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2 OBJETIVOS





3 MATERIAL E MÉTODOS



3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 3 meses de idade, provenientes 

do Biotério Central da Universidade Federal do Paraná.

Os animais foram alojados em número de cinco por gaiola, em caixas 

plásticas medindo 40 x 30 x 17 cm. Essas caixas foram mantidas em salas com 

ventilação e temperatura controladas (22 ± 1° C), em um ciclo claro-escuro de 12 

horas, iniciando-se a fase clara às 7:00 horas. Água e comida foram fornecidas à 

vontade aos animais.

3.2 Drogas

• Haloperidol (1,0 mg/kg - i.p.) - Jansen Farmacêutica

• Apomorfina, cloridrato de (0,6 mg/kg - s.c.) - Sigma Chemical Company

• Vitamina E (cf-/-a-tocoferol acetato, 500 mg/kg - v.o.) - Boticário do Brasil

• Vitamina E (d-/-a-tocoferol acetato, 500 mg/kg - v.o.) - Hoffmann-La 

Roche LTD

• Vitamina C (ácido ascórbico, 50 mg/kg - i.p.) - Hoffmann-La Roche LTD

• Xarope de glicose (500 ml/kg) - veículo para vitamina E (Boticário)

• Óleo de Girassol (500 ml/kg - v.o) - veículo para vitamina E (Roche)

• Salina (NacI 0,9% - 1 , 0  ml/kg - i.p.)

3.3 Observações Comportamentais

3.3.1 Medida da Atividade Geral dos Animais (ATG)

A ATG dos animais foi avaliada em um campo aberto, o qual consiste em 

uma arena circular de madeira com 97 cm de diâmetro e 32,5 cm de altura, pintada 

de branco e estando a 48 cm do chão. O fundo da arena é dividida em 3 círculos 

concêntricos, os quais são subdivididos por retas em 19 partes aproximadamente



iguais. Na parte frontal da arena existe uma cortina que, devido às cx>ndições de 

iluminação, permite uma total observação do animal, dificultando a este, a visão do 

experimentador. Este aparelho foi construído de acordo com aquele proposto por 

BROADHURST (1960).

Cada animal foi colocado, individualmente, no centro do campo aberto, 

onde foi observado por um período de 5 minutos. Os animais dos grupos controle e 

experimentais foram observados, intercaladamente, entre as 7:00 e às 12:00 horas. 

Entre as observações de cada rato, a arena foi limpa com uma solução de água- 

álcool a 5%.

Durante o experimento no campo aberto foram registrados os seguintes 

parâmetros indicativos da ATG, freqüência de locomoção (LO), onde cada unidade de 

LO con-esponde ao ato do animal penetrar com as 4 patas, em uma das divisões do 

chão da arena; freqüência de levantar (LE), o qual con"esponde ao animal permanecer 

apoiado somente nas patas posteriores, ficando com o corpo perpendicular ao chão da 

arena; duração de imobilidade (Dl), que consiste no período de tempo, em segundos, 

em que o animal não apresenta atividade motora, permanecendo estático no que diz 

respeito à cabeça, tronco e membros (ADES, 1965); e a duração de limpeza (LIM), 

onde observou-se o tempo em segundos em que o animal permanece limpando a 

pelagem, genitália e focinho. A duração de imobilidade e a duração de limpeza foram 

registradas através do uso de cronômetros.

3.3.1.1 Análise Estatística

Através do teste de BARTLET (JOHNSON & LEONE 1974), verificou-se 

que os dados da ATG são paramétricos. Assim, utilizou-se a ANOVA (análise de 

variância), proposta por SNEDOCOR (1946), seguida do teste de TUKEY, utilizado 

para avaliar as possíveis diferenças nas medidas dos parâmetros da ATG entre os 

grupos. A probabilidade de p < 0,05 foi considerada significante para todas as 

comparações realizadas.



3.3.2 Medida do Comportamento Estereotipado (CE) Induzido por Apomorfina

Para o registro quantitativo do CE, os animais foram alojados, 

individualmente, em gaiolas metálicas medindo 16x30x18 cm. As observações foram 

realizadas 100 horas após a retirada dos tratamentos, no período da tarde (13:30 - 

17:30 horas).

Para a quantificação do CE, utilizou-se a escala de escores proposta por 

SETLER et al. (1976), conforme mostra a Tabela 1. Esta escala atribui valores 

crescentes aos parâmetros comportamentais exibidos pelos animais, após o 

tratamento com apomorfina. A partir da administração da apomorfina, o CE foi 

observado a intervalos de 10 minutos, durante 90 minutos consecutivos. Cada 

animal foi observado durante 10 segundos para atribuição do escore. Os escores 

obtidos para cada animal, nos 90 minutos, foram somados e com esses valores, 

caiculou-se, em cada grupo, as medianas da somatória dos escores.

3.3.2.1 Análise Estatística

Através do teste de BARTLET (JOHNSON & LEONE 1974), verificou-se 

que os dados do CE não são paramétricos. Assim, empregou-se a análise de 

variância não paramétrica de KRUSKAL-WALLIS (SIEGEL.1956), seguida pelo teste 

de Comparações Múltiplas. A probabilidade de p < 0,05 foi considerada como 

diferença significante.





3.4 Avaliação dos Agentes Antioxidantes

Esta etapa foi realizada em colaboração cx>m os professores Dr. Roberto 

Frussa Filho e Dra. Rosana de Alencar Ribeiro do Departamento de Farmacologia 

da UNIFESP (EPM).

3.4.1 Preparo das Amostras

Os animais procedentes do tratamento prolongado com haloperidol e 

vitamina E (d-/-a-tocoferol acetato / Roche, 500 mg/kg - v.o.) foram sacrificados em 

uma guilhotina, e tiveram seus cérebros retirados sobre placa de gelo. Em seguida, 

os corpos estriados e os córtex foram dissecados, em um período máximo de 3 

minutos para cada animal. Estes tecidos foram então pesados e congelados em 

freezer a - 80° C. O material foi transportado em gelo seco para o laboratório 

de Farmacologia da UNIFESP, onde também foi armazenado a - 80° C. Quinze 

minutos antes do início dos ensaios, o material dissecado foi transferido para um 

freezer a - 23° C.

3.4.2 Avaliação de Defesas e Enzimas Antioxidantes

Para quantificar as espécies reativas do metabolismo do oxigênio foram 

utilizadas técnicas de dosagem dos antioxidantes, ou técnicas que permitem medir 

a atividade enzimática, a detecção direta dessas espécies reativas ao oxigênio 

é dificultada devido as suas concentrações serem extremamente baixas 

(aproximadamente 10 M) com altas velocidades de reação (FERREIRA & 

MATSUBARA, 1997).

Portanto, para tal observação, foram utilizados os estriados para a 

dosagem da glutationa total (GSH), da glutationa oxidada (GSSG), bem como a 

razão entre GSSG/GSH. No córtex dos animais, determinou-se as dosagens das 

enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), da superóxido dismutase (SOD) e da 

catalase (CAT).



3.4.2.1 Avaliação da Razão GSSG/GSH

Inicialmente os estriados foram homogeneizados em ácido perciórico 0.5 M 

na proporção 1:50 (p/v) e centrifugados a 5000 rpm, por 10 minutos a 4-5° C. Uma 

alíquota do sobrenadante (S1) foi neutralizada com K3PO4 1,75 M e novamente 

centrifugada a 12000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante (S2) da segunda 

centrifugação foi utilizado para determinação de GSH (TIETZE, 1969). Para isso, o 

tampão utilizado no ensaio de GSH foi o fosfato 0,1 M (pH = 7.0), contendo GSSG 

padrão, DTNB, sendo adicionados ainda a glutationa redutase e 0 NADPH, os quais 

presentes no meio promovem a redução de GSSG presente no tecido formando 

GSH. A leitura da absorbância foi realizada em 412 nm a 25° C, durante 180 

segundos a intervalos de 30 segundos.

Um índice mais seguro e sensível da ocorrência do estresse oxidativo é 

avaliar a razão GSSG/GSH (TOBOREK & HENNING, 1994). Para tal, verificamos a 

quantidade de GSSG presente no tecido, onde uma alíquota do sobrenadante (SI), 

foi neutralizada e centrifugada da mesma forma descrita anteriormente para GSH. 

Utilizou-se o sobrenadante (S2) com a finalidade de determinar a GSSG. Com o 

tampão fosfato 0,5 M (pH = 6.8), contendo NADPH e glutationa redutase, realizou-se 

a leitura da absorbância a 340 nm a uma temperatura de 30° C, nos tempos de 8, 

10, 12 e 16 minutos. A absorbância no tempo zero foi determinada por meio da 

regressão linear. Os valores foram determinados em ^moles de GSH e GSSG por 

grama de tecido e expressos como (j,moles de GSH por grama de tecido ou como 

razão GSSG/GSH.

