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RESUMO

O haloperidol é um antagonista de receptores dopaminérgicos utilizado no
tratamento da esquizofrenia. Quando administrado de forma sistémica em roedores,
o haloperidol induz catalepsia, um estado de imobilidade muito semelhante ao
observado na doenca de Parkinson. Sabe-se que muitos dos sintomas do Parkinson
sdo dependentes do estado emocional ja que os pacientes imdveis sdo capazes de
responder a gatilhos externos como barulho alto ou sinalizagdo visual. Dados
recentes destacam a importancia da neurotransmissao glutamatérgica do coliculo
inferior (Cl) sobre o estado cataléptico induzido pelo haloperidol em ratos. Tendo em
vista a importancia do Cl no sistema aversivo e suas conexdes com vias motoras, e
conhecendo os relatos clinicos da influéncia emocional sobre o aspecto motor no
Parkinson, pretendeu-se no presente estudo avaliar o estado emocional associado a
catalepsia causada pela administracao intraperitoneal de haloperidol. Para tanto,
avaliamos a resposta defensiva dos animais por meio da analise das vocalizacbes
ultrassénicas (VUs) de 22 kHz (indicativas de aversdo) durante os testes de
catalepsia, do campo aberto e do medo condicionado ao contexto. A administragao
sistémica de haloperidol afetou a atividade motora em ratos, induzindo a catalepsia e
diminuindo a atividade exploratéria no campo aberto. Nao foram observadas VUs de
22 kHz decorrentes do tratamento com haloperidol nos testes da catalepsia ou do
campo aberto. No teste do medo condicionado ao contexto, o haloperidol aumentou
o congelamento quando administrado antes do teste, mas diminuiu o congelamento
no dia do teste quando administrado antes do treino. Nesse mesmo teste, o
haloperidol diminuiu as VUs no dia em que foi administrado (treino ou teste). A
catalepsia induzida pela administragao sistémica de haloperidol parece também ter
afetado o aspecto motor subjacente a emissdo das VUs. Desta forma, o
esclarecimento da existéncia de um estado emocional aversivo associado ao estado

cataléptico foi prejudicado.



ABSTRACT

Haloperidol is a dopamine receptor antagonist used to treat schizophrenia. When
systemically administered in rodents, haloperidol induces catalepsy, a state of
immobility very similar to that seen in Parkinson's disease. It is known that many of
Parkinson's disease symptoms are dependent on the emotional state since patients
are still able to respond to external triggers such as loud noise or visual signaling.
Recent data highlighted the importance of glutamatergic neurotransmission in the
inferior colliculus (IC) on the cataleptic state induced by haloperidol in rats. Given the
importance of IC in the brain aversion system and its connections to motor pathways,
and based on the clinical reports of the emotional influence on the motor aspect of
Parkinson's disease, the objective of the present study was to evaluate the emotional
aspect related to catalepsy induced by intraperitoneal administration of haloperidol.
To this end, we analysed ultrasonic vocalizations (UVs) of 22 kHz (indicative of
aversion) in rats during the tests of catalepsy, open field and contextual conditioned
fear. Systemic administration of haloperidol affected the motor activity, inducing
catalepsy and decreasing exploratory activity in the open field. There were no UVs of
22 kHz resulting from treatment with haloperidol in catalepsy or open field tests. In
the contextual conditioned fear test, haloperidol increased freezing when
administered before the test, but decreased freezing on test day when administered
before training. In this same test, haloperidol decreased the UVs on the day it was
administered (training or test). The catalepsy induced by systemic administration of
haloperidol seems to have also affected the motor aspect of UVs. In this way, it was
not possible to clarify the existence of an aversive emotional state associated

haloperidol induced catalepsy.
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1. INTRODUGAO

A dopamina (DA) € um neurotransmissor da familia das catecolaminas. As
principais vias dopaminérgicas do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos séo:
a via nigroestriatal, a via mesocorticolimbica e a via tubero-infundibular. A via
nigroestriatal tem origem na substancia negra e inerva predominantemente o
estriado dorsal. A degeneragao desta via leva a doenga de Parkinson, ressaltando
seu papel no controle da motricidade. A via mesocorticolimbica surge da area
tegmental ventral e projeta-se para areas como o cortex pré-frontal, hipocampo,
amigdala e nucleo accumbens. Acredita-se estar envolvida na estabilidade
emocional, contribuindo para a etiologia da esquizofrenia. Por fim, a via tubero-
infundibular tem origem no hipotalamo e se projeta para hipofise que regula a
secrecao de prolactina, influenciando a lactagcdo e a fertiidade (ALBANESE &
MINCIACCHI, 1983; CIVELLI et al., 1993).

Os receptores de DA estdo presentes em diferentes quantidades nas
diferentes regides anatdomicas do SNC e podem ser divididos em duas subfamilias: a
D+, que compreende os tipos D e Ds, e a D,, que compreende os tipos D, D; € D..
Essa separagcdao em subfamilias se deve a diferente agao bioldégica que esses
receptores exercem no acoplamento e ativagdo do complexo da proteina G (CIVELLI
et al., 1993).

A esquizofrenia € a mais importante psicose e pode ser caracterizada por
duas dimensdes de sintomas, os chamados sintomas positivos e sintomas

negativos. Os sintomas positivos refletem um excesso ou uma distor¢do do
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funcionamento normal, como os delirios e as alucinagdes. Os sintomas
negativos, por sua vez, caracterizam-se pela auséncia ou diminuigdo de
comportamentos e fungées normais, como anedonia e isolamento social
(OORSCHOT & KWAPIL, 2009). Para tentar amenizar os sintomas dessa
afeccao o tratamento é feito com medicamentos antipsicéticos (KANE &
FREEMAN, 1994). Existem varios tipos de antipsicéticos, e estes sao
classificados em tipicos e atipicos. Dentre os antipsicéticos tipicos, um dos
mais utilizados é o haloperidol.

O haloperidol, um composto da classe das butirofenonas, € um
antagonista de receptores dopaminérgicos do tipo D, capaz de aliviar os
sintomas positivos da esquizofrenia devido a sua atuacdo na via
mesocorticolimbica (SEEMAN, 1980; REYNOLDS, 1992). Porém, os
antipsicoticos podem causar efeitos motores adversos, também chamados
de efeitos extrapiramidais, como resultado da sua atividade na via
nigroestriatal, particularmente nos ganglios basais (KANE & FREEMAN,
1994). Por isso, quando administrado de forma sistémica, o haloperidol
pode induzir catalepsia, um estado de imobilidade no qual podem ser
observados diferentes graus de rigidez muscular e baixa flexibilidade
(JANSSEN et al.,, 1965; KLEMM, 2001; JARDIM & GUIMARAES, 2004;
MELO et al., 2010).

Segundo Lorenc-Koci e colaboradores (1996), o padrao de rigidez
muscular observado por meio de eletromiograma (EMG) é muito
semelhante na catalepsia induzida pelo haloperidol e na doenca de

Parkinson. Por isso, a catalepsia tornou-se um bom modelo para se estudar
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a rigidez parkinsoniana. A doenga de Parkinson é resultado da degeneragao
de neurdnios da via nigroestriatal, classicamente associada com o controle
da atividade motora voluntaria (WADENBERG et al., 2001). Para
diagnostica-la € preciso se basear em critérios clinicos como: bradicinesia
(lentiddo de movimentos), tremor de repouso, rigidez (aumento da
resisténcia dos membros em resposta ao deslocamento passivo) e perda
dos reflexos posturais. Além dessas alteragcdes outros sintomas podem ser
observados, tanto sintomas motores secundarios (disartria, disfagia e
distonia) quanto sintomas ndo motores (disfuncdo autondmica,
anormalidades neurocomportamentais, disturbios de sono e ataxia)
(JANKOVIC, 2008).

