a realizagdo de
quimioterapia e a ocorréncia de alteracdes cognitivas, 0 exato mecanismo como isto ocorre
ainda néo foi adequadamente elucidado. Muitos fatores podem influenciar no declinio
cognitivo como o préprio envelhecimento, condi¢des cognitivas prévias dos pacientes,
alteracdes hormonais, alteracdes microangiopaticas, estresse oxidativo além de outras que sio
dificeis de isolar dentro de um contexto clinico (Ahles et al., 2007; Tannock et al., 2004)
(Figura 2). Além disto, visto que geralmente os pacientes sdo submetidos a poliquimioterapia,
a avaliacdo em estudos clinicos dificulta a associa¢do de medicacdes individuais com o
declinio cognitivo. Por estas razdes, estudos experimentais t€m sido desejados e estimulados
pela comunidade cientifica e organizagdes de pacientes, visto que em condi¢des controladas
torna-se mais fécil de avaliar medicac¢des e mecanismos especificos (Tannock et al., 2004).

No objetivo de buscar novas evidéncias de alteracdes cognitivas induzidas por
quimioterapicos de uso comum na prética clinica e elucidar seus possiveis mecanismos de
acdo, propomos no presente estudo avaliar os efeitos induzidos pela doxorrubicina, um agente
quimioterdpico comumente utilizado no tratamento curativo e paliativo de doengas
neopldsicas comuns, tais como cincer de mama, linfomas, sarcomas, entre outros, na

capacidade cognitiva e na memoria em modelos experimentais com roedores.



Figura 1. Representacgio espacial das taxas brutas por idade pela populacdo mundial de
mortalidade por todas as neoplasias, nas Unidades da Federacao, entre 2004 e 2005 por

100.000 homens (A) e mulheres (B) (Instituto Nacional do Cancer, 2009)

Representacdo espacial das taxas brutas por idade pela populagcdo mundial de mortalidade por
todas as neoplasias, por 100.000 homens, nas Unidades da Federagdo, entre 2004 e 2005.
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3. Revisao da literatura

3.1 Estudos Clinicos

Falleti et al realizaram um estudo meta-analitico sobre as alteracdes cognitivas em
pacientes que realizaram quimioterapia para cincer de mama e verificaram que a maioria dos
estudos publicados na literatura sdo retrospectivos, possuem amostras pequenas, utilizaram
diferentes instrumentos de afericdo cognitiva e, desta forma, chegaram a diferentes resultados
em relacdo aos dominios avaliados (ateng@o, memoria, fun¢do motora, fungdo executiva,
habilidade espacial e linguagem) (Falleti et al., 2005). Nesta andlise, os esquemas de
quimioterapia mais utilizados foram ciclofosfamida/ metotrexate/ fluorouracil (CMF) em
38,5%, ciclofosfamida/ epirrubicina/ fluorouracil (FEC) em 19,5%, ciclofosfamida/ tiotepa/
carboplativa (CTC) com FEC em 18%, ciclofosfamida/ doxorrubicina/ fluorouracil (CAF) em
8%, ciclofosfamida/ doxorrubicina (AC) 6,3%, CMF com CAF 3%. Apesar de todas estas
limitacdes técnicas, a avaliacdo conjunta destes estudos retrospectivos mostrou uma
diminuicdo leve a moderada na capacidade cognitiva das pacientes que receberam
quimioterapia. Apenas um estudo prospectivo, que avaliou pacientes até um ano apds o
tratamento, foi incluido nesta andlise, sendo que este estudo mostrou melhor desempenho das
pacientes que receberam quimioterapia nos pardmetros avaliados.

Em uma andlise de um subgrupo de pacientes de um estudo que comparou
quimioterapia em altas doses com quimioterapia convencional, Shagen et al realizaram uma
avaliag@o neurofisioldgica utilizando eletroencefalografia (EEG) e compararam estes
pacientes com controles que nao receberam quimioterapia (Schagen et al., 2001). Neste
estudo, que incluiu pacientes com uma média de dois anos apds o tratamento quimioterapico,
foi verificada uma assimetria no ritmo alfa nos pacientes que realizaram quimioterapia em
altas doses, em relacdo aos que receberam quimioterapia convencional e aos controles,
sugerindo disfungdo cortical ou subcortical. Neste estudo nao foi possivel realizar uma

comparag¢do entre os testes neurofisiolégicos e neuropsicoldgicos. Este mesmo grupo realizou



outro estudo onde foram realizadas avaliacdes neurofisiologicas com EEG e
neuropsicoldgicas em pacientes que haviam recebido CMF em comparacdo com pacientes que
ndo receberam quimioterapia (Kreukels et al., 2005). Neste estudo foi verificada uma
diminui¢do na amplitude do componente P3, sugerindo, de acordo com os autores, uma
diminui¢do na capacidade de processamento de informagdes nestas pacientes.