3.4.2.2 Determinação da Catalase (CAT)

Para a dosagem da catalase, o córtex foi homogeneizado em tampão fosfato 

de potássio 0,1 M (pH = 7.0), na proporção 1:4 (p/v), os quais foram centrifugados a 

3000 rpm, a 4-5° C, durante 15 minutos. O sobrenadante da primeira centrifugação 

(SI) foi centrifugado a 1200 rpm, na mesma temperatura, por 20 minutos. E o



sobrenadante dessa segunda centrifugaçâo (S2) foi então utilizado na determinação 

da CAT, de acordo com a técnica de ADAMO et al. (1989). Essa técnica permite 

quantificar a velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio pela enzima 

através do decréscimo da absorbância a 240 nm a 30° C (s = 0.04 mM‘^ cm'^).

A amostra foi adicionada ao meio contendo H2O2 10 mM e tampão fosfato 

de potássio 50 mM (pH = 7.4). Os resultados foram expressos em Unidades (U) por 

mg de proteína, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessária para cataüzar 

a hidrólise de 1)aM de H2O2 por minuto a 30° C em pH 7.4

3.4.2.S Avaliação da Giutationa Peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px foi determinada pela homogeneização do córtex da mesma 

forma descrita acima para a CAT. A quantificação da GSH-Px foi realizada de acordo 

com o método de SIES et al. (1979), baseado na medida da oxidação de NADPH 

catalisada pela giutationa redutase, que é proporcional à produção de GSSG, 

catalisada pela GSH-Px em presença de peróxido de tert-butila (t-BOOH).

A amostra foi adicionada ao meio de reação contendo NADPH 20 mM, 

GSH 0,1 M, giutationa redutase 0,1 U/ml, EDTA 5 mM e tampão fosfato de potássio

0,1 M (pH = 7.0). Após um minuto de estabilização, foi adicionado t-BOOH 0.5 mM e 

o decréscimo da absorbância foi acompanhado a 340 nm, a uma temperatura de 30° 

C (e = 6.22 mM‘^ .cm'^). Os resultados foram expressos em Unidades (U) por mg de 

proteína, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessária para catalisar a 

oxidação de 1|iimol de NADPH por minuto a 30° C em pH 7,0.

3.4.2.4 Dosagem da Superóxido Dismutase (SOD)

Da mesma forma descrita acima, 0 córtex foi homogeneizado e o 

sobrenadante (S2) foi utilizado na determinação da SOD. A atividade da enzima foi 

avaliada segundo 0 método de McCORD e FRIDOVICH (1969), baseada na 

transformação de xantina em ácido úrico, catalisada pela enzima xantina oxidase.



que ativa o oxigênio molecular a ânion superóxido. A reação é acompanhada à 

redução do citocromo c pelo ânion superóxido, que pode ser acompanhada por meio 

da redução da absorbância em 550 nm, a 25° C. A adição da SOD promove inibição 

na velocidade de redução do citocromo c, uma vez que esta enzima compete com o 

citocromo c pelo ânion superóxido, dismutando-o a peróxido de hidrogênio. A 

atividade total da SOD foi medida na presença de KCN, inibindo-se assim a 

atividade da citocromo c oxidase. Os resultados foram expressos em Unidades (U) 

por mg de proteína, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessária para inibir 

50 % da redução do citocromo c, por minuto, a 25° C em pH 7.8.

3.4.2.5 Dosagem de Proteínas

As concentrações de proteínas das amostras foram determinadas segundo 

o método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando-se como padrão a albumina 

sérica bovina.

5.4.2.6 Análise Estatística

A análise do teste de BARTLET mostrou que os dados de avaliação das 

enzimas foram considerados paramétricos. Assim, utilizou-se a ANOVA (análise de 

variância), proposta por SNEDOCOR (1946), seguida do teste de DUNCAN.



4 RESULTADOS E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL



4.1 Efeitos da Administração Aguda de Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato, 

Boticário) na Atividade Gerai (ATG) de Ratos Tratados Agudamente com 

Haioperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos; 

Salina (Saí) + Veículo (Veíc), Salina (Saí) + Vitamina E (E), Haioperidol (Halo) + 

Veículo (Veíc) e Haioperidol (Halo) + Vitamina E (E). Os animais foram tratados 

pela manhã de acordo com o seguinte procedimento:

1. Sal + Veíc: administrou-se NaCI 0,9% (Sal - 1,0 ml/kg i.p.) e, após 30 

minutos os animais receberam o Veíc (5,0 ml/kg v.o.).

2. Sal + E: inicialmente injetou-se Sal (1,0 ml/kg i.p.) e, decorridos 30 

minutos, administrou-se a vitamina E (500 ml/kg v.o.).

3. Halo + Veíc: inicialmente os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e

30 minutos após receberem o Veíc (5,0 ml/kg v.o).

4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 

decorridos 30 minutos administrou-se a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

Decorridos 30 minutos após a segunda administração da vitamina E ou 

veículo, os animais foram colocados em um campo aberto (CA) para a observação 

da ATG. Foram verificados os parâmetros de locomoção (LO), de levantar (LE), 

duração de imobilidade (Dl) e duração de limpeza (LIM).

Resultados

As Figuras 1, 2, 3 e 4 e as Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram os efeitos 

decon^entes da administração aguda de haioperidol e vitamina E nas freqüências de 

locomoção (LO), levantar (LE), duração de imobilidade (Dl) e duração de limpeza 

(LIM). Os resultados indicam que a administração aguda de Halo resultou, num

















































Resultados

As Figuras 14 e 15 e as Tabelas 15 e 16 mostram os efeitos do Haloperidol 

e da vitamina E nas freqüências de LO e LE. As Figuras 16 e 17 e as Tabelas 17 e 

18 mostram a Dl e LIM de ratos tratados prolongadamente e concomitantemente 

com estas drogas.

Após 30 min. da retirada do neuroléptico, observou-se uma diminuição 

significante das freqüências de LO (Fig. 14 e Tab. 15) e de LE (Fig. 15 e Tab. 16) 

dos animais dos grupos Halo + E e Halo + Veíc, além de aumento significante da Dl 

(Fig. 16 e Tab. 17) em relação aos animais dos grupos Sal + Veíc e Sal + E. Quanto 

à LIM (Fig. 17 e Tab. 18) não foram verificadas diferenças entre os grupos de 

animais estudados.

A observação dos animais 24 hs após a retirada, mostrou que a locomoção 

não diferiu entre os grupos ( Fig. 14 e Tab. 15). Por outro lado, o grupo Halo + E 

mostrou uma diminuição significante no LE (Fig. 15 e Tab. 16) quando comparado aos 

animais do grupo Halo + Veíc. Não foram observadas diferenças entre os demais 

grupos. A Dl (Fig. 16 e Tab. 17) foi significantemente menor nos animais do grupo 

Halo + Veíc, em comparação aos ratos do grupo Sal + E. Quanto à LIM, não foram 

verificadas diferenças significantes entre os grupos de animais (Fig. 17 e Tab. 18).

A observação dos animais, 48 hs após a retirada do haloperidol, mostrou 

diminuição significante da freqüência de LO (Fig. 14 e Tab. 15.) dos animais do 

grupo Halo + E em relação aos ratos do grupo Halo + Veíc. Além disso, o grupo Halo 

+ E mostrou aumento significante deste parâmetro quando comparado com o grupo 

Sal + E. Os ratos do grupo Halo + Veíc, também mostraram aumento de LO em 

comparação aos animais dos grupos Sal + Veíc e Sal + E. O LE (Fig. 15 e Tab. 16) 

do grupo Halo + Veíc foi significantemente maior em comparação aos grupos Halo + 

E, Sal + E e Sal + Veíc. No parâmetro Dl, (Fig. 16 e Tab. 17) houve uma diminuição 

desta medida dos ratos do grupo Halo + Veíc em relação aos animais do grupo Sal + 

E. Além disso, a LIM (Fig. 17 e Tab. 18) não foi alterada em todos os tratamentos.



Após 72 hs da retirada do haloperidol, os ratos do grupo Halo + Veio 

mostraram aumento da LO (Fig. 14 e Tab. 15) quando comparados aos grupos Sal + 

E e Sal + Veíc. Mais ainda, o grupo Halo + E mostrou aumento do parâmetro em 

relação aos animais do grupo Sal + E. O LE (Fig. 15 e Tab. 16) do grupo Halo + Veíc 

foi significantemente maior em relação aos grupos Halo + E, Sal + E e Sal + Veíc. A 

Dl (Fig. 16 e Tab. 17) não mostrou diferenças significantes entre os grupos de 

animais. A análise da LIM (Fig. 17 e Tab. 18), mostrou aumento significante dos 

ratos do grupo Sal + Veíc, em comparação com os grupos Sal + E e Halo + Veíc.

