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RESUMO

O presente trabalho buscou investigar a hipétese da neurotoxicidade na etiologia
da discinesia tardia, através da observagdo dos efeitos das vitaminas E e C na
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos centrais, induzida pela administracdo
prolongada de haloperidol

A administragdo aguda de vitamina E (Boticario € Roche) néo interferiu nos efeitos
agudos do haloperidol, observados através do registro de parametros (frequéncias de
locomogé&o e levantar, duragdo de imobilidade e limpeza) da atividade geral (ATG) de ratos
em um campo aberto. 7

A administracdo prolongada da vitamina E (Boticario) concomitantemente ao
haloperidol aumentou a frequéncia de levantar de ratos em relagdo aos animais que
receberam salina. Em adigéo, observou-se ainda que o comportamento estereotipado (CE)
induzido por apomorfina n&o foi alterado apés tratamento prolongado com este antioxidante.
Por outro lado, a administragdo prolongada e concomitante de haloperidol e vitamina E (Roche)
resultou em uma atenuagéo da supersensibilidade de receptores dopaminérgicos, expressa
através da diminuicdo da locomog&o e do levantar de ratos. Porém, esta vitamina n&o alterou o
CE induzido por apomorfina e ndo modificou as frequéncias de protruséo de lingua (PL) e de
“movements vacuous chewing”(VCM) nestes animais.

O tratamento agudo com haloperidol, concomitantemente & vitamina C e vitamina
E mostrou que o sinergismo destas vitaminas potencializou o efeito do neuroléptico,
observado através do aumento da duragdo de imobilidade de ratos em comparagio aos
animais que receberam o neuroléptico.

Por outro lado, o tratamento prolongado com haloperidol, concomitantemente as
vitaminas C e E, mostrou uma atenuagio da supersensibilidade de receptores dopaminérgicos,
expressa, pela diminuicdo do levantar de ratos neste modelo experimental as 48 horas.
Entretanto, estas vitaminas néo alteraram o CE de ratos induzidos por apomorfina.

A administracéo prolongada e concomitante de vitamina E (Roche) e haloperidol
aumentou significantemente a atividade da glutationa total (GSH) no estriado dos animais do
grupo salina (Sal) + vitamina E (E) em comparac@o aos animais dos grupos haloperidol (Halo) +
E e sal + veiculo (Veic) Mais ainda, o tratamento prolongado com essa vitamina reduziu
significantemente a glutationa oxidada (GSSG) estriatal dos animais do grupo Halo + E em
comparacéo aqueles do grupo Sal + E. Porém, a administragéo da vitamina E ndo mostrou
efeito significante sobre a razdo GSSG/GSH neste tecido, nem sobre a atividade das enzimas
corticais glutationa peroxidase (GSH-PX), da superoxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT).

Deste modo, nossos resultados nos levam a sugerir que a hipétese da
degeneracéo neuronal possa estar envolvida com a etiologia da discinesia tardia.
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ABSTRACT

The present study was performed to investigate the neurotoxicity hypothesis in
the etiology of tardive dyskinesia (TD) through the administration of a-tocopherol and
ascorbic acid in the dopaminergic supersensitivity receptors induced by long-term haloperidol
administration.

The acute injection of the o-tocopherol did not change the haloperidol effects
observed in an open-field (locomotion and rearing frequencies, immobility time and grooming).

The long-term neuroleptic treatment concomitantly to a-tocopherol from Boticario,
increased the rearing frequency in comparison to saline prolonged treated animals. In
addition, it was observed that the stereotyped behavior induced by apomorphine was not
modified after the treatment with this antioxidant in supersensitive rats. By the other hand,
the long-term haloperidol treated rats that received o-tocopherol from Roche, exhibited a
significant decrease in the locomotion and rearing frequencies in the open-field test.
However, this vitamin did not change the stereotyped behavior induced by apomorphine.
Thus, neither the a-tocopherol nor the haloperidol changed the tongue protrusion and the
vacuous chewing movements in these rats.

The acute and simuitaneous treatment with haloperidol plus the association of
o-tocopherol and ascorbic acid showed that these vitamins increased the immobility time in
haloperidol group when it was compared to saline treated rats.

When these two antioxidants were long term injected concomitantly to haloperidol,
this assaciation indicated a reduction in the rearing frequency of the animals of this group in
comparison to control group. Moreover, this association did not change the stereotyped
behavior induced by apomorphine in these rats.