Silverman et al realizaram um estudo utilizando PET scan para avaliar o fluxo e o
metabolismo cerebral durante a realizacdo de um teste neuropsicolégico de memoria curta em
16 paciente que haviam recebido quimioterapia adjuvante para cincer de mama, em
comparagdo com 8 mulheres com cancer de mama que ndo receberam quimioterapia
(Silverman et al., 2006). Neste estudo o tempo médio desde o diagnéstico das pacientes foi de
7,4 anos e, nas pacientes que receberam quimioterapia, o tempo decorrido desde o tratamento
foi entre 5 e 10 anos. Este estudo demonstrou que, nas pacientes que haviam recebido
quimioterapia, houve um aumento anormal na ativac@o e no metabolismo do cértex frontal
inferior. Também nestas pacientes foi visto um aumento anormal na ativac¢do do cerebelo
posterior, proximo a linha média. Os autores postulam que a causa para esta ativagao
aumentada seria o recrutamento compensatorio de maior nimero de neurdnios frontais,
possivelmente para compensar um metabolismo basal menor.

Um dos poucos estudos que avaliaram os efeitos da quimioterapia em pacientes
tratados para outros tipos de cancer que ndo mama, foi realizado por Ahles et al (Ahles et al.,
1998). Este grupo estudou alteragdes cognitivas causadas por quimioterapia e radioterapia em
pacientes tratados para carcinoma de pequenas células de pulmédo com ou sem warfarina.

Neste estudo ndo houve diferenca na avaliagcdo neuropsicoldgica entre os grupos.

3.2 Estudos Experimentais
As hipdteses mais comuns sobre os mecanismos envolvidos no déficit cognitivo

induzido por quimioterdpicos estido esquematizadas na Figura 2 e incluem coagulagdo de



pequenos vasos sangiiineos; dano neuronal causado por baixas concentra¢des de drogas no
Sistema Nervos Central (SNC); polimorfismos do gene MDRI, responsével pela transcri¢io
da P-glicoproteina (P-gp) a qual € expressa por células endoteliais de capilares cerebrais,
sendo responsdvel pelo transporte de muitos quimioterdpicos para fora das células, e funciona
no nivel da barreira hemato-encefélica regulando a concentracio de quimioterdpicos no SNC;
dano de DNA através de estresse oxidativo diretamente ou indiretamente pela producao de
radicais livres, redugdo na capacidade antioxidativa e aumento nos niveis de ferro ndo
quelado; reducdo no comprimento dos teldmeros pelos agentes quimioterdpicos; desregulagao
de citoquinas e seu efeito sobre a modulagdo neuronal e glial, o reparo neuronal e a producio
de neurotransmissores como dopamina e serotonina; polimorfismos no gene decodificador da
apolipoproteina E (APOE) e do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF);
polimorfismos da catecol-metiltransferase-O (COMT) e sua conseqiiente alteragao no
metabolismo da dopamina; redu¢do nos niveis de hormonios tais como a testosterona e o
estogénio (Ahles et al., 2007; Tannock et al., 2004).

Existem poucos estudos experimentais publicados na literatura médica. Em um estudo
anterior de nosso laboratério, Reiriz et al. (Reiriz et al., 2006) avaliaram os efeitos da
ciclofosfamida na cognig@o de ratos através de testes com esquiva inibitdria, uma forma de
avaliacdo de memoria dependente do hipocampo. Os animais que receberam doses de 40 ou
de 200 mg/Kg de ciclofosfamida apresentaram pior desempenho na avaliacdo 24 horas ap6s o
tratamento, porém nao uma semana apos. Nao houve diferenca entre os grupos na capacidade
de locomogdo, motivagdo ou ansiedade avaliada através do teste de campo aberto, sugerindo
que o efeito negativo sobre o condicionamento foi realmente devido a altera¢des na funcao
hipocampal dos animais tratados.

Um grupo canadense liderado por Winocur realizou um experimento para avaliar as
alteracdes cognitivas induzidas pela utilizagdo da combinagdo de metotrexate e fluorouracil

em camundongos (Winocur et al., 2006). Neste experimento, foram utilizados testes de
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localizacdo espacial dentro de um modelo de Labirinto Aquético de Morris. Este estudo
demonstrou uma piora no desempenho dos animais que haviam recebido quimioterapia, em
comparagdo ao grupo de controle, sugerindo alteracdes de memoria espacial.