Finalmente, 96 hs após a retirada, verificou-se que as freqüências de LO 

(Fig. 14 e Tab. 15) dos animais do grupo Halo + Veíc foram maiores que aquelas 

dos ratos do grupo Sal + E. Em relação ao LE (Fig. 15 e Tab. 16), nenhuma 

diferença entre os grupos foi encontrada. Quanto à Dl (Fig. 16 e Tab. 17), não foram 

registradas diferenças significantes nos grupos estudados. Em relação a LIM (Fig. 17 

e Tab. 18), foi observado um aumento deste parâmetro nos ratos do grupo Sal + 

Veíc, em comparação aos animais do grupo Sal + E.



















4.4.2 Efeitos do Tratamento Prolongado e Concomitantemente de Haloperidol 

e Vitamina E na Avaliação de Comportamento Estereotipado (CE) 

Induzido por Apomorfina

Delineamento Experimental

Quarenta ratos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: Sal + Veíc, 

Sal + E, Halo + Veíc e Halo + E. Todos os animais foram tratados prolongadamente 

por 30 dias (duas vezes ao dia - 9:00 e às 17:00 horas) de acordo com o seguinte 

esquema de tratamento:

1. Sal + Veíc: administrou-se Sal aos animais pela manhã e à tarde 

(1,0 ml/kg i.p.) os quais receberam o Veíc somente no período da tarde 

(5,0 ml/kg v.o.).

2. Sal + E: injetou-se Sal pela manhã e à tarde (1,0 ml/kg i.p.) e administrou- 

se a vitamina E apenas no período da tarde (500 mg/kg v.o.).

3. Halo + Veíc: inicialmente os animais receberam Halo nos períodos da 

manhã e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veíc somente à tarde 

(5,0 ml/kg v.o).

4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos períodos da manhã e 

da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e a vitamina E somente à tarde (500 mg/kg v.o.).

Decorridas 100 h após a retirada dos tratamentos, todos os animais foram 

colocados em gaiolas metálicas individuais e receberam apomorfina (APO)

0,6 mg/kg s.c. para o registro do CE de acordo com a escala proposta por 

SETLERetal. (1976).

Resultados

Os resultados da Figura 18 e a Tabela 19, apresentam a mediana das 

somatórias dos escores do CE em animais tratados com o haloperidol ou salina 

concomitantemente à vitamina E ou ao veículo por 30 dias. Observou-se que o CE





4.5 Efeitos da Vitamina E (d-l-a-Tocoferoí-Acetato, Roche) nas Freqüências de 

Protrusão de língua (PL) e de “Vacuous Chewing IVIovements”(VCI\/l) de 

Ratos Tratados Prolongadamente com Haloperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos: Sal + 

Veíc Sal + E, Halo + Veíc e Halo + E. Todos os animais foram tratados 

prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia - 9:00 e às 17:00 horas) de acordo 

com o seguinte esquema de tratamento:

1. Sal + Veíc: administrou-se Sal aos animais pela manhã e à tarde 

(1,0 ml/kg i.p.) e o Veíc somente no período da tarde (5,0 ml/kg v.o.).

2. Sal + E: injetou-se Sal pela manhã e à tarde (1,0 ml/kg i.p.) e administrou- 

se a vitamina E apenas no período da tarde (500 mg/kg v.o.).

3. Halo + Veíc: inicialmente os animais receberam Halo nos períodos da 

manhã e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veíc somente à tarde 

(5,0 ml/kg v.o).

4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos períodos da manhã e da 

tarde (1,0 mg/kg i.p.) e a vitamina E apenas à tarde (500 mg/kg v.o.).

Após 48 e 72 horas da retirada do neuroléptico, os animais foram isolados 

em gaiolas metálicas, e alternando-se os grupos, foram observados durante 5 

minutos para a avaliação da PL, do VCM.

Resultados

A Figura 19 e a Tabela 20, mostram os resultados do tratamento prolongado e 

concomitante do haloperidol com a vitamina E na freqüência de protrusão de língua 

(PL). Os dados mostram que não houve diferença significante em nenhuma das duas 

sessões analisadas. A Figura 20 e a Tabela 21 mostram os resultados do “vacuous







4.6 Efeitos da Administração Aguda de Vitamina C (Ácido Ascórbico, Roche) 

e Vitamina E (d-l-a-Tocoferol, Roche) na Atividade Geral (ATG) de Ratos 

Tratados Agudamente com Haloperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 60 ratos divididos aleatoriamente em seis grupos: Sal + 

Sal, Sal + C, Halo + Sal, Halo + C, Sal + C + E e Halo + C + E. Os animais foram 

tratados no período da manhã, de acordo com o seguinte procedimento:

1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais e 30 minutos após receberam 

outra injeção de Sal (1,0 ml/kg i.p.).

2. Sal + C: injetou-se Sal (1,0 ml/kg i.p.) e 30 minutos após, administrou- 

se a vitamina C (50 mg/kg i.p.).

3. Halo + Sal: os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 minutos 

após receberam a Sal (1,0 ml/kg i.p.).

4. Halo + C: a este grupo foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 

minutos após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.).

5. Sal + C + E: inicialmente os animais receberam a Sal (1,0 ml/kg i.p.), 

30 minutos após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, 

após 30 minutos receberam a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

6. Halo + C + E: os animais receberam o Halo (1,0 mg/kg i.p.), após 30 

minutos receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, após 30 

minutos receberam a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

Decorridos 30 minutos após a última administração de cada grupo, os 

animais foram colocados em um campo aberto (CA) para a observação da ATG. 

Foram verificados os parâmetros de LO, LE, Dl e LIM.



Resultados

As Figuras 21 e 22 e as Tabelas 22 e 23 mostram os efeitos da 

administração aguda de haloperidol, vitamina C e vitamina E nas freqüências de LO 

e LE, enquanto que as Figuras 23 e 24 e as Tabelas 24 e 25 mostram a Dl e de LIM. 

Os resultados indicam que o haloperidol administrado agudamente resultou em uma 

diminuição significante da LO (Fig. 21 e Tab. 22) e do LE (Fig. 22 e Tab. 23) em 

comparação aos animais que receberam salina. Além disso, o LE dos animais do 

grupo Sal + C + E foi significantemente menor que aqueles do grupo Sal + Sal. 

Quanto à Dl (Fig. 23 e Tab. 24), verificou-se um aumento significante nos ratos dos 

grupos que receberam haloperidol em comparação aos ratos que receberam salina. 

Também, observou-se um aumento deste parâmetro nos animais do grupo Halo + C 

+ E quando comparados aos animais do grupo Halo + Sal. Finalmente, a Figura 24 e 

a Tabela 25, mostram a duração de LIM dos animais, este parâmetro foi 

significantemente menor nos animais que receberam haloperidol em comparação 

aos animais dos grupos Sal + C e Sal + C + E. Finalmente, observou-se um aumento 

significante deste parâmetro nos animais do grupo Sal + C em comparação aos 

ratos do grupo Sal + Sal.











4.7 Efeitos da Administração Prolongada e Concomitante de Haloperidol, 

Vitamina C (Ácido Ascórbico, Roche) e Vitamina E (d-l-a-Tocoferol, 

Roche) na ATG e no CE de Ratos

4.7.1 Efeitos da Administração Prolongada e Concomitante de Haloperidol, 

Vitamina C e Vitamina E na ATG dos Animais

Delineamento Experimental

Foram utilizados 60 ratos divididos aleatoriamente em seis grupos: Sal + 

Sal, Sal + C, Halo + Sal, Halo + C, Sal + C + E e Halo + C + E. Todos os animais 

foram tratados prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia - 9:00 e às 17:00 

horas) de acordo com o seguinte esquema de tratamento:

1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais no período da manhã e da 

tarde (1,0 ml/kg i.p.). Após 30 minutos, este procedimento foi repetido.

2. Sal + C: injetou-se Sal pela manhã e à tarde (1,0 ml/kg i.p.) e 30 

minutos após cada injeção, administrou-se a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).

3. Halo + Sal: os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 minutos após 

receberem a Sal (1,0 ml/kg i.p.).

4. Halo + C: a este grupo foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 

minutos após receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).

5. Sal + C + E: inicialmente os animais receberam pela manhã a Sal 

(1,0 ml/kg i.p.), e 30 minutos após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). 

No período da tarde, administrou-se a Sal (1,0 mg/kg i.p.), 30 minutos 

após receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.). Finalmente, após 

30 minutos receberam a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

6. Halo + C + E: os animais receberam o Halo (1,0 mg/kg i.p.), e 30 minutos 

após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). No período da tarde, 

administrou-se o Halo (1,0 mg/kg i.p.), e após 30 minutos receberam a



vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, após 30 minutos receberam a 

vitamina E (500 mg/kg v.o.).