Muitos dos sintomas do Parkinson sdao dependentes do estado
emocional do paciente. Isso foi verificado em relatos clinicos que
descreviam pacientes de Parkinson iméveis fazendo movimentos rapidos ao
ouvir alguém gritar “fogo” ou ao langar-lhe uma bola, ou seja, os pacientes
eram capazes de responder a gatilhos externos como barulho alto ou
sinalizacao visual. Esse fenbmeno, chamado de cinesia paraddxica, sugere
que os programas motores desses pacientes estao intactos, porém ha uma
dificuldade em acessa-los (JANKOVIC, 2008).

Paralelamente, dados recentes da literatura mostraram que a
administracdo de antagonistas glutamatérgicos no coliculo inferior (Cl)
atenua a catalepsia induzida pelo haloperidol, enquanto que o agonista
NMDA nessa estrutura potencializa este estado em roedores (MELO et al.,

2010). Ambos receptores de glutamato, NMDA e AMPA, estdo envolvidos
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na geragao de respostas excitatorias e sdo encontrados no Cl (BURGER &
POLLAK, 1998; ZHANG & KELLY, 2001). O coliculo inferior € uma estrutura
do teto mesencefdlico que pode ser dividida utilizando-se critérios
citoarquitetdnicos, em um nucleo central e os cortices externo e dorsal
(HUFFMAN & HENSON JR, 1990).

O nucleo central do CI seria primordialmente uma estacao relé das
vias auditivas, enquanto que os cértices dorsal e externo, recebendo
informacgdes nao s6 auditivas, mas também visuais e somaticas e enviando
eferentes para vias motoras, seriam areas participantes da integragao
acustico-motora. Além disso, diversos trabalhos demonstraram o
envolvimento do nucleo central do Cl na elaboragao de estados aversivos,
mantendo projecbes indiretas com a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal, o hipotalamo medial, a amigdala e o coliculo superior (BRANDAO et
al., 1988; 1993; 1994; 2005; SILVEIRA et al., 1993; TOKUNAGA et al.,
1984).

Tendo em vista essa importancia do Cl no sistema aversivo e suas
conexbes com vias motoras, e conhecendo relatos clinicos de uma
influéncia emocional sobre o aspecto motor em pacientes de Parkinson,
pretendeu-se no presente estudo avaliar o estado emocional associado a
catalepsia induzida pela administragao intraperitoneal de haloperidol. Para
tanto, estudamos os efeitos do haloperidol nos testes de catalepsia, do
campo aberto e do medo condicionado ao contexto.

O teste da catalepsia € um teste simples usado para avaliar o estado

cataléptico de roedores. Neste teste, as patas dianteiras do individuo séo
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colocadas sobre uma barra horizontal disposta a 8 cm da superficie do solo,
enquanto as patas traseiras se mantém no chdo. A variavel mensurada é a
laténcia para retirada das patas. Este teste € valido e muito utilizado, pois o
comportamento cataléptico pode ser reconhecido como o fracasso do
animal para corrigir posturas impostas externamente (MAVROJANNIS,
1903; MORELLI & DI CHIARA, 1985).

Outro teste amplamente utilizado para avaliar a atividade motora dos
animais € o teste do campo aberto. Ele consiste na avaliagdo de
comportamentos eliciados apos a introdugao do sujeito em um espago novo
e aberto do qual ndo pode escapar devido a uma parede ao redor. Observa-
se o0 padrao comportamental através da analise do numero de cruzamentos,
de levantamentos, de autolimpeza e do tempo de imobilidade do individuo
durante o teste. E possivel avaliar o nimero de cruzamentos pois a
superficie do solo no qual a arena se encontra é dividida geralmente em 12
quadrantes (WALSH & CUMMINS, 1976).

Com relagdo ao medo, um teste muito empregado € o teste do medo
condicionado ao contexto. Para tanto, sdo necessarios dois dias: o treino e
o teste. No dia do treino, no qual ocorre a fase de aquisicdo do medo
condicionado, um estimulo inicialmente neutro é pareado a um estimulo
aversivo e adquire as propriedades aversivas deste, sendo entao
denominado estimulo condicionado. Ja no dia do teste ocorre a fase de
expressao, na qual o estimulo condicionado € apresentado sozinho e passa
a eliciar respostas condicionadas de medo, similares aquelas produzidas

pelo estimulo aversivo. Dessa maneira, pode-se interferir antes do
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procedimento de condicionamento ou de teste, afetando desta forma a
aquisicdo do medo condicionado ou sua expressdo, respectivamente
(FENDT & FANSELOW, 1999; PEZZE & FELDON, 2004).

O impacto fisiolégico do medo condicionado ao contexto parece ser
de muito maior significado do que o de medo a um estimulo discreto, como
a luz ou o som. Assim, esse medo a um estimulo polimodal, o contexto,
pode ser classificado como um forte estressor. Um dos indicadores mais
usados nesses tipos de experimentos € o0 congelamento, a reagao de
defesa mais comum em ratos e camundongos em resposta a estimulos
aversivos inevitaveis. O congelamento consiste em padrao comportamental
complexo e coordenado, caracterizado pela auséncia de todos os
movimentos corporais, exceto movimentos respiratorios. Além disso, no
congelamento observamos um alto nivel de alerta e consideravel tonicidade
muscular (BLANCHARD et al.,, 2001; BOLLES & COLLIER, 1976;
CARRIVE, 2000; FANSELOW, 1991).

Uma vez que o estado cataléptico pode influenciar o comportamento
motor subjacente as repostas defensivas normalmente avaliadas em testes
animais de medo/ansiedade, a analise da emissao de vocalizagdes
ultrassénicas (VUs) de 22 kHz pelos animais torna-se um procedimento
adicional e complementar para a caracterizagao do estado emocional. Esse
procedimento é viavel, pois as VUs podem variar de acordo com o estado
emocional e a idade do individuo, bem como fatores ambientais
(CONSTANTINI & D'AMATO, 2006). Elas sao produzidas por um

mecanismo semelhante a de um apito da laringe expirando contra a glote
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fechada, diferentemente da producao de sons audiveis apresentados pela
maioria dos mamiferos que se da pela vibragao de estruturas da laringe
(ROBERTS, 1975; NY BY & WHITNEY, 1978).

As vocalizagbes ultrassdnicas de 22 kHz sao emitidas por ratos
jovens e adultos em resposta a situagdes aversivas como, por exemplo,
presenca de predadores (BLANCHARD et al., 1991), choque nas patas
(TONUE et al., 1986; CUOMO et al., 1988; BORTA et al., 2006), manuseio
(BRUDZYNSKI & OCIEPA, 1992), sobressalto acustico (KALTWASSER,
1990), retirada de droga (BARROS & MICZEK, 1996; COVINGTON &
MICZEK, 2003), isolamento social (FRANCIS, 1977) e apdés a derrota
durante confronto entre machos (SALES, 1972) . Além dessa classe de
vocalizagao ultrassénica existem outras duas, as VUs de 40 kHz e as de 50
kHz.