Em oposi¢do aos resultados dos experimentos acima, o grupo liderado por Lee testou a
memoria espacial em ratos apds o uso de ciclofosfamida ou fluorouracil e encontrou melhora
transitéria no desempenho destes animais (Lee et al., 2006). Neste experimento, animais
jovens, com 7 meses de idade, foram tratados com 5 aplicacdes de ciclofosfamida,
fluorouracil ou salina ao longo de 18 semanas. Apds 7 semanas de recuperacdo, os animais
foram treinados para localizacio espacial utilizando o Labirinto Aquético de Morris ou o
Labirinto T de 5 bragos. Os mesmos animais foram novamente testados 29 semanas apds o
final da quimioterapia. Na primeira bateria de treino, 7 semanas apds a quimioterapia, 0s
animais que receberam tratamento apresentaram desempenho significativamente melhor do
que os controles. Ja 29 semanas apds o final do tratamento ndo houve diferenca entre os
grupos. Este mesmo experimento foi realizado com animais mais velhos, de 18 meses, € 0s
resultados foram equivalentes. Também neste trabalho foram realizadas medicoes de
potencial de longo prazo (LTP) em fatias de hipocampo in vitro de animais que receberam
ciclofosfamida e controles. Nos animais avaliados durante o tratamento com ciclofosfamida
nao houve indugdo de LTP. Entretanto, 8 semanas apds o tratamento, houve inducdo de LTP
nos animais que receberam quimioterapia, efeito que se manteve até 53 semanas apos o
tratamento.

Seigers et al avaliaram a proliferacdo de células de hipocampo de ratos 3 semanas
apos a aplicagcdo de metotrexate e obtiveram um efeito inibitério dependente de dose e
significativo mesmo com a menor dose utilizada (Seigers et al., 2008). Neste mesmo estudo,
animais foram treinados no Labirinto Aquético de Morris e testados 3 semanas ap6s uma dose
elevada de metotrexate (250 mg/Kg). Aqueles que receberam a medicacdo apresentaram uma

maior laténcia para cruzar o local da plataforma em relagdo aos animais que receberam
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placebo. Além disto, animais que receberam a mesma dose de metotrexate tiveram
dificuldades em distinguir objetos familiares de novos em um Teste de Distin¢do de Objetos,
0 que sugere altera¢do na fun¢do comparadora do hipocampo.

MacLeod et al aplicaram doses de doxorrubicina (4 mg/Kg) e ciclofosfamida (40
mg/Kg) durante 3 semanas seguidas em ratas ooforectomizadas (MacLeod et al., 2007). Apés
uma semana estes animais foram treinados e testados em provas de condicionamento aversivo
através do uso de uma campainha associado a choque elétrico. Os animais foram testados para
memoria contextual 24 horas apds o treino através da reexposi¢do ao ambiente e 48 horas
apods para resposta emocional com uso da campainha. Foram observadas diferencas em
relacdo a resposta emocional com a reexposi¢do ambiental, porém nao com o sinal sonoro,

sugerindo alteracdes hipocampais causadas por estes agentes.

3.3 Conclusao

A associacdo entre déficit cognitivo e quimioterapia sist€émica para cancer tem sido
constatada em diversos estudos clinicos. Entretanto, este associacido necessita ser controlada
ndo somente para o uso das medicagdes, mas também para os fatores individuais de cada
sujeito tais como escolaridade e capacidade cognitiva prévias (Minisini et al., 2004). A
avaliagc@o neuropsicoldgica faz uso de testes complexos, muitas vezes de dificil aplicacdo e
existem importantes dificuldades técnicas na aplicagdo de metodologias ideais de pesquisa,
como estudos prospectivos de longa durac@o. Os estudos clinicos também t€m limitagcdes na
capacidade de avaliar a causa das alteragdes cognitivas, que sdo provavelmente multifatoriais
(Figura 2). Por estas razdes, crescente interesse tem surgido na utilizacdo de modelos animais
para avaliar a associacdo causal entre quimioterdpicos especificos e alteragdes cognitivas,

além dos possiveis mecanismos de a¢do que mediam esses efeitos (Tannock et al., 2004).
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Figura 2 — Modelo conceitual de fatores que podem influenciar a fung¢do cognitiva em
pacientes que receberam tratamento quimioterdpico (adaptado de Tannock et al 2004,