Após a sexagésima injeção do haloperidol, ou salina, o tratamento foi 

interrompido e os animais foram observados para a avaliação da ATG em um campo 

aberto. Foram verificados os parâmetros de LO, LE, Dl e LIM. Este procedimento foi 

realizado aos 30 min., 24, 48, 72 e 96 hs após a retirada do haloperidol.

Resultados

As Figuras 25 e 26 e as Tabelas 26 e 27 mostram os efeitos do haloperidol, 

da vitamina E e da vitamina C nas freqüências de LO e LE. As Figuras 27 e 28 e as 

Tabelas 28 e 29 ilustram a duração (s) de imobilidade (Dl) e de limpeza (LIM) de 

ratos tratados prolongadamente e concomitantemente com estas drogas.

Após 30 min. da retirada do neuroléptico, observou-se uma diminuição 

significante das freqüências de LO (Fig. 25 e Tab. 26) e de LE (Fig. 26 e Tab. 27) 

dos animais dos grupos Halo + Sal, Halo + C e Halo + C + E, além de aumento 

significante da Dl destes (Fig. 27 e Tab. 28) em relação aos animais dos grupos 

Sal + Sal, Sal + C e Sal + C + E. Mais ainda, a LIM (Fig. 28 e Tab. 29) não foi 

alterada em todos os tratamentos.

A observação dos animais 24 hs após a retirada, mostrou que a locomoção 

(Fig. 25 e Tab. 26) foi significantemente maior nos ratos dos grupos Halo + Sal 

quando comparados aos animais dos grupos Sal + Sal, Sai + C e Sal + C + E. Em 

adição, os dados mostram um aumento significante deste parâmetro dos ratos dos 

grupos Halo + C e Halo + C + E em comparação aos animais dos grupos Sal + C e 

Sal + C + E. Quanto ao LE (Fig. 26 e Tab. 27), não foram observadas diferenças 

entre os grupos. A Dl (Fig. 27 e Tab. 28) foi significantemente menor nos animais 

dos grupos Halo + Sal, Halo + C e Halo + C + E em comparação aos ratos do grupo 

Sal + C + E. Mais ainda, este grupo foi significantemente maior em relação aos



animais dos grupos Sal + Sal e Sal + C. Quanto à LIM, nâo foram verificadas 

diferenças significantes nos grupos de animais estudados (Fig. 28 e Tab. 29).

A observação dos animais, 48 hs após a retirada do haloperidol, mostrou 

aumento significante da freqüência de LO (Fig. 25 e Tab. 26) dos animais do grupo 

Halo + Sal em relação aos ratos que receberam salina. Além disso, os ratos do 

grupo Halo + C + E mostraram aumento significante deste parâmetro quando 

comparado com aqueles do grupo Sal + C. O LE (Fig. 26 e Tab. 27) do grupo Halo + 

Sal foi significantemente maior que aquele dos grupos Sal + C e Halo + C + E. No 

parâmetro Dl, (Fig. 27 e Tab. 28) houve uma diminuição significante dos animais dos 

grupos Halo + Sal e Halo + C e Halo + C + E em relação aos animais do grupo Sal + 

C + E, 0 qual ainda foi significantemente maior em relação aos ratos do grupo Sal + 

Sal. A LIM (Fig. 28 e Tab. 29) não foi alterada em todos os tratamentos.

Após 72 hs da retirada do haloperidol, observou-se aumento na LO (Fig. 25 

e Tab. 26) dos animais dos grupos Halo + Sal, Halo + C e Halo + C + E em 

comparação aos animais do grupo Sal + C + E. Não foram observadas diferenças 

entre todos os grupos de animais nos parâmetros LE (Fig. 26 e Tab. 27) e LIM (Fig. 28 

e Tab. 29). Quando se analisou o efeito dos tratamentos na Dl (Fig. 27 e Tab. 28) foi 

obsen/ado aumento significante nos animais do grupo Sal + C + E em comparação 

aos demais grupos estudados.

Finalmente, 96 hs após a retirada, verificou-se que as freqüências de LO 

(Fig. 25 e Tab. 26) dos animais do grupo Halo + Sal foram significantemente maiores 

em comparação com aquelas observadas nos ratos dos grupos Sal + C e Sal + C + E. 

Não foram registradas diferenças significantes entre os grupos estudados nos 

parâmetros LE (Fig. 26 e Tab. 27), Dl (Fig. 27 e Tab. 28) e LIM (Fig. 28 e Tab. 29).



















4.7.2 Efeitos do Tratamento Prolongado e Concomitantemente de 

Haloperidol, Vitamina C e Vitamina E na Avaliação de Comportamento 

Estereotipado (CE) Induzido por Apomorfina

Delineamento Experimental

Foram utilizados 60 ratos divididos aleatoriamente em seis grupos: Sal + Sal, 

Sal + C, Halo + Sal, Halo + C, Sal + C + E e Halo + C + E. Os animais foram tratados 

duas vezes ao dia (9:00 e às 17:00 hs), de acordo com o seguinte procedimento:

1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais no período da manhã e da 

tarde (1,0 ml/kg i.p.). Após 30 minutos, este procedimento foi repetido.

2. Sal + C: injetou-se Sal pela manhã e à tarde (1,0 ml/kg i.p.) e 30 minutos 

após cada injeção, administrou-se a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).

3. Halo + Sal: os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 minutos após 

receberam a Sal (1,0 ml/kg i.p.).

4. Halo + C: a este grupo foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.) e 30 

minutos após receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).

5. Sal + C + E: inicialmente os animais receberam pela manhã a Sal 

(1,0 ml/kg i.p.), e 30 minutos após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). 

No período da tarde, administrou-se a Sal (1,0 ml/kg i.p.), 30 minutos 

após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, após 

30 minutos os ratos receberam a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

6. Halo + C + E: os animais receberam o Halo (1,0 mg/kg i.p.), e 30 

minutos após receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). No período da 

tarde, administrou-se o Halo (1,0 mg/kg i.p.), e 30 minutos após 

receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.). Finalmente, após 30 minutos 

os animais receberam a vitamina E (500 mg/kg v.o.).

Decorridas 100 horas após a retirada dos tratamentos, todos os animais 

foram colocados em gaiolas metálicas individuais e receberam apomorfina (APO)



0,6 mg/kg s.c. para o registro do CE de acordo com a escala proposta por 

SETLERetal. (1976).

Resultados

A Figura 29 e a Tabela 30, mostram o CE em ratos tratados com 

haloperidol ou salina, concomitantemente a vitamina E e/ou a vitamina C por 30 dias. 

Os dados estão representados pela mediana das somatórias. Os resultados 

mostram que não foram verificadas diferenças significantes entre os grupos tratados.























5 DISCUSSÃO



DISCUSSÃO

Nossos resultados mostram que a vitamina E modificou os efeitos do 

haloperidol dependendo da sua procedência, da duração do tratamento empregado 

e do modelo animal utilizado para detectar as adaptações neurobiológicas que 

ocorrem durante o desenvolvimento da supersensibilidade dopaminérgica.

No tratamento agudo, independentemente da procedência {Boticário ou 

Roche), a vitamina E não alterou os efeitos do haloperidol em relação à atividade 

geral dos animais.

No tratamento prolongado realizado com haloperidol + vitamina E 

(Boticário), a vitamina E foi ineficaz na redução da supersensibilidade 

dopaminérgica. Fato contrário ao encontrado na literatura, pois diversos autores já 

descreveram os efeitos dessa vitamina na atenuação de sinais comportamentais 

como a estereotipia induzida por apomorfina (GATTAZ et al., 1993) e na redução de 

sintomas da discinesia tardia (LOHR et al., 1988; ELKASHEF et al., 1990; DABIRI 

etal., 1994; LOHR & CALIGIURI, 1996).

Todavia, quando avaliamos os efeitos da administração prolongada de 

vitamina E (Roche) na supersensibilidade dopaminérgica induzida por haloperidol, 

verificamos uma atenuação significante da locomoção dos ratos do grupo Halo + E 

em comparação ao grupo Halo + Veíc às 48 horas, além da redução significante do 

levantar do grupo Halo + E em relação aos ratos do grupo Halo + Veíc às 24, 48 e 

72 horas. Estes animais foram ainda avaliados quanto à frequência de VCM e PL. 

Nossos dados indicam que, nas nossas condições experimentais, não houve 

aumento destes parâmetros nos grupos tratados com haloperidol em comparação ao 

grupo salina tanto às 48 como às 72 horas.