As vocalizagbes de 40 kHz assim como as de 22 kHz indicam
aversao, porém sao emitidas apenas pelos filhotes e indicam isolamento e
separacdo maternal (WOHR & SCHWARTING, 2008). Ja as vocalizagbes
de 50 kHz s&o emitidas por ratos juvenis e adultos e indicam um estado
emocional positivo que induz aproximagao. Portanto, elas ocorrem durante
brincadeiras juvenis (BRUNELLI et al., 2006), copulagdo (aproximagao e
ejaculagdo) (GEYER & BARFIELD, 1978; BARFIELD et al., 1979; BIALY et
al.,, 2000), recompensa e estimulos incentivadores (comida, drogas e
estimulacao cerebral) (BURGDOREF et al., 2000; 2001).

Assim, a proposta deste trabalho foi avaliar, através da analise das

emissoes de VUs de 22 kHz, o estado emocional associado a catalepsia
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induzida pelo haloperidol frente a diferentes testes: da catalepsia, do campo
aberto e do medo condicionado ao contexto. Acreditamos nesta hipotese
baseados nos trabalhos de Jankovic (2008), que relata um componente
emocional envolvido com a movimentagcdo de pacientes parkinsonianos, e
de Melo e colaboradores (2010), que destacam o envolvimento do Cl no

estado cataléptico induzido pelo haloperidol em ratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o estado emocional associado
a catalepsia causada pela administracdo intraperitoneal de haloperidol. Para tanto,
estudamos os efeitos do haloperidol nos testes de catalepsia, do campo aberto e do
medo condicionado ao contexto. Uma vez que o estado cataléptico pode influenciar
o comportamento motor subjacente as repostas defensivas normalmente avaliadas
em testes animais de medo/ansiedade, optamos por analisar adicionalmente a
emissdo de vocalizagbes ultrassbénicas de 22 kHz durante os diferentes testes
empregados.

No experimento I, analisamos se a administracdo de distintas doses de
haloperidol é capaz de produzir um estado cataléptico e se essa catalepsia por si s
esta associada a um estado aversivo. Para isso, fizemos o teste de catalepsia e
simultaneamente medimos as VUs de 22 kHz.

No experimento |l, testamos a influéncia do haloperidol sobre a atividade
exploratéria dos animais e avaliamos se o estado emocional desses animais
catalépticos ¢ alterado diante da exposicdo a um ambiente novo. Para isso, fizemos
o teste do campo aberto e simultaneamente medimos as VUs de 22 kHz.

No experimento lll, analisamos os efeitos do haloperidol na aquisigdao e
expressdo do medo condicionado ao contexto. Mais uma vez, avaliamos
simultaneamente as emissdes de VUs de 22 kHz, tanto durante a sessédo treino

quanto durante a sessao teste.
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3. EXPERIMENTO I: Teste da catalepsia

Para avaliar a catalepsia causada pela administragao intraperitoneal (i.p.) do
haloperidol e verificar se esta esta associada a um estado emocional aversivo
fizemos o teste da catalepsia e, simultaneamente, medimos as emissbes de

vocalizagdes ultrassbnicas de 22 kHz.

3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1. Animais

Utilizamos 26 ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250 g, provenientes
do biotério central do Campus da USP — Ribeirao Preto. Os animais foram alojados
em grupos de 4, em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm) forradas com
maravalha, tendo livre acesso a agua e comida. Os animais foram mantidos em um
biotério setorial com um programa de iluminagéao artificial com ciclo claro-escuro 12 h
x 12 h, com o inicio do periodo claro as 7:00 h e temperatura entre 23 e 25 °C.
Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo. Este trabalho
faz parte de um Projeto Tematico aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA - da USP de Ribeirao Preto (protocolo 11.1.308.53.9) e foi
desenvolvido integralmente no Laboratério de Neuropsicofarmacologia da Faculdade

de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.
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3.1.2. Drogas

O haloperidol foi obtido na forma comercial para uso intravenoso
(Haldol® - Janssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica). Uma ampola de
haloperidol (5,0 mg/1,0 mL) foi diluida em 4,0 ou 9,0 mL de salina fisioldgica
para obter a concentragao de 1,0 ou 0,5 mg/mL, respectivamente. As doses
utilizadas foram de 0,5 e 1,0 mg/kg, administradas intraperitonealmente em
volume constante de 1,0 mL/kg. O grupo controle recebeu o volume
equivalente de salina fisioldgica. As drogas foram administradas 15 minutos
antes do inicio dos testes. As doses e o tempo de espera foram

selecionados com base na literatura (MELO et al., 2010).

3.1.3. Teste da catalepsia

Para avaliar o estado cataléptico do animal causado pela
administragcado de haloperidol fizemos o teste da catalepsia. O animal era
colocado em uma caixa de acrilico, cujas dimensdes eram 25 x 25 x 39 cm
(Fig. 1A). Nas paredes laterais havia furos a 8 cm da superficie do solo.
Uma barra, também de acrilico, foi encaixada nesses furos de maneira que
esta se estendia de uma lateral a outra da caixa. O teste implicou em
colocar cuidadosamente as patas dianteiras do animal nesta barra
horizontal, enquanto suas patas traseiras continuavam no chao (Fig. 1B), e
verificar a laténcia para retirada das patas. E importante destacar que
estabelecemos 10 minutos como laténcia maxima de retirada, ou seja, apés
esse tempo o registro era interrompido. Os animais receberam injegao i.p.

de salina (n = 6), haloperidol na dose de 0,5 mg/kg (n = 10) ou haloperidol
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na dose de 1,0 mg/kg (n = 10). Apdés 15 minutos da administracdo, a
laténcia para retirada das patas foi medida. Nos repetimos a medida de
laténcia a cada 15 minutos durante 60 minutos. Assim, obtivemos registros

da laténcia em quatro tempos: 15, 30, 45 e 60 minutos apds a administracao

de salina ou haloperidol.

Figura 1. A - Fotografia da caixa para a medida da catalepsia. B - Animal

cataléptico durante o teste.

3.1.4. Analise das vocalizagdes ultrassonicas

Simultaneamente ao teste de catalepsia, analisamos as emissdes de
vocalizagdes ultrassbnicas (VUs) para avaliar a reatividade emocional dos
animais, ja que é sabido que ratos que passam por experiéncias aversivas
emitem VUs de 22 kHz. Assim, gravamos a o teste. s VUs durante 75

minutos apos a administracdo do haloperidol e apresentamos os dados
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separadamente para os intervalos de tempo: de 0 a 15, de 15 a 30, de 30 a
45, de 45 a 60 e de 60 a 75 minutos.

Para gravar essas vocalizagdes ultrassdnicas utilizamos um
microfone especial capaz de captar as VUs emitidas pelos animais (Emkay
FG-3629; Avisoft Bioacoustics, Berlim, Alemanha). Ele foi conectado a um
computador através de uma interface UltraSoundGate 116 USB Audio
(Avisoft Bioacoustics). Os registros acusticos foram gravados pelo programa
Avisoft-Recorder (versao 4.2; Avisoft Bioacoustics) com taxa de
amostragem de 250 kHz em formato de 16 bits.

A analise do registro acustico foi realizada com a ajuda do programa
Avisoft SASLab Pro (versao 5.1.20; Avisoft Bioacoustics). Este programa
gera, a partir do registro acustico, um espectrograma passivel de analise
quantitativa e qualitativa das VUs. O espectrograma é gerado através de
uma transformada rapida de Fourier (FFT) (FFT-length 512 amostras, frame
size 100%, janela Hamming e uma sobreposi¢cdo na janela temporal de
75%). Correspondentemente, o espectrograma foi produzido com uma
resolugao de 488 Hz e resolugao temporal de 0.512 ms. Frequéncias abaixo
de 12 kHz e acima de 33 kHz foram reduzidas a 0 dB para minimizar o ruido
ambiental.