Minisini et al 2004 e Ahles et al 2007) . EO: estresse oxidativo.
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4. Objetivos

4.1 Avaliar os efeitos da administrag@o sistémica do agente antineopldsico doxorrubicina
sobre a aquisicdo, a consolidacdo, a expressao e a extincdo da memdoria aversiva de curta
e longa duracdo através da tarefa de esquiva inibitéria em ratos;

4.2 Avaliar os efeitos da administragdo sistémica de doxorrubicina sobre a aquisi¢do, a
consolidagdo e a expressao da memoria ndo-associativa através da tarefa de habituacao
em ratos;

4.3 Avaliar os efeitos da administragéo sistémica de doxorrubicina sobre locomocgio,

ansiedade e comportamento exploratério no teste de exploragdo ao campo aberto.
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Abstract

There is growing clinical evidence of cognitive impairment in cancer patients treated
with chemotherapy, especially in women treated with drug combinations for breast cancer.
Clinical studies have a difficult task of defining which drugs individually are responsible for
the cognitive changes and published papers evaluating single agents in experimental models
are scanty. In the present study we have investigated the effect of single escalating doses of
doxorubicin (DOX) on memory for inhibitory avoidance conditioning (IA) in rats. The doses
used were comparable to those applied in the clinic. When given systemically before training,
higher doses of DOX impaired IA memory retention measured 24 h and 7 days, but not 3 h
after training. DOX did not affect IA retention when given either before or after training in a
multiple-trial TA training protocol. Control experiments showed that DOX produced a
decrease in exploratory behavior assessed by the number of rearings performed during
exploration of an open field. The results indicate that a single systemic administration of

DOX might impair long-term aversive learning.

Keywords

chemo-brain, chemo-fog, doxorubicin, memory, cognitive impairment, inhibitory avoidance,

hippocampus, amygdala, rats.
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1. Introduction

Cognitive impairment has been described in patients receiving combination
chemotherapy, especially in women with breast cancer (Ahles et al., 2002; Brezden et al.,
2000; Falleti et al., 2005; Fan et al., 2005; Schagen et al., 2001b; Silverman et al., 2006;
Tchen et al., 2003; Van Dam et al., 1998). Acute cognitive changes during chemotherapy are
common and a subgroup of patients will remain with long term post-treatment cognitive
impairment (Ahles et al., 2007). These effects of chemotherapy are commonly referred to as
“chemo-brain” or “‘chemo-fog” (Tannock et al., 2004).

Although the actual mechanisms of cognitive impairment are unknown, many
hypothesis have been postulated, such as reductions in estrogen and testosterone levels,
rupture of the blood-brain barrier, cytokine deregulation, DNA damage, telomere shortening
and genetic susceptibility (Ahles et al., 2007). Since these possible mechanisms are difficult
to evaluate clinically, there has been a growing interest in investigation through animal
models of cognitive performance (Lee et al., 2006; MacLeod et al., 2007b; Reiriz et al., 2006;
Seigers et al., 2008b; Winocur et al., 2006b). These experimental studies have used rodent
models, in which animals were exposed to single or multiple administrations of cytotoxic
drugs. Learning capacity of these animals after chemotherapy has been tested through the use
of the Morris water maze (Lee et al., 2006; Seigers et al., 2008b; Winocur et al., 2006b),
Stone 14-unit T-maze (Lee et al., 2006), inhibitory avoidance (IA) (Reiriz et al., 2006) and
fear conditioning (MacLeod et al., 2007b). Few drugs have been studied in these experiments,
mostly combinations that included 5-fluorouracil (Lee et al., 2006; Winocur et al., 2006b),
methotrexate (Seigers et al., 2008b; Winocur et al., 2006b) and cyclophosphamide (MaclLeod
et al., 2007b). Doxorubicin (DOX) was evaluated in only one study and in combination with
cyclophosphamide (MacLeod et al., 2007b). In our laboratory, a memory impairment was
demonstrated in male rats with the administration of single-agent cyclophosphamide in rats

(Reiriz et al., 2006).
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Since cancer patients are usually treated with combination chemotherapy, clinical
studies are rarely capable to define the contribution of each individual drug in the induction of
cognitive changes. In this study, we investigated the effect of DOX, one of the most
commonly used chemotherapeutic agents in the clinic, in a rodent model of emotionally

motivated memory.