A associação de dois agentes antioxidantes (Vitamina C e Vitamina E) foi 

avaliada no experimento onde estudamos os efeitos deste possível sinergismo na 

supersensibilidade dopaminérgica. Os experimentos da administração aguda da 

vitamina C, vitamina E e do haloperidol indicam que, de acordo com a duração de



imobilidade dos animais, o grupo Halo + C + E mostrou aumento significante deste 

parâmetro, indicando uma potencialização do efeito depressor e não uma redução 

deste, conforme esperado. Os resultados do tratamento prolongado mostram a 

supersensibilidade dopaminérgica pelo aumento da locomoção dos animais do 

grupo Halo + Veíc em comparação ao grupo Sal + Veíc, e que o tratamento com a 

vitamina C aparentemente bloqueou este aumento, ou seja, não se observaram 

diferenças significantes entre os grupos Halo + C e Halo + C + E em comparação ao 

grupo Sal + Sal.

A avaliação das enzimas antioxidantes mostrou que as enzimas corticais 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e superóxido dismutase (SOD) não 

foram alteradas, quer pelo tratamento com o haloperidol, quer pela vitamina E. Por 

outro lado, nossos resultados mostram ainda que a avaliação estriatal da GSSG 

(glutationa oxidada) foi significantemente reduzida no grupo Halo + E em 

comparação ao grupo Sal + E. Neste sentido, a GSH (glutationa total) também foi 

reduzida significantemente nos grupos Halo + E e Halo + Veíc em comparação ao 

grupo tratado com Sal + E. Entretanto, a razão GSSG/GSH não foi alterada pelos 

tratamentos, tanto com o haloperidol, como com a vitamina E.

A administração prolongada de haloperidol produziu, de fato, 

supersensibilidade de receptores dopaminérgicos centrais. Esta supersensibilidade 

foi verificada pelo aumento da ATG nos ratos observados em um CA, e pelo 

aumento do CE induzido pela apomorfina, quando da retirada abrupta do 

neuroléptico. Estes dados confirmam, assim, observações anteriores realizadas com 

o próprio haloperidol (BERNARDI et al., 1981), bem como com outros bloqueadores 

dopaminérgicos como o sulpiride (FRUSSA-FILHO & PALERMO-NETO, 1990), o 

droperidol (FRUSSA-FILHO & PALERMO-NETO, 1991), o bromopride (FELICIO 

etal., 1989), o pimozide (COSTALL et al., 1978) a clorpromazina (TARSI & 

BALDESSARINI, 1974), a trifluoperazina e a tioridazina (CLOW et al., 1979).

PALERMO-NETO (1982) sugeriu serem as alterações comportamentais e, 

portanto, a supersensibilidade, decorrentes de uma adaptação plástica do sistema



dopaminérgico central, provavelmente ao nível de seus receptores. Este tipo de 

supersensibilidade obtida após bloqueio prolongado dos receptores pós-sinápticos, 

foi classificada por TRENDELENBURG (1966), como do tipo pós-sináptico ou por 

“desnervação”.

Apesar da hipótese da supersensibilidade dopaminérgica ser a mais 

diretamente relacionada à etiologia da DT há mais de três décadas, novas teorias, 

como a da degeneração neuronal devida aos efeitos neurotóxicos dos radicais livres, 

têm sido estudadas e, até o momento, não podem ser descartadas. De fato, como 

sugerido por PALERMO-NETO & FRUSSA-FILHO (2000), ambas não são 

conflitantes e podem representar uma somatória de fatores desencadeantes que 

conduzem à alterações neuronais que resultam na DT.

Nesta linha de raciocínio, o haloperidol é considerado um neuroléptico 

tóxico para diversas culturas celulares (BEHL et al., 1995,1996). A adição de 

haloperidol à cultura de células piramidais HT22 resultou em alterações morfológicas 

que se iniciaram aproximadamente 6 horas após a administração desse neuroléptico 

e resultaram em morte celular em torno de 20 horas após o tratamento com 100 

(POST et al., 1998). Além disso, este medicamento foi capaz de aumentar os níveis 

de peroxidação lipídica em ratos (SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993) e em 

humanos (LOHR et al., 1990; PAI et al., 1994).

Os efeitos agudos da vitamina E foram observados em cultura de células 

neuronais, às quais foi adicionado haloperidol. Este resultado indica que este 

antioxidante foi capaz de atenuar as alterações morfológicas induzidas por esse 

neuroléptico nessas células (BEHL et al., 1995).

Os dados acima mostram que sob o aspecto neuroquímico, a vitamina E foi 

eficaz em atenuar a toxicidade do haloperidol, entretanto, o mesmo não se pode dizer 

com relação aos parâmetros comportamentais analisados no presente trabalho.

Nossos resultados dos experimentos da administração aguda e 

concomitante de haloperidol e vitamina E mostram que, independentemente da 

procedência deste antioxidante (Boticário ou Roche), o haloperidol reduziu a



locomoção dos ratos (Figs. 1 e 10), o levantar (FIgs. 2 e 11) e aumentou a Dl (Figs. 3 

e 12). Enquanto a duração de limpeza (Figs. 4 e 13) foi significantemente reduzida 

nos grupos tratados com haloperidol. O tratamento com vitamina E não reverteu os 

efeitos depressores deste neuroléptico. Mais ainda, a administração de vitamina E 

aos ratos do grupo Sal + E não diferiu em nenhum dos parâmetros analisados em 

comparação aos ratos do grupo controle.

Esta ineficácia da vitamina E na atenuação dos efeitos comportamentais do 

haloperidol é de difícil explicação, pois em termos de doses, utilizou-se 1,0 mg/kg de 

haloperidol e 500 mg/kg do antioxidante. O trabalho de POST et al., (1998) mostrou 

que há uma relação dose-dependente na proteção da morte celular em culturas de 

células hipocampais. Estes autores mostraram que somente na dose 200 |uM a 

vitamina E bloqueou os efeitos de 100 jaM de haloperidol, ou seja razão 2:1. 

Todavia, tal hipótese não parece se correlacionar aos efeitos comportamentais do 

haloperidol e da vitamina E, pois no presente trabalho a razão foi de 5:1. Uma 

hipótese alternativa pode estar associada à diferenças farmacocinéticas entre estes 

dois compostos. De fato, conforme sugerido por GATTAZ et al. (1993), o haloperidol 

poderia cruzar a barreira hemato-encefálica mais rapidamente que a vitamina E. 

Esta hipótese somente poderá ser avaliada após a determinação sérica e cerebral 

dos níveis deste antioxidante, mas nos parece, até o momento, a mais plausível 

para explicar a ausência de efeitos, mesmo em altas doses, após administração 

aguda da vitamina E.

Os resultados do tratamento prolongado com haloperidol e vitamina E 

mostram que a procedência desta vitamina alterou os dados. Assim, a frequência de 

locomoção dos ratos tratados prolongadamente com haloperidol (Fig. 5) mostrou que 30 

minutos após a retirada abrupta desse neuroléptico, verificou-se redução significante 

deste parâmetro. Entretanto, 24, 48 e 72 horas após a retirada, estes animais exibiram 

um aumento significante deste parâmetro em comparação aos animais tratados 

prolongadamente com salina, o qual é um indicativo da supersensibilidade 

dopaminérgica. Contrariamente ao esperado, a vitamina E (Boticário) não atenuou este



fenômeno conforme sugere GATTAZ et al. (1993). O parâmetro levantar (Fig. 6) 

também foi significantemente reduzido nos grupos de ratos tratados com haloperidol 

aos 30 minutos da retirada do neuroléptico em comparação aos animais dos grupos 

que receberam salina. Por outro lado, somente nos ratos do grupo Halo + E 

observamos um aumento significante do levantar tanto na sessão 48 como na sessão 

72 horas em comparação aos animais que foram tratados com salina. Este fato 

surpreendente nos parece indicar que, neste caso, a vitamina E potencializou a 

supersensibilidade dopaminérgica. Não sabemos como explicar este dado até o 

presente momento, que não tem nenhum subsídio na literatura para entendimento do 

fato. Com relação ao parâmetro Dl (Fig. 7), verificou-se que 30 minutos após a retirada, 

ambos grupos tratados com haloperidol exibiram aumento significante em comparação 

com os ratos que receberam salina, corroborando o efeito depressor do neuroléptico. A 

supersensibilidade dopaminérgica foi observada somente às 48 horas, quando os ratos 

dos grupos Halo + E e Halo + Veíc mostraram redução significante desta variável. Este 

fato, confirma a observação da supersensibilidade na locomoção de ambos os gmpos. 

O parâmetro limpeza (Fig. 8), analisado nestes animais mostrou aumento significante 

somente nos ratos do grupo Halo+E em comparação aos animais do grupo controle, 

nas sessões 24, 48 e 72 horas após a retirada do haloperidol. Na Figura 9 pode-se 

observar o efeito destes tratamentos no comportamento estereotipado induzido por 

apomorfina nos ratos estudados às 100 horas após a interrupção dos tratamentos. Os 

resultados mostram que neste período não houve diferença significante entre os grupos 

avaliados, indicando uma redução natural na supersensibilidade dopaminérgica em 

receptores dopaminérgicos centrais.