Finally, we evaluated the effects of the a-tocopherol and haloperidol administered
concomitantly and in long-term treatment on antioxidants enzymes of the rats. The data
show that the treatment produced a significant increase in striatal glutathione levels to control
group and o-tocopherol in relation to control group and to group that received haloperidol
and o-tocopherol. Thus, the antioxidant did not change the glutatione peroxidase, superoxide
dismutase or catalase. ‘

Taken together these data indicate that the neurotoxicity hypothesis may be
involved in the ethiology of TD.
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1 INTRODUGAO



1.1 Dopamina e Receptores Dopaminérgicos

Durante muito tempo a dopamina (DA) era vista apenas como uma simples
molécula precursora das catecolaminas, € em meados da década de 60, passou a
apresentar também um papel relevante como neurotransmissor no sistema nervoso
central (SNC). A dopamina é a catecolamina mais abundante no cérebro de
mamiferos e sua agado periférica ocorre principalmente no sistema nervoso
auténomo, onde os neurdnios dopaminérgicos sdo encontrados no trato gastro
intestinal. Suas principais fungbes fisioldégicas, como motora e psiquica, vém sendo
amplamente estudadas, estando também envolvida com a fungdo endodcrina, onde
apresenta uma fungao inibitéria sobre a liberacdo de prolactina (ARNT, 1987,
CARLSSON, 1988; CIVELLI et al., 1991).

A sintese da DA ocorre a partir da tirosina, um aminoacido aromatico presente
nos liquidos corporais. Este aminoacido é captado por neurdnios catecolaminérgicos,
onde sera convertido para 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA) através da enzima tirosina-
hidroxilase. A etapa seguinte consiste na conversdo da DOPA em DA pela DOPA-
descarboxilase, uma enzima abundante em diversos tecidos.

A degradacdo metabdlica da DA ocorre através de duas enzimas, a
monoamina-oxidase (MAQO) principalmente encontrada nas membranas das
mitocdndrias de células neuronais e a catecol-O-metiltransferase (COMT),
amplamente distribuida no organismo. Os principais produtos dessa degradagéo sdo
o acido 3,4 dihidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico (HVA) que sdo
excretados pela urina.

A DA tem sido correlacionada a diversas patologias de ordem psiquica e
motora (MILLS, 1992), como a esquizofrenia. Esta hipétese é devida a maioria das
drogas antipsicéticas ou neurolépticas atuarem em receptores dopaminérgicos,
antagonizando-os. Além disso, sabe-se que drogas que causam liberacdo de
dopamina, como a cocaina e anfetamina em altas doses, produzem estados mentais
similares aos encontrados na esquizofrenia (RANDRUP & MUNKVAD, 1965; WYATT et
al., 1989; WITHERS et al., 1995; WYATT et al., 1998).



A esquizofrenia foi caracterizada no fim do século passado pelo psiquiatra
alemao E. KRAEPELIN, o qual denominou-a de deméncia precoce, uma vez que, em
geral, se manifesta no inicio da juventude, com progressiva deterioracdo da
capacidade mental. Esta hipétese sugere que os sintomas da esquizofrenia sejam em
parte devidos a uma hiperatividade dos sistemas dopaminérgicos no SNC; e que,
devido ao bloqueio desses receptores por drogas antipsicéticas, o numero de
receptores D, estaria aumentado em algumas regides cerebrais (BURT et al,, 1977;
ANDREASEN, 1988; SAKAI et al, 2001). Porém, este aumento no nimero de
receptores é questionavel, podendo ser decorrente da prépria progresséo da doenca.

Em 1979, KEBABIAN & CALNE classificaram os receptores de dopamina
em dois grupos: Dy e D, 0s quais apresentam a capacidade de estimular ou inibir
rescpectivamente a adenil-ciclase. Estudos de biologia molecular dividiram esses
receptores em subtipos, onde a familia de D inclui os subtipos Dy e Ds, enquanto a
familia de D, foi dividida em D, D; e D4 (CIVELLI et al., 1991). Vale ressaltar que
todos pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G. Os receptores
dopaminérgicos podem ainda ser diferenciados através da capacidade de permitir ou
néo a ligagdo de agonistas e antagonistas seletivos. Em geral estdo amplamente
distribuidos no SNC, onde exercem algumas fungdes, como a modulagéo de efeitos

cognitivos, sensorimotores e neuroenddcrinos.

1.2 Ganglios da Base e Vias Dopaminérgicas

O termo génglios da base foi introduzido em 1879, porém apenas se referia
ao putadmen e ao globo pélido. Somente na década de 1960, os ganglios da base
foram melhor compreendidos, tanto morfologica como fisiologicamente. Nesta época
ficou clara a importancia dessas estruturas em muitos aspectos das fungdes
cognitivas e motoras. LesGes nesses nicleos ou mesmo uma modificagdo do
funcionamento podem ocasionar diversos distrbios, os quais foram designados por

Wilson em 1912, de distirbios extrapiramidais.



Compreende cinco nucleos subcorticais: 0 nucleo caudado e o putdmen, que
sdo denominados de estriado, derivados do telencéfalo; o globo pélido, dividido em
externo (GPe) e interno (GPi), ambos derivam do diencéfalo; o nicleo subtaldmico,
localizado na area de transi¢c@o entre o diencéfalo e o tegmento do mesencéfalo; e a
substancia negra, localizada no mesencéfalo e dividida em parte compacta (SNc) e
reticulada (SNr) (COTE & CRUTCHER, 1991; BASSITT & NETO, 1999).

Dentre os diversos neurotransmissores cerebrais, a DA exerce suas
principais fungbes nos ganglios da base, pois 80% da DA do SNC, encontra-se
localizada nessas estruturas.