2. Methods

2.1 Animals

One hundred and twelve adult male Wistar rats (2 to 3 months old; 180-350 g at the
time of the experiment) obtained from the Department of Pharmacology of the Federal
University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, were housed five to a cage with food
and water available ad libitum, and maintained on a 12 h light/dark cycle. Behavioral
procedures were performed during light hours. All experimental procedures were approved by
the institutional animal care committee and performed in accordance with the NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals and the Brazilian Society for Neuroscience and

Behavior (SBNeC) recommendations for animal care.

2.2 Experimental Groups

Four distinct experiments were done with four different groups of animals: In the first
experiment, animals received DOX or vehicle systemically before single IA training and were
tested 3h, 24h and 7 days after training. In order to control for permanent impairments
induced by the drug treatment, animals were retrained immediately after the 7-day retention

test trial and tested 3h and 24 h later. In the second experiment, animals received DOX or

23



vehicle systemically after single IA training and were tested 3h, 24h and 7 days after training.
In the third experiment, animals received DOX or vehicle systemically before multi-trial IA
training and tested 24h later. Group 4, animals received DOX or vehicle systemically before

open field and 24h later were re-exposed to the same open field arena.

2.3 Behavioral Procedures

We used the single-trial step-down inhibitory avoidance (IA) conditioning as an
established model of fear-motivated, hippocampus-dependent memory (Izquierdo and
Medina, 1997; Taubenfeld et al., 1999). In IA training, animals learn to associate a location in
the training apparatus with an aversive stimulus (footshock). The IA behavioral training and
retention test procedures were described in previous reports (Quevedo et al., 2004). The TA
apparatus was a 50 cmx25cmx25 cm acrylic box (Albarsch, Porto Alegre) whose floor
consisted of parallel caliber stainless steel bars (1mm diameter) spaced 1 cm apart. A 7 cm
wide, 2.5 cm high platform was placed on the floor of the box against the left wall. On the
training trial, rats were placed on the platform and their latency to step down on the grid with
all four paws was measured with an automatic device. Immediately after stepping down on
the grid, rats received a 0.5 mA, 2.0 s foot shock and were removed from the apparatus
immediately after the foot shock. The retention test trials were procedurally identical to
training, except that no foot shock was presented. Step-down latencies on the retention test
trial (maximum 180 s) were used as a measure of IA retention.

Multi-trial repeated acquisition (Bianchin et al., 2000) was done in the same [A
apparatus described above. Animals were placed in the platform and received 0.5 mA, 2.0 s
foot shock immediately after stepping down. Animals were then once more placed on the
platform and the foot shock was once again administered if the animal stepped down on the

metal grid. This procedure was repeated until the animals remained in the platform for 180 s.
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Open field behavior was performed as previously described (Picada et al., 2002) to
examine possible drug-induced alterations in locomotor activity, exploration, and anxiety

(Henderson et al., 2004). The open-field was a 20 x 30 cm arena, surrounded by 50 cm high

walls, made of brown plywood with a frontal glass wall. The floor of the open field was
divided into 12 equal squares by black lines. Rats were put in the apparatus, placed on its left
rear quadrant, and left to freely explore the arena for 5 min. Crossings of the black lines,
rearings performed, latency to start locomotion, and the number of fecal bolus during
exploration were counted. The number of crossings was used as a measure of locomotor
activity, the number of rearings as a measure of exploratory behavior, and the latency to
initiate locomotion and the number of fecal bolus were used as measures of anxiety. Animals

were re-exposed to the same environment 24 h after the first evaluation.

2.4 Drug treatment

Animals received DOX (Zodiac, Brazil; Bergamo, Brazil) by intra-peritoneal route in
one bolus dose. The reference dose of 8 mg/kg was chosen because it is roughly equivalent to
the human dose of 60 mg/m2 (FDA 2007). Two other lower dosages were used: 0.5 mg/kg
and 2 mg/kg to determine a possible dosage response curve. When used in pre-training [A
experiment, the drug was administered between twenty and thirty minutes before training.
When used in the pre-test trial, the drug was administered between twenty and thirty minutes
before the 3 h memory retention trial. In the multi-trial repeated acquisition, DOX was
administered before training, as in the pre-training experiment. In the open-field task, the
animals also received the drug twenty minutes before exploratory behavior evaluation.

Control animals received sodium chloride 0.9% in the same manner as DOX.

2.5 Statistical analysis
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All data are expressed as means =+ standard error (SE). Comparisons between multiple
dosage groups and controls were done using Kruskal-Wallis analysis of variance, followed,
when necessary, by two-tailed Mann-Whitney U-test. Comparisons between groups in the
multi-trial repeated acquisition was done by two-tailed Mann-Whitney U-test. Open-field
results were analyzed by Student’s T test for independent groups. All results were considered

statistically significant when p<0.05.