Em seguida, utilizamos a fungdo Automated Parameter Measurement
do programa de andlise para fazer a determinagdo automatica dos
parametros: frequéncia de pico média e duragao dos eventos. Utilizando a

freqUéncia de pico média selecionamos 0s eventos que se encontravam no
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intervalo entre 18 e 24 kHz. Assumimos que esses eventos correspondem

as vocalizagbes de 22 kHz (Fig. 2).

kHz
70+
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104 )
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Figura 2. Espectrograma da vocalizagado de 22 kHz. Frequéncias abaixo de 12 kHz

e acima de 33 kHz foram removidas da analise.

3.1.5. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média+EPM e foram analisados
com o programa estatistico SigmaStat 3.11 (Systat Software Inc, IL, EUA).
Para analise da catalepsia e das vocalizacdes ultrassonicas foram utilizadas
analises de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. No
caso de significancia estatistica seguiu-se o teste de Newman-Keuls. Um

valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.
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3.2. RESULTADOS

A figura 3 apresenta os resultados referentes a média da laténcia
para retirada das patas no teste da catalepsia apds a administracao i.p. de
salina (Salina) ou de haloperidol nas doses de 0,5 (Haloperidol 0,5) ou 1,0
mg/kg (Haloperidol 1,0) nos diferentes tempos: 15, 30, 45 e 60 minutos. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo
para os fatores tratamento (Salina; Haloperidol 0,5; Haloperidol 1,0), F(2,69)
= 14,46, p < 0,05; e tempo (15, 30, 45 e 60 minutos), F(3,103) = 6,74, p <
0,05; e interagcdo entre os dois fatores (tratamento x tempo), F(6,103) =
3,55, p < 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou
que a administracdo de haloperidol 1,0 mg/kg foi eficaz em produzir
catalepsia em todos os tempos avaliados (p < 0,05). Ja haloperidol 0,5
mg/kg produziu catalepsia apenas 30, 45 e 60 min apos sua administracao
(p < 0,05), ndo apresentando efeitos significativos no tempo de 15 min (p >

0,05).
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Figura 3. Efeitos da inje¢do i.p. de Salina ou Haloperidol (nas doses de 0,5 e 1,0
mg/kg) sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia, nos tempos
15, 30, 45 e 60 minutos. * SignificAncia estatistica em relacdo ao salina; #
Significancia estatistica em relagdo ao grupo Haloperidol 0,5 no tempo de 15
minutos. (p < 0,05, teste de Newman- Keuls). Média + EPM. n = 6 salina e n = 10

haloperidol (0,5 e 1,0 mg/kg).

A figura 4A ilustra o numero de vocalizagbes ultrassénicas de 22 kHz
e a figura 4B a duragao destas vocalizagdes dos animais que receberam
injecoes i.p. de salina ou haloperidol nas doses 0,5 ou 1,0 mg/kg nos
seguintes intervalos de tempo: 0-15, 15-30, 30-45, 45-60 e de 60-75
minutos. Note que quase nao foram observadas vocalizagdes durante o
teste de catalepsia. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas aplicada
ao numero de VUs nao revelou efeito significativo para tratamentos, F(2,92)
= 0,65, p > 0,05; tempo, F(4,129) = 2,01, p > 0,05; ou interagao, F(8,129) =

0,30, p > 0,05. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas aplicada a
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duracdo das VUs também nao revelou efeitos significativos para
tratamentos, F(2,92) = 0,48, p > 0,05; tempo, F(4,129) = 0,49, p > 0,05; ou

interacao, F(8,129) = 0,76, p > 0,05.

A 3 O Salina B 3 O Salina
W Haloperidol 0,5 - I Haloperidol 0,5
a W Haloperidol 1,0 s W Haloperidol 1,0
> 2. 2 2
>
3 »
o 3
Q@ o
IS @® |
2 1 4 §~ 1
&h )
0 o ] ﬁ O o S 1
T1T T2 T3 T4 T5

™ T2 T3 T4 T5

Figura 4. Efeitos da inje¢do i.p. de Salina ou Haloperidol (nas doses de 0,5 e 1,0
mg/kg) sobre o numero [A] e duragéo [B] das vocalizagbes ultrassdnicas (VUs) de
22 kHz durante o teste de catalepsia, nos intervalos de tempo de 0 a 15, de 15 a
30, de 30 a 45, de 45 a 60, e de 60 a 75 minutos, respectivamente T1, T2, T3, T4 e
T5. Média + EPM. n = 6 salina e n = 10 haloperidol (0,5 e 1,0 mg/kg).
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4. EXPERIMENTO II: Teste do campo aberto

Para avaliar possiveis alteragdes motoras e o estado emocional dos animais,
fizemos o teste do campo aberto ao mesmo tempo em que medimos as
vocalizagdes ultrassonicas. Para confirmar se a droga estava fazendo efeito, fizemos

o teste da catalepsia antes e depois de colocarmos o animal na arena.

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Animais

Foram utilizados 19 ratos Wistar machos com peso variando entre 200 e 250

g, mantidos sob as mesmas condi¢des descritas para o Experimento |I.

4.1.2. Drogas

O haloperidol foi obtido na forma comercial para uso intravenoso (Haldol® -
Janssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica). Uma ampola de haloperidol (5,0 mg/1,0
mL) foi diluida em 9,0 mL de salina fisiolégica para obter a concentracdo de 1,0
mg/mL. A dose utilizada foi 1,0 mg/kg, administrada intraperitonealmente em volume
constante de 1,0 mL/kg. O grupo controle recebeu o volume equivalente de salina
fisioldgica. A droga foi administrada 15 minutos antes do inicio dos testes. A dose de
0,5 mg/kg de haloperidol ndo foi utilizada neste estudo, ja que observamos no

experimento | que esta demorava mais tempo para produzir o efeito cataléptico.
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4.1.3. Teste da catalepsia

A caixa e o procedimento experimental utilizados foram os mesmos
descritos no experimento I. Os animais receberam inje¢ao i.p. de salina (n =
11) ou haloperidol na dose de 1,0 mg/kg (n = 8). Apds 15 minutos da
administracdo, a laténcia para retirada das patas foi medida. Apds este
teste, o animal foi colocado na arena por 30 minutos para avaliagédo de
possiveis alteragdes motoras causadas pelo haloperidol. Ao final do teste do
campo aberto, refizemos o teste de catalepsia para verificar a manutencao

do efeito da droga.

4.1.4. Teste do campo aberto

Apos o teste da catalepsia o animal foi submetido ao teste do campo
aberto com duragcédo de 30 min. Este teste visou avaliar o desempenho
motor dos animais. Para tanto, utilizamos uma arena circular de acrilico
transparente (60 cm de didmetro e 50 cm de altura), colocada sobre um
assoalho dividido em 12 quadrantes (Fig. 5).

O registro comportamental foi realizado minuto a minuto, e consistiu
das medidas de cruzamentos (resposta de cruzar com as quatro patas um
dos quadrantes do assoalho da arena), levantamentos (resposta de erguer-
se sobre as duas patas traseiras, mantendo as duas patas dianteiras
elevadas, com ou sem apoio na parede da arena), autolimpeza (higiene,
com as patas dianteiras, da cabega e/ou do corpo) e imobilidade (tempo em

que o animal permanece parado).
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Figura 5. Fotografia da arena na qual foi realizado o teste do campo aberto.

4.1.5. Analise das vocalizagoes ultrassonicas

Foram utilizados 0 mesmo equipamento e o mesmo procedimento

descritos no experimento |.