As principais vias dopaminérgicas sao: a via nigroestriatal, que é formada
por neurdnios, cujos corpos celulares se encontram na substdncia negra (grupo
celular A9) e projetam-se ao estriado. E responsavel por aproximadamente 75% da
DA do SNC, e pode estar envolvida com os efeitos extrapiramidais dos
neurolépticos, entre eles a discinesia tardia (DT); a via mesolimbica, na qual os
corpos celulares situam-se principalmente na area do tegmento ventral
mesencefalico (grupo celular A10) e cujos axbnios projetam-se para estruturas
limbicas, especialmente ao nucleo accumbens; a via mesocortical, que, do ponto de
vista anatdmico (GRAEFF, 1999), é de dificil distingéo entre a via mesolimbica, onde
os corpos celulares também situam-se na area do tegmento ventral do mesencéfalo
e ainda na substancia negra, de onde projetam-se para areas corticais e a via
tuberoinfundibular, a qual € um sistema curto, que vai do nucleo arqueado do

hipotalamo para a eminéncia média e também para a hipéfise (GRAEFF, 1999).

1.3 Haloperidol e Discinesia Tardia (DT)

O haloperidol € um antipsicético ou neuroléptico tipico do grupo
das butirofenonas, utilizado para tratar doengas psiquiatricas graves, entre elas,

a esquizofrenia.
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A absorgdo do haloperidol pelo trato gastrointestinal é rapida e em geral
85% encontra-se ligado a albumina do plasma. Sua meia vida é de 20 — 40 horas
(GILMAN, 1996).

Sua agédo, e de outros neurolépticos tipicos, tem sido relacionada ao
bloqueio de receptores dopaminérgicos. Entretanto, apds sua administragdo, ocorre
aumento da taxa de produgdo de DA e seus metabdlitos (HVA e DOPAC) em areas
cerebrais. Este aumento pode ser explicado tanto por uma maior atividade da
tirosina hidroxilase, como pelo aumento da taxa de disparos dos neurdnios das
areas A9 e A10 (SEEMAN, 1987). Porem, o aumento da produ¢éo de DA, bem como
a hiperatividade eletrofisiolégica, ndo sdo mantidos quando os neurolépticos sdo
administrados prolongadamente.

Em gefal, os neurolépticos tipicos bloqueiam receptores D, e a terapia
eficaz resulta em um bloqueio de aproximadamente 80% dos receptores. Entretanto,
estes medicamentos podem produzir disturbios extrapiramidais como o
parkinsonismo farmacoldgico, acatisia, distonia e discinesia tardia (MARSDEN &
JENNER, 1980; KANE, 2001). Porém, diversos autores relatam movimentos
discinéticos em pacientes esquizofrénicos vsem o uso dos neurolépticos (CASEY &
HANSEN, 1984; CHATTERJEE et al., 1995; GUPTA et al., 1995), movimentos que
foram mais freqlentes em mulheres idosas (CASEY & HANSEN, 1984). KANE
(2001), através de uma recente revisdo, relata que estudos com antipsicéticos
atipicos da nova geragdo estéo associados a redugdo dos sintomas extrapiramidais
e ao bloqueio de receptores 5HT; e Dy.

A discinesia tardia (DT) consiste em um sintoma extrapiramidal geraimente
irreversivel, associada normalmente ao uso prolongado »de neurolépticos tipicos,
ocorrendo em aproximadamente 20% dos pacientes tratados com neurolépticos
(BOOMERSHINE et al,, 1999). Os movimentos discinéticos caracterizam-se por
serem repetitivos, anormais e involuntérios, principaimente envolvendo a face e
alingua, mas também podem atingir o tronco e os membros (KANE, 1992;

KULKARNI & NAIDU, 2001).



A primeira descrig&o dessa sindrome foi feita por SCHNOECKER em 1957
na Alemanha, enquanto o termo foi proposto por FAURBYE e colaboradores, em
1964, uma vez que a mesma era referida como “sindrome buco-linguo-mastigatéria”
(CASEY, 1987).

A base neuronal da DT ainda permanece desconhecida (NAIDU &
KULKARNI, 2001). Entretanto, muitos fatores de risco e a vulnerabilidade individual
sdo importantes variaveis no desenvolvimento desta sindrome (JORGENSEN et al.,
1994). Estudds clinicos sugerem que sintomas extrapiramidais, como acatisia e
pggkinsonismo possam estar associados cém o0 aumento do risco em desenvolver
posteriormente a DT.

Muitas hip6teses tem sido propostas para explicar a etiologia da DT.
Entretanto, duas sdo de maior importancia: a da supersensibilidade dopaminérgica
(KLAWANS & RUBOVITZ, 1972; CASEY, 1995, SACHDEV et al., 1999) e a hipdtese
da degeneragdo neuronal devido aos efeitos neurotéxicos dos radicais livres
(CADET et al., 1986; CADET & LOHR, 1989; YOKOYAMA et al., 1994; CASEY,
1995; GALILI et al., 2000; ANDREASSEN & JORGENSESN, 2000 & YAO et al.,
2001).