3. Results

The results of the pre-training IA trial can be seen in Figure 1. There was no difference
between groups in the 3 h retention test (p=0.14). In the 24 h retention test there was as
statistically significant difference between controls and the 2.0 mg/kg and 8.0 mg/kg dosage
groups (p=0.022 and p=0.004, respectively). This difference was also seen 7 days after
training (p=0.01 and p= 0.004, for 2.0 mg/kg and 8.0 mg/kg groups, respectively). No
difference was observed for the 0.5 mg/kg group in these trials (p=0.08 and p=0.16,
respectively). There was also no difference between groups during training and in the
retraining trial (data not shown). In the pre-testing trial there were no differences between
groups during training and in the 3 h, 24 h and 7 day tests (Figure 2).

Multi-trial repeated acquisition was done only with the 8 mg/kg dosage (n=9) and
placebo (n=9). There were no differences in comparison with controls in respect to latency of
the first step-down from the platform (p=0.76), the number of trainings (p=0.29) or retention
testing after 24 h (p=0.45).

The open-field trial was also performed only with the 8 mg/kg dosage and placebo.
There was no difference between this group and the control in the training with respect to
latency to initiate locomotion, the number of crossings and rearings and the number of fecal

bolus (data not shown). Twenty four hours after the first exposure to the open-field
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environment there was a difference between the groups in respect to the number of rearings
(p=0.004) with the mean number of rearings being smaller in the DOX group (Figure 3).
There was no difference in respect to latency to initiate locomotion, crossings or fecal bolus.
There were no significant changes between groups in weight 7 days after injection,
although animals that received 8 mg/kg of DOX had a trend of loosing more weight (data not

shown).

4. Discussion

We have conducted an experimental trial in a rodent model of IA, an emotionally
motivated memory dependent on the hippocampus and amygdala. In this experiment
administration of a single dose of DOX before training impaired the animals’ learning
capacity 1 and 7 days after training, while the results of testing 3 hours after training were not
altered in comparison to the controls. The long term memory effect was observed in the
groups that received 2 mg/kg and 8 mg/kg, but not in the group that received 0.5 mg/kg of the
drug suggesting a dose dependent response. When these animals were retrained 1 week after
the administration of DOX they were able to learn not to descend from the platform. The
ability of retaining memory 3 hours but not 24 hours and 7 days after training suggests that
DOX interfered with long-term memory, sparing short term memory. This effect was
reversible, since animals were able to learn one week after administration, indicating that a
single dose of DOX does not cause permanent damage. When the animals were exposed to
multiple training there was no effect of the drug on long-term memory, indicating that
exposure to multiple stimuli overcame the inhibitory effect of a single dose of DOX in
memory acquisition. No effect was observed when the drug was administered pre-testing,
independently of the dosage used. This suggests that there is no interference of a single dose

of DOX in short or long-term memory consolidation.
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When the animals were evaluated in the open field twenty minutes after DOX, no
difference in comparison to controls was observed in the first day in respect to latency to start
locomotion, crossings, rearings and number of fecal bolus, which indicates no differences in
anxiety, locomotive capacity and exploratory behavior. When tested 24 hours after receiving
DOX the only difference observed was in respect to the number of rearings, more common in
the saline group, suggesting that DOX interfered with the exploratory behavior. This effect,
however, corroborates the results of the pre-training A experiment, since even having a
decreased exploratory behavior the animals that received DOX still had a lower latency do
descend from the platform onto the electrified grid in comparison to controls.

Other animal models have been used to investigate the effect of chemotherapeutics in
memory and learning capacity. Winocur et al (2006) have tested the combination of 5-
fluorouracil and methotrexate administered in weekly doses, during three consecutive weeks.
The results of this study demonstrated that the combination of 5-fluorouracil and methotrexate
caused deficits in spatial memory, in conditional rule learning on the non-mach to sample test,
and on the longest delay on the delayed non-mach to sample test. These results suggest
alteration in hippocampal and frontal lobe function after using the combination of these drugs.
Although in our experiment we used only a single dose of DOX, our results also suggest that
there was impairment of hippocampal function, possibly by a similar mechanism of alteration
of memory acquisition. In their study, Winocur et al discuss that the possible effects of the
drugs on the spatial memory test were due to performance-related variables. We controlled
our experiment using the open-field for evaluation of anxiety and exploratory behavior and
found a difference in exploratory behavior for the drug group 1 day after administration. In
contrast to the use of the Morris water maze, where the animals have to actively find the
safety of the hidden platform, in IA the animals are placed directly on the safe platform and,
driven by their natural behavior, tend to explore the environment. In this case, we would

expect that animals with lower exploratory behavior would have a longer latency to descend
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onto the electrified grid. This, however, was not the case in our experiment, and even with
lower exploratory behavior the latency of animals that received DOX was lower than that of
controls, suggesting that these animals learned not to descend, while those of the drug group
did not.