4.1.6. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média+EPM e foram analisados
com o programa estatistico SigmaStat 3.11 (Systat Software Inc, IL, EUA).
Para analise da catalepsia foi utilizada uma analise de varidancia (ANOVA)
de duas vias com medidas repetidas. Para analise dos cruzamentos,
levantamentos, autolimpeza e imobilidade do teste do campo aberto, e para
analise das vocalizagdes ultrassoénicas foi utilizado o teste-t de Student. Um

valor de p menor que 0,05 foi considerado significativo.
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4.2. RESULTADOS

A figura 6 apresenta os resultados referentes a média da laténcia de
retirada das patas no teste da catalepsia apds a administragao i.p. de salina
ou de haloperidol na dose de 1,0 mg/kg antes (15 min) e apds (60 min) a
realizacado do teste do campo aberto. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator tratamento, F(1,17) = 21,48,
p < 0,05. Nao houve diferenca significativa entre os tempos, F(1,37) = 3,95,
p > 0,05, ou interacado significativa entre os dois fatores (tratamento x

tempo), F(1,37) = 4,07, p > 0,05.
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Figura 6. Efeitos da injecédo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia, nos tempos 15 e 60
minutos, antes e depois do teste do campo aberto, respectivamente. * Significancia
estatistica em relagédo ao salina. (p < 0,05, teste de Newman- Keuls). Média +

EPM. n = 11 salina e n = 8 haloperidol 1,0 mg/kg.
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A figura 7 apresenta os resultados referentes aos 30 minutos de teste
do campo aberto dos animais tratados com salina ou haloperidol na dose de
1,0 mg/kg. A figura 7A apresenta a média do numero de cruzamentos entre
os tratamentos, e o teste-t de Student revelou uma diminui¢ao significativa
dessa resposta nos animais tratados com haloperidol, t(17) = 4,37, p < 0,05.
As figuras 7B e 7C apresentam a média do numero de levantamentos e
autolimpeza, respectivamente. O teste-t de Student revelou uma diminui¢cao
significativa das respostas dos animais tratados com haloperidol em relacao
aos tratados com salina tanto para os levantamentos, t(17) = 2,88, p < 0,05,
como para a autolimpeza, t(17) = 3,02, p < 0,05. Ja a figura 7D apresenta a
média do tempo de imobilidade dos animais, e o teste-t de Student revelou
um aumento significativo da resposta dos animais tratados com haloperidol,

t(17) = 7,33, p < 0,05.



4. EXPERIMENTO II: Teste do campo aberto 30

A 50 1 B 50 -
40 T w 40 1
» 2
2 c
< 30 s © 30 o
: £ T
N 20 § 20
2 >
Q g
10 o e 10 o
] .
0 s 0 A ——
Salina Haloperidol 1,0 Salina Haloperidol 1,0
C D
50 1500 1
*
o 404 % 1200
@ [ 2
g— 30 o @ 900 =
= =
— C—]
2 20 S 600 s
< * E 1
10 i 300 +
0 4 0 -
Salina Haloperidol 1,0 Salina Haloperidol 1,0

Figura 7. Efeitos da injecdo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre o numero de cruzamentos [A], levantamentos [B], autolimpeza [C] e tempo
de imobilidade [D] durante 30 minutos no teste do campo aberto. * Significancia
estatistica em relagédo ao salina. (p < 0,05, teste de Newman- Keuls). Média +

EPM. n = 11 salina e n = 8 haloperidol 1,0 mg/kg.

A figura 8A ilustra o numero de vocalizagbes ultrassénicas de 22 kHz e a
figura 8B a duracao destas vocalizagdes dos animais que receberam injegdes i.p.
de salina ou haloperidol na dose 1,0 mg/kg, durante os 30 minutos do teste do
campo aberto. Note que mais uma vez quase nao foram observadas vocalizacoes.
O teste-t de Student nao revelou efeitos significativos no numero de vocalizagées,

t(17) = 1,19, p > 0,05, ou na duragao dessas vocalizagées, t(17) = 1,19, p > 0,05.
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Figura 8. Efeitos da injecdo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre o numero [A] e a duragédo [B] das vocalizagbes ultrassbnicas de 22 kHz
(VUs) durante os 30 minutos do teste do campo aberto. Média + EPM. n = 11

salina e n = 8 haloperidol 1,0 mg/kg.
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5. EXPERIMENTO IllI: Teste do medo condicionado ao

contexto

Para avaliar o estado emocional do animal cataléptico em uma situagao
aversiva, fizemos o teste do medo condicionado ao contexto. Como este
procedimento é divido em dois dias (treino e teste), e visando distinguir aspectos
motores e emocionais, subdividimos este experimento em duas fases. Assim, nas
duas fases (A e B) fizemos os registros das vocalizagbes ultrassénicas durante
ambos os dias (treino e teste), porém na fase A aplicamos salina ou haloperidol no
dia do teste (expressao), enquanto na fase B aplicamos no dia do treino (aquisi¢ao).
Nos dias em que foram administradas as drogas, foi feito o teste de catalepsia antes
e depois de colocarmos os animais na caixa de medo condicionado para avaliar o

efeito da droga.

5.1. MATERIAL E METODOS
5.1.1. Animais
Foram utilizados 45 ratos Wistar machos com peso variando entre 200 e 250

g, mantidos sob as mesmas condigdes descritas para o Experimento .

5.1.2. Drogas
A droga e a dose utilizada foram iguais ao descrito no experimento Il. Porém,

desta vez esperamos 30 minutos antes de iniciarmos os testes. Como ja descrito
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acima, na fase A a droga foi administrada no dia do teste, enquanto que na

fase B a droga foi administrada no dia do treino.

5.1.3. Teste da catalepsia

A caixa e o procedimento experimental foram os mesmos descritos
no experimento |. Na fase A, no dia do teste, os animais receberam inje¢cao
i.p. de salina (n = 13) ou haloperidol na dose de 1,0 mg/kg (n = 12). Apds 30
minutos da administracdo, a laténcia para retirada das patas foi medida.
Apés este teste, o animal foi colocado na caixa experimental por 10 minutos
para avaliagcdo do congelamento condicionado ao contexto. Ao final do teste
do medo condicionado ao contexto, refizemos o teste da catalepsia para
verificar a manutengao do efeito da droga.

Na fase B, os animais receberam a injecao i.p. de salina (n = 8) ou
haloperidol na dose de 1,0 mg/kg (n = 12) antes de iniciarmos o treino. Apés
30 minutos da administragdo, os animais foram colocados na caixa da
catalepsia e a laténcia da retirada da pata foi medida. Em seguida, os
animais foram colocados na caixa de condicionamento por 15 minutos (5
minutos de habituacdo e aproximadamente 10 minutos de

condicionamento). Refizemos o teste da catalepsia apds o treino.

5.1.4. Teste do medo condicionado ao contexto

O teste do medo condicionado ao contexto foi desenvolvido em uma

caixa experimental que possuia 45 x 26 x 24 cm e cujas paredes laterais e
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do fundo eram de acrilico preto. Ja a porta, situada na face superior, € a
parede frontal eram de acrilico transparente. O piso da caixa era constituido
por 36 grades eletrificadas de 5 mm de didmetro cada, separadas 1 cm uma
da outra e conectadas a um gerador de choques (Insight, SP, Brasil). O
equipamento estava contido em uma caixa (64 x 53 x 48 cm) de atenuagao
sonora constituida em madeira, evitando assim a interferéncia de estimulos
ambientais durante a execucdo dos procedimentos (Fig. 9). Existia uma
ldmpada incandescente vermelha disposta na parte superior da caixa que
permaneceu ligada durante os experimentos, permitindo assim a
observagado do animal pelo experimentador. Um odor de acido acético (2%)
também foi utilizado para intensificar a caracterizacdo do contexto. O odor
advinha de um pequeno recipiente posicionado no piso da caixa de
atenuacao sonora, proximo a parede frontal da caixa de condicionamento.