1.4 Supersensibilidade Dopaminérgica

A hipdtese da supersensibilidade dopaminérgica tem recebido atengdo nas
ultimas duas décadas (SACHDEV et al., 1999) por apresentar importantes
implicagdes clinicas, visto ser o seu desenvolvimento fisiologicamente similar a
aquele da DT (KLAWANS, 1973; CASEY, 1995). O fenémeno geral da
supersensibilidade é semelhante ao que ocorre na periferia e que foi denominado de
supersensibilidade por desnervagdo (SHARPLESS, 1964, 1975). Baseia-se no fato
de que a interrupg¢ado prolongada da transmisséo nervosa, tanto no sistema nervoso
auténomo (SNA) como no SNC, por meios cirlirgicos ou farmacoldgicos, resulta em

um aumento da resposta desses sistemas, a administragdo do correspondente



neurotransmissor, dos precursores deste, ou de agonistas de receptores onde atua
este neurotransmissor. Foi CANNON (1939) o primeiro cientista que denominou este
fendmeno de supersensibilidade.

Alguns modelos animais da supersensibiidade em sistemas
dopaminérgicos vém sendo propostos. Neste sentido, BERNARD! & PALERMO-
NETO, (1979) e BERNARDI et al. (1981) observaram um aumento da atividade geral
de ratos apds a retirada abrupta de haloperidol administrado prolongadamente.
Outros modelos, como a indugdo do comportamento estereotipado, a partir de
agonistas dopaminérgicos como a apomorfina (DE SOUZA et al, 1982) e a
anfetamina (KLAWANS et al., 1983); o “vacuous chewing movements’ (VCM -
movimentos mandibulares) (FAHN, 1983) e o aumento da freqi]éncié de protrusdo
de lingua induzido pela administragdo repetida de reserpina (NEISEWANDER et al.,
1994), vem sendo amplamente utilizados para compreender a sindrome efou para
avaliar tratamento para estes sintomas. Todavia, a hipdtese da supersensibilidade
para DT é questionavel, ainda que SMITH (1988) sugere que a mesma possa ser

uma consequiéncia normal do tratamento com neurolépticos.

1.5 Estresse Oxidativo e Neurotoxicidade

O estresse oxidativo caracteriza-se pelo altb nivel celular de espécies
reativas ao oxigénio (ROS) ou radicais livres, os quais sdo considerados bioprodutos
do metabolismo de catecolaminas. Alguns deles sdo o radical superéxido (O2), o
radical hidroxila (OH") e o peroxido de hidrogénio (H20-). A produg¢io de oxidantes é
um fenémeno celular constante como conseqiiéncia da adaptagdo dos organismos
em estados aerdbios, podendo provocar danos em estruturas intracelulares ou
desintegrar células de varios tecidos, incluindo o SNC. Nesse sentido, vérias
desordens psiquiatricas, como a esquizofrenia, a sindrome de Down, a doenga de
Parkinson, Alzheimer, entre outras tem sido relacionadas a producdo de oxidantes

(BEHL, 1997; VATASSERY et al., 1999), pois o cérebro é particularmente sensivel



aos danos oxidativos, devido as altas concentragdes de acidos graxos
polinsaturados (BOLKENIUS et al., 1996). |

FERREIRA & MATSUBARA (1997), em um artigo de revisdo, descrevem
as ROS, onde o radical superéxido (O;) é formado apds a primeira redugdo do
oxigénio. Este radical existe em quase todas as células aerdbias e é produzido
durante a ativacdo maxima de neutréfilos, monécitos, macréfagos e eosindfilos
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). O radical hidroxila (OH") é considerado o mais
reativo nos sistemas biologicos, devido a sua rapida combinacdo com metais ou a
outros radicais. Pode atuar inativando proteinas, o DNA celular, ou ainda iniciar a
oxidagdo de acidos graxos das membranas celulares, um fendmeno denominado
peroxidagdo lipidica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986). JA& o peréxido de
hidrogénio (H202), que, apesar de ndo ser propriamente um radical livre, &€ um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, é capaz de atravessar camadas
lipidicas e reagir com proteinas ligadas ao ferro, tornando-se altamente téxico
(EATON, 1991), podendo ainda agir em outras regides, como no botdo sinaptico
(EDELMAN & GALLY, 1992; ZOCCARATO et al., 1995).

Em circunstancias normais as ROS s&80 controladas por enzimas celulares
como por exemplo a superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px)
e a catalase (CAT) — YAO et al., 1998. Além destas, a glutationa total (GSH) ou
outras defesas antioxidantes como as vitaminas A, E e C, B-caroteno e flavonodides
podem agir neste controle (MAHADIK et al., 2001).