A avaliação dos efeitos da vitamina E procedente da Roche, mostrou uma 

redução nos parâmetros comportamentais indicativos da supersensibilidade 

dopaminérgica. Assim, a frequência de locomoção (Fig. 14) indicou que aos 30 

minutos após a retirada dos tratamentos houve uma redução significante deste 

parâmetro nos grupos de animais tratados com haloperidol em comparação aos 

grupos tratados com salina. Por outro lado, tanto nas sessões de observação dos



animais às 48, 72 e 96 horas verificamos um aumento significante da locomoção dos 

ratos do grupo Halo + Veíc em comparação aos animais do grupo controle, enquanto 

os ratos do grupo Halo + E exibiram somente diferença significante entre os grupo 

Sal + E. De modo relevante, verificamos que às 48 horas, há uma redução 

significante da locomoção do grupo Halo + E em comparação ao grupo Halo + Veíc. 

Este fato corrobora muitos estudos da literatura, que indicam ser este antioxidante 

capaz de atenuar a DT e portanto a supersensibilidade dopaminérgica central. O 

parâmetro levantar (Fig. 15) também foi significantemente reduzido aos 30 minutos 

nos animais tratados com haloperidol em comparação aos ratos que receberam 

salina. Nas sessões 24, 48 e 72 horas, nossos resultados mostram uma redução 

significante deste parâmetro dos animais do grupo Halo + E quando comparados 

aos ratos do grupo Halo + Veíc. Mais ainda, somente no grupo Halo + Veíc houve 

um aumento significante do levantar em comparação aos grupos que receberam 

salina, quando observados 48 e 72 horas. A Dl ilustrada na Figura 16, mostra um 

aumento significante desta variável nos animais que receberam haloperidol quando 

comparados aos grupos tratados com salina. Além disso, a observação dos animais 

às 24 e 48 horas indica que houve uma redução significante do grupo Halo + Veíc 

em comparação ao grupo Sal + E. Quando avaliamos a LIM (Fig 17) dos animais, 

observamos uma redução significante deste parâmetro nos grupos Halo + Veíc e 

Sal + E em comparação ao grupo Sal + Veíc às 72 horas e do grupo Sal + E em 

relação ao controle às 96 horas. Finalmente a observação do CE (Fig. 18) mostrou 

aumento significante dos movimentos orofaciais induzidos pela apomorfina nos 

grupos que receberam haloperidol em comparação ao grupo Sal + E e dos ratos do 

grupo Halo + E em comparação ao controle.

Os dados acima apresentados mostram que a procedência da vitamina E 

modificou a supersensibilidade dopaminérgica estudada em ratos através da ATG 

em campo aberto e do CE induzido pela apomorfina. Considerando que ambas as 

formas de vitamina E (Boticário ou Roche) são acetato de a-tocoferol, e que as 

demais variáveis foram mantidas nas mesmas condições (experimentador.



haloperidol, ratos), uma possível explicação para as diferenças encontradas em 

relação à atenuação da supersensibilidade, pode envolver o veículo empregado. De 

fato, na vitamina E procedente do Boticário, o veículo utilizado foi xarope de glicose, 

enquanto na forma oriunda da Roche, o veículo foi óleo. Todavia, tais veículos não 

foram diferentes dos animais tratados com salina nos dois experimentos realizados. 

De qualquer modo, os últimos resultados {vitamina E - Roche) foram muito 

promissores e por esta razão, optamos por trabalhar somente com esta procedência.

Assim, nossos resultados corroboram dados da literatura que demonstram 

ser esta vitamina capaz de atenuar a DT em humanos (LOHR et al., 1996) e em 

ratos (GATTAZ et aí., 1993). De fato, esta premissa sugere uma nova abordagem de 

tratamento da DT, que, entretanto, precisa ser melhor estudada pois ainda existem 

controvérsias. Neste sentido, conforme sugerem DOREVITCH et al. (1997) a 

capacidade da vitamina E em atenuar os sintomas da DT ainda permanece 

conflitante. Estes autores avaliaram 40 pacientes com idade média de 64,4 anos e 

com DT há mais de cinco anos e os trataram com vitamina E (400 - 1600 Ul) 

durante 20 semanas. Os dados mostram que não houve alteração significante dos 

movimentos discinéticos avaliadados pela AIMS (GUY, 1976). Nesta linha, SHRIQUI 

et al. (1992) também mostraram que a vitamina E (400 Ul) administrada três vezes 

ao dia durante 6 semanas à 27 pacientes avaliados pela AIMS (com faixa etária 

média de 42,9 anos e com DT há mais 10 anos), não resultou em melhora dos 

sintomas da DT em comparação com o grupo que recebeu placebo. Neste aspecto, 

SACHDEV et al. (1999) estudaram o efeito da vitamina E administrada na dieta e 

seus efeitos nos movimentos periorais em ratos. Tanto na dose mais alta 

(600 mg/kg) como na menor dose (1,0 mg/kg) este antioxidante não afetou os VCM 

e PL induzidos pela flufenazina.

Por outro lado, muitos autores demonstraram a eficácia desta vitamina na 

DT e na supersensibilidade dopaminérgica (LOHR et al., 1988; ELKASHEF et al., 

1990; EGAN et al., 1992; SPIVAK et al., 1992; AKHTHAR et al„ 1993; ADLER et al., 

1993; GATTAZ et al., 1993; DABIRI et al., 1994; LOHR et al.. 1996). Apesar dos



resultados promissores, todos esses autores sugerem estudos adicionais com a 

vitamina E, pois foram realizados com diferentes doses e esquemas de tratamento; 

bem como pacientes com diferentes faixas etárias e portadores de DT há intervalos 

de tempo muito diferentes (5 à 10 anos). Dentre estes trabalhos, somente o de 

GATTAZ et al. (1993) realizou estudos com ratos. Estes autores mostraram, 

similarmente aos nossos resultados obtidos com a vitamina E (Roche), que o 

tratamento prévio com vitamina E (400 mg/kg/dia - na ração durante três semanas) 

seguido da administração prolongada de haloperidol (0,05 mg/kg) durante 30 dias 

concomitantemente à vitamina E atenuou a expressão da supersensibilidade 

dopaminérgica avaliada através da observação de movimentos orofaciais induzidos 

pela apomorfina (0,25 mg/kg). Além disso, TAKEUCHI et al. (1998) mostraram que a 

administração prolongada de vitamina E (50 mg/kg, durante 28 ou 42 dias) atenuou 

os movimentos faciais induzidos pelo haloperidol.

Com relação ao nosso experimento, não encontramos até o momento, 

nenhum trabalho que tenha avaliado os parâmetros da ATG em animais 

supersensíveis e que receberam vitamina E. Deste modo, nossos resultados são 

inéditos e indicativos da redução da supersensibilidade e sugestivos da redução dos 

sintomas da DT em humanos. Todavia, somente verificamos este resultado 

promissor neste modelo animal de DT, pois no experimento 4.5, onde avaliamos os 

efeitos da vitamina E nos movimentos orofaciais espontâneos, não verificamos 

efeitos deste antioxidante.

A Figura 19 ilustra os efeitos da vitamina E na protrusão de língua de ratos 

tratados prolongadamente com haloperidol e avaliados tanto às 48 como às 72 horas 

após a retirada abrupta do neuroléptico. Os resultados mostram que não houve 

diferença significante entre os animais que receberam haloperidol e aqueles tratados 

com salina. Em adição, a observação dos VCM (Fig. 20) mostra que os resultados 

foram similares aos encontrados para a PL. Uma possível explicação para este fato 

pode estar relacionada ao fato do grupo controle apresentar alta frequência destes 

movimentos orofaciais nas nossas condições experimentais. Embora este modelo



animal de DT seja considerado por alguns autores como o modelo que mais se 

assemelha à fisiopatologia da DT, nossos dados não confirmam esta assertiva. Embora, 

WADDINGTON (1990) e ANDREASSEN & JORGENSEN (1995) ressaltaram que os 

movimentos orofaciais encontrados nos ratos são similares àqueles verificados nos 

pacientes com DT, e outros autores sugerem que os VCM se assemelham mais aos 

sintomas extrapiramidais encontrados em humanos, como a distonia aguda (RUPNIAK 

et al., 1986) e o parkinsonismo induzido por neuroiépticos (STEINPREIS & 

SALAMONE, 1993), principalmente por serem observados nos estágios iniciais do 

tratamento com neuroiépticos.