O experimento de medo condicionado ao contexto foi dividido em
dois dias: o dia do treino e o dia do teste.

- Sessao treino: Nessa etapa os animais foram colocados na caixa e,
apo6s 5 minutos de habituagado nessa, receberam 10 choques nas patas. Os
choques tinham intensidade de 0,6 mA, com duragdo de 1 segundo cada,
sendo variavel o intervalo entre os choques (faixa de 30 — 90 s). O tempo
total despendido a essa sessao foi de aproximadamente 15 minutos.

- Sessao teste: Apos 24 horas, os animais foram colocados na
mesma caixa, desta vez sem choques. O tempo de congelamento foi

registrado durante 10 minutos, sendo esse comportamento aqui definido
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como a auséncia total de movimentos do corpo e das vibrissas (exceto

aqueles relacionados a respiracao) por um periodo minimo de 6 segundos.

Figura 9. Caixa experimental para o teste do medo condicionado ao contexto.

5.1.5. Anadlise das vocalizagoes ultrassdnicas

Foram utilizados o mesmo equipamento e o mesmo procedimento

descritos no experimento .

5.1.6. Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média+EPM e foram analisados
com o programa estatistico SigmaStat 3.11 (Systat Software Inc, IL, EUA).
Para analise da catalepsia e das vocalizacdes ultrassOnicas foram utilizadas

analises de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. No
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caso de significancia estatistica seguiu-se o teste de Newman-Keuls. Ja
para a analise do congelamento no teste de medo condicionado ao contexto
foi utilizado o teste-t de Student. Um valor de p menor que 0,05 foi

considerado significativo.

5.2. RESULTADOS

5.2.1. Fase A: Expressao do medo condicionado ao contexto

A figura 10 apresenta os resultados referentes a média da laténcia de
retirada das patas no teste da catalepsia apds a administracao i.p. de salina
ou de haloperidol na dose de 1,0 mg/kg antes (30 min) e apds (60 min) a
realizacdo do teste do medo condicionado ao contexto. A analise ANOVA
de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos significativos para os
fatores tratamento, F(1,23) = 57,50, p < 0,05; e tempo, F(1,49) = 10,65, p >
0,05, e interacéo significativa entre os dois fatores (tratamento x tempo),
F(1,49) = 11,35, p > 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls
revelou que a administragcao de haloperidol 1,0 mg/kg foi eficaz em produzir
catalepsia nos tempos de 30 e 60 minutos (p < 0,05), apresentando maior

efeito no tempo de 60 min em relagéo ao de 30 min (p < 0,05).
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Figura 10. Efeitos da injecéo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia nos tempos 30 e 60
minutos, antes e depois do teste do medo condicionado ao contexto,
respectivamente. * Significancia estatistica em relacdo ao salina; # Significancia
estatistica em relagdo ao grupo Haloperidol 1,0 no tempo de 30 minutos. (p < 0,05,
teste de Newman- Keuls). Média + EPM. n = 13 salina e n = 12 haloperidol 1,0

mg/kg.

A figura 11 apresenta as médias de congelamento no dia do teste de
medo condicionado ao contexto. Esse congelamento dos animais tratados
com salina ou haloperidol na dose de 1,0 mg/kg foi medido durante 10

minutos. O teste-t de Student revelou um aumento significativo dessa

resposta nos animais tratados com haloperidol, t(23) = 2,27, p < 0,05.
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Figura 11. Efeitos da injecéo i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre o tempo de congelamento dos animais durante o teste do medo
condicionado ao contexto. * SignificAncia estatistica em relagdo ao salina. (p <
0,05, teste-t de Student). Média + EPM. n = 13 salina e n = 12 haloperidol 1,0
mg/kg.

A figura 12A ilustra o numero de vocalizagdes ultrassbénicas de 22
kHz e a figura 12B a duragdo destas vocalizagdes durante os dois dias
(treino e teste), dos animais que receberam inje¢des i.p. de salina ou
haloperidol na dose 1,0 mg/kg antes do teste. A ANOVA de duas vias com
medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no numero de
vocalizagdes para tratamentos, F(1,23) = 0,60, p > 0,05; ou interacao
significativa entre os dois fatores (fratamento x condigéo), F(1,49) = 1,47, p
> 0,05. Porém, revelou efeito significativo para a condi¢do, F(1,49) = 13,66,
p < 0,05. A partir disso, fizemos um teste-t de Student que nos revelou uma
diminuicdo da média do numero de vocalizagdes pelos ratos tratados com

haloperidol em relagéo aos ratos tratados com salina no dia do teste, 1(23) =

2,25, p < 0,05,
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Para a analise da duracdo das vocalizagdes (fig. 12B), utilizamos
uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas que nao revelou efeito
significativo para ftratamento, F(1,23) = 0,65, p > 0,05; ou interagao
significativa entre os dois fatores (tratamento x condigéo), F(1,49) = 2,03, p
> 0,05. Porém, revelou efeito significativo para a condicdo, F(1,49) = 25,53,
p < 0,05. A partir disso, fizemos um teste-t de Student que nos revelou uma
diminuicdo da média da duragdo das vocalizagcbes exibidas pelos ratos
tratados com haloperidol em relagao ratos tratados com salina no dia do

teste, t(23) = 2,29, p < 0,05.
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Figura 12. Efeitos da injecao i.p. pré-teste de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0
mg/kg sobre o numero [A] e a duragdo [B] das vocalizagdes ultrassbnicas de 22
kHz (VUs) emitidas pelos animais durante a sessao treino e a sessédo teste de
medo condicionado ao contexto. * SignificAncia estatistica em relagdo a mesma
condicao no dia do treino; # Significancia estatistica em relagao ao grupo Salina no
dia do teste (p < 0,05, teste de Newman- Keuls). Média + EPM. N = 13 salinae n =
12 haloperidol 1,0 mg/kg.
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5.2.2. Fase B: Aquisicao do medo condicionado ao contexto

A figura 13 apresenta os resultados referente a média da laténcia de
retirada das patas no teste da catalepsia apds a administrag&o i.p. de salina
ou de haloperidol na dose de 1,0 mg/kg antes (30 min) e apés (60 min) a
realizacado do treino do medo condicionado ao contexto. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator
tratamento, F(1,18) = 62,76, p < 0,05. Nao houve diferenga significativa
entre os tempos, F(1,39) = 0,64, p > 0,05, ou interagao significativa entre os

dois fatores (tratamento x tempo), F(1,39) = 0,59, p > 0,05.
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Figura 13. Efeitos da injegcao i.p. de Salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre a laténcia para retirada das patas no teste de catalepsia nos tempos 30 e 60
minutos, antes e depois do treino do medo condicionado ao contexto,
respectivamente. * Significancia estatistica em relagdo ao salina. (p < 0,05, teste de

Newman- Keuls). Média + EPM. n = 8 salina e n = 12 haloperidol 1,0 mg/kg.

A figura 14 apresenta as médias de congelamento no dia do teste de
medo condicionado ao contexto. Esse congelamento dos animais tratados

com salina ou haloperidol na dose de 1,0 mg/kg foi medido durante 10
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minutos. O feste-t de Student revelou uma diminui¢ao significativa dessa
resposta nos animais tratados com haloperidol no dia do treino, t(18) = 2,20,

p <0,05.
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Figura 14. Efeitos da injecao i.p. de salina ou Haloperidol na dose de 1,0 mg/kg
sobre o tempo de congelamento dos animais durante o teste do medo
condicionado ao contexto. * SignificAncia estatistica em relacdo ao salina. (p <
0,05, teste-t de Student). Média + EPM. n = 8 salina e n = 12 haloperidol 1,0 mg/kg.