Os ganglios da base, em virtude do alto metabolismo oxidativo, podem ser
mais vulneraveis a peroxidagéo lipidica da membrana, como resultado do aumento
do “turnover” de catecolaminas induzido por neurolépticos (CADET et al., 1986;
LOHR etal, 1988; LOHR, 1991). Neste sentido, YOKOYAMA et al. (1997)
comentam que o aumento do “turhover” de DA pode acelerar a formagdo de
peroxido de hidrogénio. Deste modo, a peroxidacdo lipidica de membranas
neuronais pelos radicais hidroxilas pode apresentar um papel importante na causa

da DT (CADET et al., 1986; YOKOYAMA et al., 1994). Em adigdo, estudos in vitro



tem mostrado que os neurolépticos tipicos inibem as fungdes mitocondriais, ficando
mais susceptiveis a formagédo de radicais livres em areas do sistema nervoso
(BEAL et al., 1993; ARNAIZ et al., 1999).

E bastante conhecido o efeito citotoxico do haloperidol (BESRET et al., 2000)
e evidéncias que apoiam esse fato incluem elevados niveis de peroxidacéo lipidica em
ratos (MEISTER, 1991; SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993; POST et al., 1998).
Ainda haloperidol depleta GSH de varias regides do cérebro de roedores (POST et al.,,
1998) e, além de induzir mudangas no potencial de membrana mitocondrial, e um
aumento intracelular de céicio em culturas de células corticais de ratos (SAGARA,
1998). Estudos nesses animais mostram que o haloperidol administrado
subcronicamente diminuiu a expressdo da tirosina hidroxilase em discretas areas do
sistema nervoso, ressaltando que a vulnerabilidade desta enzima torna a célula mais
suceptivel ao estresse oxidativo (BESRET et al., 2000). Mais ainda, estes autores
observaram que o haloperidol aumenta os niveis de ion ferro no cérebro, o qual é
considerado como o principal ion gerador de radicais livres da substéncia .negra na

doenca de Parkinson (HIRSCH & FAUCHEUX, 1998).

1.6 Sistemas de Defesas Antioxidantes

E imprescindivel aos sistemas bioldgicos aerébios o equilibrio entre os
agentes oxidantes e o sistema de defesa antioxidante. Assim, FERREIRA }&
MATSUBARA (1997) citam que as células possuem duas linhas de defesa, uma que
atua como detoxificadora do oxidante, antes que a lesdo se instale, e a outra que
atua reparando a leséo ja formada. Deste modo, 0 GSH, as enzimas CAT, GSH-Px,
a SOD, e a vitamina E compreendem as defesas anteriores a lesdo, enquanto que,
na leséo ja instalada outros antioxidantes poderao ser eficazes, entre os quais pode-

se citar a vitamina C, a glutationa redutase (GSH-Rd), além da GSH-Px.
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1.6.1 Glutationa Total (GSH)

O GSH (L-y-glutamil-L-cistenil-glicina) € um importante antioxidante n&o
enzimatico para detoxificar 0 H;O,. Atua nesta detoxificacdo concomitantemente
com a GSH-Px (SAGARA, 1998), e ainda, juntamente com essa mesma enzima,
atenua a oxidagao causada pelo anion peroxinitrito (ONOQ), um radical formado a
partir do O2" combinado com o 6xido nitrico (NO) (BRIVIBA et al., 1999).

E um importante sistema de defesa contra exposi¢ao a ions ferro, radiagéo
e luz ultravioleta. Apresenta ainda, outros papéis, como participagcdo na sintese de

DNA e de proteinas (MEISTER, 1991).
1.6.2 Enzimas Antioxidantes

1.6.2.1 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

Essa enzima é responsavel por reduzir o HyO, e também perdxidos
organicos as custas da conversdo da GSH para GSSG, a forma oxidante
(YAO et al.,, 1998). Como anteriormente mencionado, a GSH-Px atua juntamente

com o GSH na inativagdo do peroxinitrito (BRIVIBA et al., 1999).

1.6.2.2 Superéxido Dismutase (SOD)

A SOD consiste em uma enzima capaz de inativar o anion superbxido
(02), pela dismutagdo deste a H.02 e O, (ROSS & MOLDEUS, 1991; YAO et al,,
1998). E encontrada no citosol das células, bem como nas mitocondrias destas.
Muitos autores ja verificaram aumento dos niveis desta enzima em plaquetas de
pacientes esquizofrénicos (REDDY et al., 1991; MAHADIK & MUKHERJEE, 1996;
REDDY & YAO, 1996; TSAI et al., 1998). Segundo esses mesmos autores, este
aumento nos niveis de enzimas antioxidantes em .pacientes esquizofrénicos sugere

0 aumento do estresse oxidativo e sua correlagdo com a esquizofrenia.
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1.6.2.3 Catalase

A catalase é uma enzima citoplasmatica que cataliza a redugdo do H.0O; a
H20 e oxigénio molecular (YAO et al., 1998). Sua atividade depende do NADPH é é
freqiientemente encontrada no sangue, na medula éssea, no figado e rim. Diversos
autores, verificaram diminuigdo nos niveis de catalase em células sanguineas de
pacientes esquizofrénicos (REDDY et al.,, 1991, MAHADIK & MUKHERJEE, 1996;
LOVEN et al,, 1996; REDDY & YAQO, 1996; TSAl et al., 1998).