Methotrexate was also tested by Seigers et al (2008). These authors used a high dose
of methotrexate and found that the treated animals had a longer latency to cross the platform
area in the Morris water maze test. Animals that received chemotherapy also showed a
different response in the novel object recognition.

In another study by our group, Reiriz et al (2006) performed a similar approach as in
this study using cyclophosphamide. They also found memory impairment one day after
training in the [A apparatus, although no effect was seen one week after. In this experiment no
differences were seen on the open-field evaluation.

Lee et al (2006) examined the effects of cyclophosphamide or 5-fluorouracil in 7 and
18 month old rats after administration every 4 weeks for 12 weeks, followed by a last
administration after 6 weeks. Testing in this study was conducted 7 weeks after recovery from
the last drug administration. Interestingly, and on the contrary of the above, there was an
enhanced performance in the young female rats in the Stone 14-unit T-maze and in the Morris
Water maze. This effect was no longer seen 42 weeks after recovery. Amongst the older rats
no differences were observed. In this study synaptic plasticity of hippocampal slices of
animals receiving cyclophosphamide was also analyzed and a decreased LTP was observed
after four cyclophosphamide cycles in comparison to controls. In contrast, a higher LTP was
seen 8 weeks after the last cycle and remained enhanced, although less in magnitude, 53
weeks after the last cycle. The contrasting results of this study might be explained by the
moment in which the animals were tested, since Lee et al waited 7 weeks to start testing,

while our experiment and the other studies mentioned above started testing within a week
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after chemotherapy. This would be in accordance to Lee’s finding of an initially decreased
LTP, followed by an enhancement 8 weeks after chemotherapy.

In a study by MacLeod et al (2007), a combination of DOX and cyclophosphamide
was used to test the response to fear conditioning of female ovariectomized rats. In their
experiment, rats treated with chemotherapy had a diminished response to contextual fear, but
not in the cued memory test one week after the last of three doses of active drugs. Contextual
fear resembles the testing of IA and their results are similar to ours and reinforce the
occurrence of hippocampal dysfunction caused by chemotherapy. We also found no
difference when animals were retrained one week after chemotherapy (Figure 2).

Interestingly, our study did not show influence of DOX on memory after training,
which indicates that this drug, on a single time point, does not influence memory
consolidation, only acquisition. To our knowledge, no other studies investigating the effects
of chemotherapeutics on memory consolidation have been published to date.

Although DOX is known not to penetrate the blood-brain barrier (BBB), part of its
cytotoxic effects are mediated by free radical formation, lipid peroxidation, chelation of iron
and formation of reactive oxygen species, resulting in oxidative stress (Danesi et al., 2002).
Alteration in hippocampal oxidative stress has been related to memory impairment cased by
other drugs such as haloperidol and clozapine (Schroder et al., 2005) and toxins such as
microcystines (Maidana et al., 2006), thus reactive oxygen species and induction of oxidative
stress might be an indirect mechanism through which DOX causes memory impairment. This
will be subject of further studies by our group.

In conclusion, we have demonstrated in this experimental model that DOX in a single
administration, in doses equivalent to those applied in the clinic, produces a reversible

impairment in memory acquisition, but not in memory consolidation in Wistar rats.
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Figure 1. Pre-training IA trial demonstrating differences in latency to descend from platform

in the 24 h and 7 day retention tests. Differences were observed only for the higher dose

concentrations when compared to controls. Vehicle (VEH); Doxorubicin (DOX). *

p=0.022; ** p=0.004; *** p=0.01; **** p=0.004
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Figure 2. Pre-testing IA trial. There was no difference between groups in latency do descend

from platform. Vehicle (VEH); Doxorubicin (DOX).
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Figure 3. Open Field testing 24 h after injection. There was no difference between groups in
the latency to initiate locomotion, the number of crossings and the number of fecal bolus
only for the number of rearings. Vehicle (VEH); Doxorubicin (DOX). * p=0.004

compared to control.
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6. Consideracoes Gerais

A comunidade cientifica tem apresentado crescente interesse em investigar a
ocorréncia de altera¢des na funcdo cognitiva de pacientes submetidos a quimioterapia
sistémica para cancer. Frente as dificuldades na realizacdo e interpretacio de estudos clinicos,
modelos experimentais tém sido desejados para avaliar os mecanismos pelos quais estas
alteracdes ocorrem. Neste estudo foi investigado o efeito da doxorrubicina, um
quimioterdpico comumente utilizado na pratica clinica, na memoria aversiva de ratos Wistar
através de teste de esquiva inibitdria, uma prova dependente da funcio do hipocampo e da
amigdala.