A figura 15A ilustra o numero de vocalizagdes ultrassénicas de 22
kHz e a figura 15B a duracdo destas vocalizagdes durante os dois dias
(treino e teste), dos animais que receberam inje¢des i.p. pré-treino de salina
ou haloperidol na dose 1,0 mg/kg. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo no numero de vocalizagdes para
tratamento, F(1,18) = 11,81, p < 0,05; condig¢éo, F(1,39) = 7,66, p < 0,05; e
interacéo significativa entre os dois fatores (fratamento x condigéo), F(1,39)
= 8,60, p < 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou
que a administragdo de haloperidol 1,0 mg/kg diminuiu o numero das
vocalizagdes apenas no dia do treino quando comparados com O grupo

salina (p < 0,05). Além disso, os ratos tratados com salina apresentaram
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uma diminuicdo significativa no numero de vocalizagdes no dia do teste
quando comparados com o dia do treino (p < 0,05).

Para a analise da duracao das vocalizagbes (fig. 15B), utilizamos
uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas que revelou efeitos
significativos para tratamento, F(1,18) = 6,90, p < 0,05; condicdo, F(1,39) =
6,00, p < 0,05; e interagao significativa entre os dois fatores (tratamento x
condigcédo), F(1,39) = 9,71, p < 0,05. A analise post hoc com o teste de
Newman-Keuls revelou que a administracdo de haloperidol 1,0 mg/kg
diminuiu a duracdo das vocalizagbes apenas no dia do treino quando
comparados com o grupo salina (p < 0,05). Além disso, os ratos tratados
com salina apresentaram uma diminuicdo significativa na duracdo das
vocalizagdes no dia do teste quando comparadas com o dia do treino (p <

0,05).
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Figura 15. Efeitos da injecao i.p. pré-treino de Salina ou Haloperidol na dose de
1,0 mg/kg sobre o numero [A] e a duracao [B] das vocalizagdes ultrassdnicas de
22 kHz (VUs) emitidas pelos animais durante a sessdo treino e a sesséo teste do
medo condicionado ao contexto. * SignificAncia estatistica em relacdo ao grupo
salina; # Significancia estatistica em relacdo a mesma condigédo no dia do treino (p
< 0,05, teste de Newman- Keuls). Média + EPM. n = 8 salina e n = 12 haloperidol

1,0 mg/kg.
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6. DISCUSSAO

Relatos clinicos demonstram que pacientes parkinsonianos sao capazes de
executar movimentos diante de uma situacdo ameacadora, indicando que sua
circuitaria motora permanece intacta mas incapaz de ser acionada devido a um
possivel fator emocional (JANKOVIC, 2008). Além disso, trabalho recente de Melo e
colaboradores (2010) destacou a importancia da neurotransmissédo glutamatérgica
do ClI sobre o estado cataléptico induzido pelo haloperidol em ratos. Sabendo-se que
o CI processa informagdes auditivas e possui conexdes com vias motoras, além de
fazer parte do sistema cerebral aversivo, investigamos no presente estudo se a
catalepsia induzida pelo haloperidol, um tipo de imobilidade e um bom modelo para
estudos sobre a doenca de Parkinson, envolveria ndo apenas uma questao motora,
mas também um estado emocional aversivo. Por isso, neste estudo avaliamos a
resposta defensiva dos animais catalépticos através da analise das VUs durante os
testes de catalepsia (experimento 1), do campo aberto (experimento Il) e do medo
condicionado ao contexto (experimento llI).

Os resultados do presente estudo confirmam os dados encontrados por
outros autores de que o haloperidol, um antagonista de receptores D, induz
catalepsia em ratos (DE RYCK et al., 1980; SANBERG, 1980; WADENBERG et al.,
2001; VASCONCELOS et al., 2003). No experimento |, observamos que tanto a
dose de haloperidol de 0,5 mg/kg quanto a de 1,0 mg/kg foram eficientes em causar

a catalepsia. Esse efeito s6 foi observado apds 30 min da administragdo da dose de
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0,5 mg/kg, enquanto que a dose de 1,0 mg/kg produziu efeito a partir dos
primeiros 15 minutos. Ambas as doses mantiveram o efeito até um periodo
de 60 minutos apos a administragdo. Por isso, utilizamos o haloperidol na
dose de 1,0 mg/kg nos experimentos que se seguiram e observamos que
esta dose foi sempre efetiva em causar catalepsia.

Ainda no experimento |, analisamos a emissdo de VUs de 22 kHz
pelos animais durante o teste da catalepsia. Nesse experimento nao
observamos quase nenhuma VU, independentemente do tratamento. Tal
fato pode sugerir que talvez a catalepsia nao esteja por si s6 associada a
um estado emocional e, portanto, ndo leva o animal a emitir VUs.

Em seguida, foi realizado o teste do campo aberto em conjunto com a
analise das VUs de 22 kHz. Este teste além de nos permitir analisar a
atividade motora, representa uma situagao de certo conflito para o animal: a
possibilidade de explorar um ambiente novo em contraste a tendéncia em
evitar o centro que € um espaco aberto, iluminado e desprotegido. Somado
a isso, o comprometimento dos movimentos devido ao efeito do haloperidol
pode impossibilitar o animal de explorar esse ambiente, tornando-se um
fator adicional de conflito. Assim, refizemos o teste da catalepsia antes e
apos o teste do campo aberto e observamos o efeito da droga em ambos os
tempos.

Verificamos que o haloperidol prejudicou a atividade motora no
campo aberto, uma vez que diminuiu o0 numero de cruzamentos,
levantamentos e autolimpeza, e aumentou o tempo de imobilidade. Nossos

dados estdo de acordo com outros que mostraram uma diminuicdo da
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locomocado causada pelo haloperidol (BRUHWYLER et al., 1991;
MOLEWIJK et al., 1995). E importante destacar também o trabalho de
Kovacs e Wied (1978) que relatou uma diminuigdo da ambulagao do animal
neste mesmo teste com uma dose muito mais baixa de haloperidol (0,1
Mg/rato) do que a utilizada no presente estudo. Portanto, a administragéo
sistémica de haloperidol afeta a atividade motora em ratos, induzindo a
catalepsia e diminuindo a atividade exploratéria no campo aberto.
Novamente, ndo obtivemos quase nenhuma emissdo de VU de 22 kHz,
avaliada agora durante o teste do campo aberto. Portanto, a exposi¢céo ao
campo aberto parece nao ser uma situacao aversiva suficiente para causar
VUs e o estado emocional do animal cataléptico parece nao ser alterado
diante da exposigdao a um ambiente novo.