1.6.3 Vitamina E

A vitamina E foi isolada por EVANS et al. (1936) a partir do 6leo de gérmen de
trigo. Atualmente séo conhecidos oito (8) tocoferdis de ocorréncia natural, dentre estes,
o o-tocoferol (5,7,8-trimetil-tocol) € o que apresenta maior atividade biologica,
representando cerca de 90 % dos tocoferdis em tecidos animais (éOURGEOIS, 1992).

A vitamina E caracteriza-se por ser lipossolivel e ser absorvida a partir do
trato gastrointestinal. Penetra na corrente sanguinea e passa a ser captada pelo figado,
- de onde é secretada com lipoproteinas de baixa densidade. A seguir, se associa a B-
lipoproteinas plasmaticas e se distribui para todos os tecidos, acumulando-se
principalmente no figado e no tecido adiposo (RUPEREZ et al., 1998).

A vitamina E (a-tocoferol) pode incluir em sua estrutura quimica, o isémero d,
ou os isdbmeros d e / em sua forma livre, na forma de acetato de a-tocoferol ou na forma
de succinato de a-tocoferil. A principal caracteristica quimica dos tocoferéis é atuarem
como antioxidantes e, quando a vitamina E é oxidada, pode ser regenerada por outros
antioxidantes, como o acido ascorbico (PACKER et al., 1979; MAXWELL, 1995).

Essa vitamina é o mais importante antioxidante lipidico que atua na
manutencéo da estrutura e do funcionamento do SNC (SOKOL, 1989). Atua pela
presenga do grupo fenol, o qual libera prétons para detoxificar as ROS efou também
os radicais lipidicos (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1989), atua ainda em membranas
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celulares onde previne a propaga¢édo das ROS (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
HERRERA & BARBAS, 2001).

Alguns trabalhos citam a capacidade da vitamina E em proteger células
neuronais contra a a¢ao toxica do haloperidol (MEISTER,1991; BEHL et al., 1995;
POST et al.,, 1998; BEHL, 1999; GALILI et al., 2000). Isso deve-se ao fato do
haloperidol interagir faciimente com as membranas celulares e por interromper e
alterar o estado redox (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1989; SAGARA, 1998).

Revisdes recentes de SOARES & McGRATH (1999, 2001); de
BOOMERSHINE et al. (1999) e de VATASSERY et al. (2000) citam diversos
trabalhos que destacam a importancia da vitamina E no tratamento da DT.
| Nos ultimos 14 anos, muitos trabalhos verificaram os efeitos da vitamina E
em pacientes que apresentavam DT com resultados promissores. Entre eles,
LOHR et al. (1988) estudaram os efeitos dessa vitamina na dose de 1200 IU/dia em
15 pacientes por 4 semanas e observaram uma redugéo de 43% dos movimentos
involuntarios anormais (AIMS), relatando ainda que a redugdo desses movimentos é
maior nos pacientes que apresentavam DT ha pouco tempo. Mais ainda, no estudo
de ELKASHEF et al. (1990), 5 dos 8 pacientes avaliados, (idade entre 18 e 75 anos,
tratados por 10 semanas, com dose diaria de 400 IU de vitamina E), apresentaram
uma redugédo de 30% dos AIMS. De modo similar, EGAN et al. (1992) trataram 18
pacientes com DT por 6 semanas (doses entre 400 — 1600 |U/dia) e verificaram
reducdo de 18,5% dos AIMS nos pacientes com DT ha 5 anos ou menos. Nesta
linha, SPIVAK et al. (1992) trataram 7 pacientes com DT (3 meses a 4 anos) com
600 lU/dia de vitamina E durante 4 semanas. Dos 7 pacientes estudados, 4
apresentaram 50% de redugdo dos AIMS. Mais ainda, JUNKER et al. (1992)
descreveram que a vitamina E (1200 |U/dia) mostrou atenuar a pontuagdo da AIMS
nos pacientes mais velhos (acima dos 40 anos). Em adicdo, AKTHAR et al. (1993)
estudaram o efeito desta vitamina na dosé de 1200 lU/dia em 32 pacientes por 4
semanas e relataram uma melhora significante da pontuagdo da AIMS. ADLER et al.

(1993) trataram 28 pacientes por 8 semanas com 1600 IU/dia da vitamina E e
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verificaram uma redugéo de 30% dos AIMS. Esses mesmos autores citam ainda que
a melhor resposta ao tratamento ocorreu nos pacientes que apresentavam a DT ha 5
anos ou menos. Nesta linha de raciocinio, PEET et al. (1993), também observaram
uma melhora dos AIMS em 43% dos 14 pacientes tratados com 1200 lU/dia do
antioxidante. DABIRI et al. (1994), em um estudo de 12 semanas, frataram 11
pacientes entre 30 — 70 anos, com vitamina E nas doses de 400 — 1200 IU/dia e
observaram uma redugdo de 36% dos AIMS e, em contraste com outros estudos,
verificaram que 4 dos 5 pacientes com DT ha 5 anos ou mais apresentaram
melhoras dos AIMS. Finalmente, LORH et al. (1996) observaram que a vitamina E
(1600 I.U./dia) administrada por 2 meses, reduziu 35% dos AIMS em pacientes
portadores de DT héa cinco anos ou menos € 11% em pacientes com DT ha mais
de cinco anos.