No primeiro experimento, os animais, divididos em grupos, receberam doses
crescentes de doxorrubicina (0,5 mg/Kg, 2,0 mg/Kg e 8,0 mg/Kg) ou veiculo e apds foram
submetidos a treino em um aparato de esquiva inibitdria contendo plataforma e grade
eletrificada. Neste experimento houve uma curva dose resposta onde os animais dos grupos
que receberam doses mais altas de doxorrubicina (2,0 e 8,0 mg/Kg) apresentaram uma menor
laténcia para a decida da plataforma quando avaliados 1 dia e 7 dias apds o treino (figura 1 do
artigo). Nao houve diferenca entre os grupos quando os animais foram testados 3 horas apds o
treino, sugerindo interferéncia da doxorrubicina na memoria de longo prazo, mas néao na de
curto prazo. Ao serem re-treinados 7 dias ap0s o treino inicial, todos os animais foram
capazes de aprender a ndo descer da plataforma, demonstrando que o efeito sobre a memoria e
o aprendizado foi reversivel.

Em um segundo experimentos animais divididos nos mesmos grupos de doses de
doxorrubicina ou placebo foram inicialmente treinados e apds receberam a injecdo. Neste
experimento ndo se evidenciou diferengas entre os tempos de laténcia dos grupos para descer

da plataforma em nenhum dos momentos de teste (3h, 1 dia e 7 dias) (figura 2 do artigo). Este
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resultado sugere que nio houve interferéncia da administragdo da doxorrubicina na
consolid¢do da memoria de curta ou longa duragdo destes animais.

Em outra experimentag@o, um grupo de animais que recebeu doxorrubicina na dose de
8,0 mg/Kg pré-treino foi comparado a um grupo que recebeu placebo em relagao ao efeito de
multiplos treinamentos na retencdo de memdria de 3 e 24 horas. Nao houve diferenca entre os
grupos na laténcia para descer da plataforma, no nimero de treinos ou na retencdo de
memoria ap6s 24 horas, sugerindo que o efeito da doxorrubicina na forma utilizada néo
alterou a retenc@o da memoria quando os animais foram submetidos a multiplos estimulos.

Para controlar o efeito da doxorrubicina sobre a capacidade de deambulacio e
exploracdo dos animais, foi realizado um teste em um aparato de campo aberto utilizando um
grupo que recebeu doxorrubicina na dose de 8 mg/Kg em comparacio a um grupo que
recebeu placebo. Ndo houve diferenca entre os grupos na avaliagdo da laténcia para iniciar a
exploragdo do ambiente, o numero de rearings e cruzamentos e no nimero de bolus fecais.
Estes resultados sugerem que a doxorrubicina nao interferiu na capacidade locomotora, na
ansiedade e no comportamento exploratdrio dos animais logo apds a injecdo. Ao serem
reintroduzidos no campo aberto 24 horas apds a inje¢do o grupo tratado apresentou um menor
namero de rearings, indicando uma reducio no comportamento exploratorio (figura 3 do
artigo). Este resultado, entretanto, corrobora os resultados encontrados na esquiva inibitoria,
visto que mesmo apresentando menor comportamento exploratdério, os animais que receberam
doxorrubicina apresentaram menor laténcia para descer da plataforma a grade eletrificada.

Concluimos, entdo, através destes experimentos, que a doxorrubicina administrada em
dose tnica em concentragdes similares as utilizadas para o tratamento de pacientes com
cancer, causa altera¢do na func¢do do hipocampo e da amigdala, determinando diminui¢@o na
aquisicdo da memoria de longo prazo, mas nao na consolida¢do da memoria de ratos Wistar.

Este efeito é dose dependente, reversivel e ndo ocorre na presenga de multiplos estimulos.
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7. Anexos

Anexo 1. Animal no aparato de esquiva inibitdria.
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Anexo 2. Animal submetido ao experimento de campo aberto (A e B)

40



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
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