Na sequéncia, realizamos o experimento lll visando observar a
emissao dessas VUs indicativas de estados aversivos e analisar a aquisigao
e a expressao do medo condicionado ao contexto. Mais uma vez, fizemos o
teste da catalepsia antes e apds o teste ou o treino do medo condicionado
ao contexto e observamos o efeito da droga em ambos os tempos. No
experimento IllIA, no qual foi avaliado a expressédo do medo condicionado
contextual, obtivemos um aumento no congelamento do grupo tratado com
haloperidol antes do teste em relagdo ao grupo salina. Esses resultados
diferem de outros obtidos por Inoue e colaboradores (1996) que mostraram
que o haloperidol ndo alterou a expressdo desse congelamento. E provavel
que esse aumento em nosso experimento seja devido ao estado cataléptico

em que o animal se encontrava e, portanto podendo nio ser caracterizado
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como um congelamento condicionado ao contexto, mas sim apenas como
uma imobilidade. Ja no experimento IlIB, no qual foi avaliado a aquisicéo do
medo condicionado contextual, obtivemos uma diminui¢ao significativa do
congelamento dos animais tratados com haloperidol antes do treino em
relagdo ao grupo salina. Nossos dados sao congruentes com os resultados
obtidos por Inoue e colaboradores (1996; 2005), que observaram que doses
de 1,0 e 3,0 mg/kg de antipsicoticos tipicos inibem significantemente a
aquisicao do congelamento condicionado.

E sabido que o estresse emocional condicionado produzido pelo
choque nas patas inescapavel aumenta as vocalizagdes ultrassbnicas de 22
kHz (GROENINK et al., 1996). Os achados do experimento Il corroboram
os resultados descritos acima. Tanto na sessao treino como na sessao teste
foram observadas emissdes dessas VUs pelos animais controle,
diferentemente dos outros testes nos quais quase nao houve VUs. Além
disso, ocorreu uma diminuicado significativa no niumero e na duracédo das
VUs emitidas pelo grupo salina na sessao teste quando comparada com a
sessao treino nas duas etapas do experimento Ill. Por isso, podemos
classificar a sessao treino como tendo um carater mais aversivo do que a
sessao teste, afinal € a sessdo em que apresentou-se o estimulo aversivo
incondicionado e inescapavel, o choque nas patas.

O numero e a duragado das VUs do grupo tratado com haloperidol
diminuiu significativamente no dia em que a droga foi aplicada, ou seja, no
experimento IlIIA em que a droga foi aplicada na sessao teste houve uma

diminuigao tanto no numero quanto na duracédo das VUs na sessao teste do
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grupo tratado com haloperidol neste dia. No experimento IlIB em que a
droga foi aplicada na sessao treino também houve uma diminuigcdo no
numero e na duragédo das VUs, agora na sessédo treino, do grupo tratado
com haloperidol nesse dia.

Nossos resultados sobre a diminuicdo das VUs causadas pela
administracdo de haloperidol durante o teste do medo condicionado ao
contexto (experimento IlIA) diferem do estudo de Molewijk e colaboradores
(1995). Segundo eles, a dose de 1,0 mg/kg de haloperidol, mesma dose
utilizada no presente estudo, n&o alterou 0 numero ou a duragao de VUs
condicionadas ao contexto. Porém, esses autores observaram que em
doses maiores (3 mg/kg) ocorreu uma diminuigdo das VUs.

Os resultados obtidos no experimento IlIB, que também mostraram a
diminuicdo das VUs, agora durante o treino do medo condicionado ao
contexto causadas pela administragcdo de haloperidol, estdo de acordo com
os estudos de Naito e colaboradores (2003) durante o teste air-puff,
caracterizado por ser tdo aversivo quanto o choque nas patas por estes
mesmos autores, indicando que talvez o haloperidol tenha um carater
ansiolitico. Porém, o efeito desse antipsicotico para essa medida é
inconsistente. No estudo de Sanchez (2003) observou-se que o haloperidol
ndo causou efeito ou causou um fraco efeito inibitério sobre as VUs
eliciadas pelo choque nas patas, enquanto que no estudo de Cuomo e
colaboradores (1988) nao foi observado efeito desta dose de haloperidol

sobre as VUSs.
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Ainda no experimento IlIB, observamos que o numero e a duragao
das VUs do grupo tratado com haloperidol se manteve semelhante ao grupo
salina na sessao teste. Possivelmente, esse padrao de resposta se deve ao
fato de que animais que sofreram um estimulo aversivo anteriormente
muitas vezes exercem, devido ao condicionamento contextual, vocalizac&o
antecipatéria devido a re-exposicao ao mesmo ambiente (para revisao ver
MICZEK et al., 1995). O haloperidol administrado antes do treino nao foi
capaz de influenciar a aquisicdo do medo condicionado avaliado por meio
da emissao de VUs no dia do teste.

A partir dos diferentes resultados para as VUs podemos inferir que a
catalepsia induzida pela administracdo sistémica de haloperidol talvez
esteja afetando o aspecto motor dos musculos envolvidos com a emissao
da VU. Diferentemente do que Molewijk e colaboradores (1995) sugeriram
sobre a auséncia de uma relagao direta entre VU e o aspecto motor (ja que
observaram uma diminuicdo da atividade locomotora com a dose de 1,0
mg/kg, enquanto que a diminuicdo das VUs durante o teste do medo
condicionado ocorreu apenas com a dose de 3,0 mg/kg), nossos resultados
mostram que a mesma dose (1,0 mg/kg) causou uma diminuicao da
atividade motora e das VUs. Talvez haja uma interferéncia dopaminérgica
sobre os musculos envolvidos na producdo das VUs. Além disso, o
haloperidol diminui a largura de banda de VUs de 50 kHz devido a uma
interferéncia dopaminérgica sobre o mecanismo de modulagédo dessa VU
que esta envolvida com articulagbes a nivel da laringe e a subsistemas

respiratorios e proximos da lingua (CIUCCI et al., 2007). Portanto, podemos
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pensar que a emissao de VUs estava afetada em todos os experimentos
desenvolvidos: teste da catalepsia, do campo aberto e do medo
condicionado ao contexto.

Por tudo isso, nao foi possivel no presente estudo caracterizar de
forma clara o aspecto emocional dos animais catalépticos. A catalepsia
induzida pelo haloperidol afetou a atividade motora em ratos e, talvez,
devido a esse componente motor tenha afetado também a emissao da VU.
Apesar disso, ainda ndo descartamos a hipotese de que existe um estado
emocional associado a catalepsia induzida pela administracédo sistémica de
haloperidol. Porém mais investigagcdes sdo necessarias para verificar tal
questao, entre elas: administracao de diferentes doses de haloperidol para
esclarecer as controvérsias na literatura sobre os efeitos desta droga no
medo condicionado ao contexto; analise de alteragdes de parametros
autonémicos (como temperatura, frequéncia cardiaca, pressao arterial) e a
associacdo destas com os padroes comportamentais ja avaliados;
realizagdo de outros testes comportamentais como o sobressalto acustico
para verificar a influéncia do haloperidol sobre uma resposta reflexa e

caracteristica da espécie.
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. CONCLUSOES

* A administragdo sistémica de haloperidol afeta a atividade motora em ratos,
induzindo a catalepsia e diminuindo a atividade exploratéria no campo aberto.

* O haloperidol aumentou o congelamento quando administrado antes do teste,
no entanto, € provavel que esse aumento seja devido ao estado cataléptico e
nao possa ser caracterizado como um congelamento condicionado ao
contexto.

* O haloperidol, quando administrado antes do treino, diminuiu o congelamento
dos animais no dia do teste, ou seja, parece ter diminuido a aquisi¢gao do
congelamento condicionado.

* N&o foram observadas VUs de 22 kHz decorrentes do tratamento com
haloperidol nos testes da catalepsia ou do campo aberto, sugerindo que a
catalepsia nao esta associada a um estado emocional aversivo.

* No teste do medo condicionado, o haloperidol diminuiu as VUs no dia em que
foi administrado (treino ou teste). Assim a catalepsia induzida pela
administragao sistémica de haloperidol talvez esteja afetando o aspecto motor

dos musculos envolvidos com a emissdo das VUSs.
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