Por outro lado, SCHMIDT et al. (1991) trataram 23 pacientes por 28 dias na
dose de vitamina E de 1200 IU/dia e ndo notaram diferengas entre os grupos
placebo e tratado com a vitamina E. No estudo de SHRIQUI et al. (1992), 27
pacientes com idade entre 18 — 70 anos, foram tratados com este antioxidante na
dose de 400 U (3 vezes ao dia) por um periodo de 6 semanas. Esse estudo mostrou
que nesse esquema e nessa dose, a vitamina E ndo apresentou efeitos em
pacientes portadores de DT, os quais eram sintomaticos ha mais de 10 anos. Em
adicdo, LAM et al. (1994) verificaram em um estudo com 16 pacientes, os quais
receberam 1200 IU/dia de vitamina E, auséncia de efeitos nos AIMS. Finalmente,
DOREVITCH et al. (1997), trataram, 36 pacientes esquizofrénicos idosos (média de
64,4 anos), durante 20 semanas com vitamina E (400 — 1600 IU/dia), e nao
encontraram diferengas em comparag¢ao ao grupo controle.

Ainda, sobre o aspecto da vitamina E estar implicada com a etiologia da DT,
GATTAZ et al. (1993) corroboram a afirmagéo de que esta vitamina pode ser (til nessa
sindrome, pois demonstraram que a mesma, administrada na ragdo de ratos (400
mg/kg/dia) por 7 semanas, atenuou 0 comportamento estereotipado de ratos tratados

prolongadamente com haloperidol. Recentemente, entretanto, SACHDEYV et al. (1999)
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trataram 36 ratos com vitamina E na ragdo, em 3 diferentes doses (1, 40 e 600 mg/kg).
" Estes pesquisadores verificaram que essa vitamina ndo atenuou, em nenhuma dose, os |
movimentos periorais (VCM, PL e tremor) induzidos por neurolépticos.

Portanto, em resumo, dos 16 estudos citados (14 em pacientes e 2 em
ratos), 11 reportam os efeitos benéficos da vitamina E na DT. Porém a eficacia
dessa vitamina ainda permanece incerta. E por esta razdo0, o presente trabalho, tem
por objetivo verificar os efeitos comportamentais e também bioquimicos dessa

vitamina na supersensibilidade dopaminérgica.

1.6.4 Vitamina C

A histéria da vitamina C infciou-se ja no tempo das Cruzadas através da
doenca causada pela sua deficiéncia, conhecida por escorbuto. Porém, sé em 1928,
SZENT-GYORGY!I isolou um composto redutor na forma pura do repolho e
denominou-o de acido hexurdnico, por ser uma molécula com seis (6) carbonos.
Este acido provém de muitas frutas frescas e vegetais, os quais poderiam melhorar o
escorbuto. Devido a essa propriedade, passou a ser denominado de acido ascorbico
(GILMAN, 1996).

O termo vitamina C deve ser utilizado para todos os compostos que exibem
atividade biolégica qualitativa do acido ascérbico. Ele é oxidado reversivelmente no
organismo a acido desidroascorbico, o qual possui atividade integral da vitamina C.
A atividade deve-se quase que totalmente ac isdmero / presente. Uma propriedade
quimica fundamental do acido ascérbico & a doagéd de elétrons, participando como
cofator de diversas reagdes de hidroxilagdo e amidacdo(REBEC & PIERCE, 1994).

A maioria dos animais sintetizam esse acido a partir da glicose através de
uma série de enzimas hepaticas, porém os mamiferos ndo apresentam tal
capacidade e, conseqientemente, necessitam da vitamina C na dieta. Essa vitamina
carateriza-se por ser hidrossolavel e rapiqamente absorvida pelo intestino. Encontra-

se presente no plasma e distribui-se ao organismo. O cérebro e o cértex da adrenal
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sd0 as regides do organismo em que a concentragdo da vitamina C é maior (REBEC
& PIERCE, 1994). |

O acido ascorbico é geralmente administrado por via oral e a quantidade
necessaria para se manter no plasma é igual a quantidade excretada. Isto equivale a
aproximadamente a ingestéo de 60 mg ao dia de vitamina C para um homem adulto.

Recentemente tem se mostrado que o acido ascorbico atua como
neuromodulador extracelular do SNC (LIU et al., 2000), e que os niveis dessa
vitamina éndégena (maioria dos animais) sdo aumentados no estriado através da
administrag@o da prépria vitamina ou pela administragao do haloperido! (PIERCE et
al., 1994).

Em 1999, SMYTHIES relata em sua revisdo que o ascorbato, a glutationa e a
vitamina E s&o os principais antioxidantes do cérebro. Mais ainda, o autor menciona que
a vitamina C é o principal antioxidante na inativacdo de H,O, e ROS dos fluidos
extracelulares no cérebro, incluindo os botdes sinapticos das células. Este fato também
€ descrito por EDELMAN & GALLY (1992) e por ZOCCARATO et al. (1995).