Alguns autores mostram que o nível da vitamina E no plasma de pacientes 

esquizofrênicos é baixo (LIDAY ety al., 1995; McCREADIE et al., 1995), e o mesmo 

pode ser mencionado para a vitamina C (HERJANIC, 1973; SUBOTICANEC et al., 

1990). Portanto, a combinação de um protetor lípídico de membrana, como a 

vitamina E, com um protetor intracelular, como a vitamina C, provavelmente pelo 

sinergismo, formaria um sistema de defesa antioxidante com maior eficácia (BEHL, 

1999; MAHADIK et al., 2001). Neste sentido, PACKER et al., (1979), relatam que o 

ácido ascórbico pode regenerar a forma oxidada da vitamina E, e dessa forma 

contribuir na defesa antioxidante. Muitos autores relatam uma interação entre a 

vitamina C e os receptores dopaminérgicos. Deste modo, DORRIS (1987) 

demonstrou que esta vitamina interfere com a ligação da espiperona fH] a 

sinaptossomas do corpo estriado de ratos. Além disso, DORRIS & DILL (1986) 

também descreveram que a vitamina C potencializou a catatonia induzida pelo 

haloperidol em ratos e primatas. Por estas razões optamos por avaliar este 

sinergismo nas nossas condições experimentais.

No experimento 4.6 avaliamos os efeitos do sinergismo vitamina C + 

vitamina E agudamente. Os dados mostram que a locomoção (Fig. 21 e Tab.22), a 

frequência de levantar (Fig. 22 e Tab. 23) e a duração de limpeza (Fig. 24 e Tab. 25) 

dos grupos que receberam haloperidol (Halo + Sai, Halo + C e Halo + C + E) diferiram 

daquelas dos grupos que receberam salina (Sal + Sal, Sal + C, Sal + C + E), sendo



que somente o levantar do grupo Sal + C + E foi significantemente menor que aquele 

dos grupos Sal + Sal e Sal + C. 0 parâmetro Dl avaliado nos ratos (Fig. 23 e Tab. 24) 

mostrou que os grupos que receberam haloperidol exibiram um aumento significante 

em comparação aos animais dos grupos que foram tratados com salina. Entretanto, 

somente neste parâmetro, verificamos um aumento significante da Dl dos ratos do 

grupo Halo + C + E em relação àquele dos animais do grupo Halo + Sal. Este dado é 

um indicativo que o sinergismo agudo vitamina C + E potencializou o efeito depressor 

do haloperidol.

O uso da vitamina C (ácido ascórbico) vem sendo sugerido como outro 

antioxidante importante em atenuar o estresse oxidativo induzido por neurolépticos 

(BESRET et al., 2000). Neste ponto de vista, estes mesmos autores mostram que 

essa vitamina reverteu a ação tóxica do haloperidol na atividade da enzima tirosina 

hidroxilase. Neste trabalho, estes autores utilizaram 63 ratos e administraram 

haloperidol (1,5 mg/kg) durante 6 semanas e observaram uma redução desta enzima 

nos animais tratados por este neuroléptico. Mais ainda, estes pesquisadores 

verificaram que a administração simultânea de vitamina C (125 ou 500 mg/kg) 

preveniu o decréscimo da tirosina hidroxilase. Neste sentido, ANGELIS (1995) 

relatou que a administração aguda da vitamina C (250 mg/kg) 15 minutos antes da 

injeção de antipsicóticos diminuiu os parâmetros de locomoção e levantar de 

camundongos em comparação aos animais do grupo controle. Assim, diversos 

autores sugerem o uso da vitamina C concomitantemente aos neurolépticos para o 

tratamento da esquizofrenia e de outras desordens mentais (SANDYK & 

KANOFSKY, 1993; REBEC & PIERCE, 1994; ANGELIS, 1995). Por outro lado, 

diversos autores mostram que a vitamina C potencializa a ação do haloperidol na 

Indução da catalepsia e no bloqueio do comportamento estereotipado com 

anfetamina ou com apomorfina (REBEC et al., 1985; DORRIS & DILL, 1986; WHITE 

et al., 1990; PIERCE et al., 1991; GULLEY & REBEC. 1999).

Nossos resultados do tratamento prolongado com vitamina C, 

concomitantemente à vitamina E e ao haloperidol, mostram que a frequência de



locomoção, (Fig. 25) aos 30 minutos da retirada do neuroléptico, foi 

significantemente reduzida nos animais tratados com haloperidol em comparação 

aos animais tratados com salina, independentemente da associação com os 

antioxidantes. Por outro lado, houve um aumento significante deste parâmetro às 

24 horas nos animais do grupo tratado com Halo + Sal em comparação aos animais 

tratados com Sal + Sal. Além disso, às 48 horas verificou-se um aumento da 

locomoção nos ratos do grupo Halo + Sal quando comparados aos animais do grupo 

Sal + Sal, o que é um indicativo da supersensibilidade de receptores 

dopaminérgicos. Nas duas últimas sessões de observação comportamental, 

verificamos dois fatos relevantes: primeiro os animais retirados de haloperidol 

desenvolveram supersensibilidade (Halo + Sal), segundo, a vitamina C atenuou este 

fenômeno (Halo + C), embora não tenha ocorrido efeito sinergístico entre os dois 

antioxidantes (Halo + E+ C). Às 72 horas após a retirada do neuroléptico, observou- 

se um aumento significante na locomoção nos animais dos grupos tratados com 

haloperidol em comparação aos animais do grupo Sal + C + E, enquanto que às 96 

horas, verificou-se um aumento significante dos ratos do grupo Halo + Sal, quando 

comparados aos grupos Sal + C e Sal + C + E. Quanto ao parâmetro levantar 

(Fig. 26), somente foram verificadas diferenças significantes aos 30 minutos e às 48 

horas da retirada do neuroléptico. Assim, verificou-se uma diminuição significante 

deste parâmetro aos 30 minutos nos animais dos grupos que receberam haloperidol 

quando foram comparados aos animais que receberam salina. Interessantemente, 

observou-se que às 48 horas houve um aumento significante dos ratos tratados com 

Halo + Sal, em comparação aos animais dos grupos Halo + C + E. Este dado indica 

que 0 sinergismo entre as duas vitaminas reduziu a expressão da supersensibilidade 

dopaminérgica central. De acordo com nosso recente levantamento bibliográfico esta 

é a primeira descrição deste fato, o qual sugere uma nova abordagem terapêutica 

para o tratamento farmacológico da DT. A Figura 27 mostra a Dl, e pode-se verificar 

que aos 30 minutos após a retirada do neuroléptico houve um aumento significante 

deste parâmetro nos animais tratados com haloperidol, quando comparados aos



animais que receberam salina. Os dados, tanto às 24, 48 e 72 horas, mostram um 

aumento significante da Dl nos animais do grupo Sal + C + E, em comparação aos 

demais grupos de animais. A duração de limpeza, ilustrada na Figura 28, mostra que 

não houve diferença significante entre os animais que foram tratados com 

haloperidol dos animais que receberam salina. A Figura 29 mostra o CE de ratos 

tratados prolongadamente com haloperidol e concomitantemente à vitamina E e/ou 

vitamina C. Verificou-se, com esses dados, que não houve diferença significante 

deste comportamento entre os grupos de animais estudados.

Na inativação de um agente oxidante ocorre produção de GSSG e 

depleção de GSH-Px. Em situações em que o sistema de óxido-reduçâo está 

íntegro, haverá recuperação da GSH. Entretanto, sob condições de excesso de 

agentes oxidantes e/ou deficiência do sistema protetor, haverá desequilíbrio entre o 

consumo de GSH e a produção de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo 

(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O haloperidol causa aumento do turnover dopaminérgico tanto em 

humanos como em ratos (SCATTON, 1977; MACKAY et al., 1982), e por esta razão 

acredita-se que este neuroléptico induz ao estresse oxidativo por aumentar a 

geração do peróxido de hidrogênio (H2O2) como conseqüência do metabolismo das 

catecolaminas (CADET et al., 1986; MAHADIK & MUKHERJEE, 1996; SAGARA, 

1998). Outra possível fonte geradora de radicais livres que mediariam esta 

toxicidade do haloperidol pode ser resultado do efeito deste na cadeia 

transportadora de elétrons (REYNOLDS & HASTINGS, 1995). Nesta linha, 

BARRIENTOS et al. (1998) descrevem 0 haloperidol como potencial inibidor do 

complexo I e V da atividade mitocondrial.

Nossos resultados mostram que a GSH (Fig. 30) avaliada no estriado de 

ratos 72 horas após a retirada do haloperidol não diferiu do grupo de ratos controle, 

mas somente dos animais do grupo Sal + E. Isto sugere que, nas nossas condições 

experimentais, 0 haloperidol não alterou os níveis de GSH. Este fato não corrobora 

outras evidências da literatura. Assim, SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH (1993),



demonstraram o efeito do haloperidol na redução do GSH em diversas regiões do 

cérebro de ratos. Mais ainda, PAI et aí. (1994) também observaram os níveis 

enzimáticos no fluído cérebro-espinhal de humanos tratados com haloperidol, nos 

quais a depleção de GSH foi associada com o aumento da peroxidação lipídica 

(PAI et al., 1994). Nesta linha, SAGARA (1998) mostrou que os níveis de GSH foram 

significantemente reduzidos em cultura primárias de neurônios e em células 

hipocampais HT22; mesmo em baixas doses (10 e 20|aM) o GSH foi reduzido em 

40% nas células HT22.

A avaliação da forma oxidada da glutationa (GSSG), ilustrada na Figura 31, 

mostra que não houve diferença entre os grupos que receberam haloperidol e o 

grupo controle. Indicando que o haloperidol não alterou a GSSG. Somente os ratos 

do grupo Halo + E mostram redução significante quando comparados àqueles do 

grupo Sal + E, sendo que este último grupo não diferiu do controle. Mais ainda, a 

razão GSSG/GSH, a qual segundo FERREIRA & MATSUBARA (1997) é 

considerada o parâmetro que melhor caracteriza o estresse oxidativo, não foi 

alterada pelos tratamentos tanto com o haloperidol, como com a vitamina E (Fig. 32).

O sistema nervoso possui um amplo leque de defesa antioxidante 

enzimático, assim tanto a GSH-Px como a SOD são expressos em quantidades 

maiores que a catalase (SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993). Este espectro 

de defesa enzimática sugere que o cérebro seja eficiente em metabolizar o 

superóxido, mas tenha dificuldade em eliminar o peróxido de hidrogênio produzido 

por esta reação (BELLISSIMO et al., 2001), o qual é eliminado pela glutationa 

peroxidase (GSH-Px) (HALLIWELL, 1989).

Quando observamos o efeito destes tratamentos na glutationa peroxidase 

cortical (GSH-Px), ilustrado na Figura 33, verificamos que não houve alteração nesta 

enzima, embora exista uma redução não significante nos ratos do grupo Halo + E e 

Halo + Veie em comparação os animais tratados com salina. Este fato é sugestivo de 

que a produção de H2O2 deve estar ainda sob controle das defesas antioxidantes, pois 

a GSH-Px não foi alterada, e sabe-se que 0 GSH-Px tem um papel relevante na



inativação do peróxido de hidrogênio. Nesta direção, ABDALLA et ai. (1986) mostraram 

que esta enzima também não foi alterada em pacientes esquizofrênicos em tratamento 

com neurolépticos e na retirada deste. Em adição, BUCKMAN et al. (1990) também 

mostraram que a atividade da GSH-Px plaquetária não foi correlacionada com o 

tratamento neuroléptico. Por outro lado, YAO et al. (1998) verificaram que a atividade 

eritrocitária da SOD e da GSH-Px foi significantemente aumentada em pacientes 

esquizofrênicos no período sem droga. Todavia, conforme indicam estes últimos 

autores, ainda não se sabe se este efeito do haloperidol sobre as enzimas SOD e GSH- 

Px é direto ou indireto através da produção de radicais superóxido.

A determinação da SOD cortical (Fig.34) mostrou que no presente estudo, 

não verificamos alteração nesta enzima antioxidante. ABDALLA ET AL. (1986) 

mostraram que, similarmente à GSH-Px, a SOD também não foi alterada em 

pacientes esquizofrênicos em tratamento com neurolépticos e na retirada deste. Por 

outro lado, YAO et al. (1998) mostraram que a atividade da SOD foi 

significantemente maior em esquizofrênicos retirados de haloperidol (17-82 dias) em 

comparação com aquela de pacientes normais e esquizofrênicos em tratamento em 

com neurolépticos e na retirada deste. Como citado acima, ainda não é conhecido 

se este efeito do haloperidol na SOD e na GSH-Px é direto ou indireto. Todavia, 

SZABO et al. (1983) mostraram que o haloperidol aumenta a atividade da SOD em 

regiões cerebrais associadas ao decréscimo na peroxidação lipídica. De grande 

importância são os dados de YAMADA et al. (1997) que mostraram que pacientes 

discinéticos têm redução na atividade da SOD em comparação a pacientes tratados 

com neurolépticos sem discinesia tardia. Nesta linha, HORI et al. (2000) também 

encontraram uma significante diferença na distribuição genotípica na SOD de 

pacientes esquizofrênicos com e sem discinesia tardia. Mais ainda, estes últimos 

autores verificaram tanto um aumento dos radicais livres como redução na atividade 

da SOD em portadores de discinesia tardia.

Diante do exposto, verifica-se a necessidade de incremento dos estudos de 

modelos animais de DT e a avaliação de enzimas antioxidantes, pois a escassez de



trabalhos nessa área dificulta a comparação aos presentes dados. Uma possível 

explicação para isso reside no fato de que a DT é resultante de tratamento com 

neurolépticos há muito anos, enquanto os modelos animais são resultados de dias 

de tratamento com neurolépticos. Assim, não encontramos na literatura estudos que 

associam modelos de discinesia tardia e a dosagem de enzimas antioxidantes. Em 

adição, outro fator que interfere com a nossa interpretação dos dados é que as 

enzimas CAT, SOD e GSH-Px foram avaliados no córtex, enquanto a GSH, GSSG e 

a razão GSSG/GSH foram quantificados no estriado.

Além disso, considerando todos os fatores de risco associados à 

precipitação dos movimentos discinéticos não se pode correlacionar a etiologia da 

DT à diminuição dos sistemas de defesas antioxidantes. De fato, a ampla maioria 

dos trabalhos que sugerem a vitamina E como uma nova abordagem terapêutica no 

tratamento desta síndrome, baseiam-se na atenuação parcial desses movimentos 

em pacientes.

Tomados em conjunto, nossos dados nos levam a sugerir que a hipótese 

da neutotoxicidade devida a um aumento da produção de radicais livres pode 

participar ativamente do fenômeno da supersensibilidade de receptores 

dopaminérgicos e talvez, da discinesia tardia. Todavia, os dados também indicam 

que este efeito benéfico foi principalmente verificado com as vitaminas E ou C 

administradas prolongadamente. Todavia, uma crítica importante à esta hipótese é 

que a sintomatologia agrava-se na privação do tratamento com neurolépticos. 

Futuros experimentos poderão auxiliar no entendimento destas questões.



6 CONCLUSÕES



CONCLUSÕES

• A administração aguda da vitamina E (Boticário ou Roche) em ratos não 

interferiu com os efeitos agudos do haloperidol, observados através do 

registro da atividade geral (ATG) em um campo aberto.

• A administração prolongada da vitamina E (Boticário) 

concomitantemente ao haloperidol, resultou em um aumento 

significante do LE nos animais do grupo Halo + E em comparação aos 

animais que receberam salina. Além disso, a administração prolongada 

desta vitamina não atenuou o comportamento estereotipado (CE) de 

ratos induzido por apomorfina.

• A administração prolongada e concomitante de vitamina E (Roche) e 

haloperidol, resultou em uma atenuação significante da supersensibilidade 

de receptores dopaminérgicos, expressa pela redução da LO e do LE em 

comparação aos ratos que receberam Halo + Veíc. Porém, a 

administração prolongada deste antioxidante não alterou o CE de ratos 

induzido por apomorfina, nem alterou as freqüências de protrusão de 

língua e de “vacuous chewing movements” de animais tratados 

prolongadamente com haloperidol.

• A administração aguda de vitamina C (Roche) e vitamina E (Roche) 

concomitantemente ao haloperidol potencializou o efeito deste 

neuroléptico, devido ao aumento significante da Dl dos animais do 

grupo Halo + C + E em comparação aos animais do grupo Halo + Sal.

• A administração prolongada de vitamina C (Roche) e vitamina E 

(Roche) concomitantemente ao haloperidol, resultou em uma atenuação 

significante da supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, 

expressa pela diminuição do LE em comparação aos ratos que 

receberam Halo + Sal. Porém, estes antioxidantes não alteraram o CE 

de ratos induzido por apomorfina.



• A administração prolongada e concomitante de vitamina E (Roche) e 

haloperidol reduziu significantemente a atividade de GSH dos animais 

dos grupos Halo + E e Sal + Veíc em comparação aos animais Sal + E. 

Mais ainda, o tratamento prolongado com essa vitamina reduziu 

significantemente o GSSG dos animais do grupo Halo + E em 

comparação àqueles do grupo Sal + E. Porém, não foi verificada 

diferença na razão GSSG/GSH entre os animais dos grupos avaliados. 

Além disso, os tratamentos realizados não alteraram a atividade das 

enzimas antioxidantes, como a GSH-PX, SOD e CAT.

Estes resultados nos levam a sugerir que a hipótese da degeneração 

neuronal devido aos radicais livres deva de fato, estar envolvida com a etiologia da DT, 

pois, através de um modelo experimental de DT, observou-se que tanto a vitamina E, 

bem como o sinergismo desta vitamina com a vitamina C, resultou em uma atenuação 

da supersensibilidade dopaminérgica de ratos tratados prolongadamente com 

haloperidol.
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