O acido ascérbico vem sendo indicado para o tratamento da esquizofrenia e
de outras desordens mentais (STRAW et al,, 1989; SANDYK & KANOFSKY, 1993;
REBEC & PIERCE, 1994), devido a possibiidade dessas desordens estarem
envolvidas com a formagdo de radicais livres. Assim, HERJANIC (1973) relatou que
pacientes esquizofrénicos apresentam baixo nivel plastatico de ascorbato. Deste
modo, SUBOTICANEC et al. (1990) sugerem uma dose didria de 70 mg de vitamina C
pois observou-se que o &cido ascorbico em altas doses associado ao haloperidol
potencializou a agéo desse neuroléptico na indugdo da catalepsia e no blogueio 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). Em contraste a estes estudos, empregando altas doses de
vitamina C, a administragdo de baixas doses (50 — 200 mg/kg) tende a aumentar a
atividade motora induzida por anfetamina (WAMBEBE & SOKOMBA, 1986;
PIERCE et al., 1995).
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ANGELIS (1995) relata em seu trabalho que a vitamina C (administrada 45
minutos antes do teste, na dose de 250 mg/kg) associada a neurolépticos
(administrados 30 minutos antes do teste) diminuiu os parametros de locomogéo e
de levantar de camundongos (8 — 10 semanas de idade) em um campo aberto
quando comparados ao grupo controle. Como mencionado anteriormente, BESRET
et al. (2000) avaliaram a atividade da tirosina hidroxilase em um estudo com 63 ratos
e verificaram que o tratamento subcrénico (6 semanas) com haloperidol diminuiu a
expressdo dessa enzima em areas do sistema nervoso. Este estudo, ainda indica
que a vitamina C (nas doses de 125 ou 500 mg/kg) quando adicionada & agua
preveniu esta redugao.

Muitos autores mencionam que o ascorbato bloqueia o binding de agonistas
e antagonistas dopaminérgicos no estriado (HADJICONSTANTINOU & NEFF, 1983;
HEIKKILA et al, 1993; GULLEY & REBEC, 1999). Entretanto, ainda ndo é
compreendido como a vitamina C modula os efeitos do haloperidol (STRAW et al.,
1989). E possivel que esta vitamina possa atuar indiretamente no sistema
dopaminérgico através da acao em outros sistemas de neurotransmissores, entre eles
o glutamatérgico (PIERCE et al., 1994; GULLEY & REBEC, 1999), pois altas doses
dessa vitamina in vitro bloqueiam receptores NMDA (MAJEWSKA et al., 1990).

Diante do exposto, decidimos estudar o efeito deste antioxidante na
supersensibilidade dopaminérgica induzida por haloperidol em ratos. Mais ainda,
avaliamos o efeito do possivel sinergismo das vitaminas E e C em ratos tratados

prolongadamente com este neuroiéptico.



2 OBJETIVOS



18

2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos da administracdo das vitaminas E e C na

supersensibilidade de receptores dopaminérgicos centrais induzida pela

administra¢do prolongada de haloperidol.

2.2 Objetivos Especificos

Este trabalho buscou verificar:

O efeito da administracdo aguda e prolongada da vitamina E na
atividade geral (ATG) de ratos tratados com haloperidol.

O efeito da administragdo prolongada e concomitante de haloperidol e
vitamina E no comportamento estereotipado (CE) induzido por
apomorfina de ratos.

O efeito da administragéo prolongada e concomitante de haloperidol e
vitamina E nas freqléncias de protrusdo de lingua e de “vacuous
chewing movements” de ratos.

O efeito da administragdo aguda e prolongada da vitamina C na
atividade geral (ATG) de ratos tratados com haloperidol.

O efeito da administragdo prolongada e concomitante de haloperidol e
vitamina C no comportamento estereotipado (CE) de ratos.

O efeito do possivel sinergismo das vitaminas C e E em animais
tratados aguda e prolongadamente com haloperidol.

O efeito da administracdo da vitamina E na avaliagdo da razédo
GSSG/GSH e na atividade das enzimas antioxidantes presentes
respectivamente, no estriado e no cortex de ratos tratados

prolongadamente com haloperidol.



'3 MATERIAL E METODOS



3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 3 meses de idade, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal do Parana.

Os animais foram alojados em numero de cinco por gaiola, em caixas
plasticas medindo 40 x 30 x 17 cm. Essas caixas foram mantidas em salas com
ventilagao e temperatura controladas (22 * 1° C), em um ciclo claro-escuro de 12
horas, iniciando-se a fase clara as 7:00 horas. Agua e comida foram fornecidas a

vontade aos animais.

3.2 Drogas

* Haloperidol (1,0 mg/kg - i.p.) - Jansen Farmacéutica

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

« Vitamina E (cf-/-a-tocoferol acetato, 500 mg/kg - v.0.) - Boticario do Brasil

* Vitamina E (d-/-a-tocoferol acetato, 500 mg/kg - v.0.) - Hoffmann-La
Roche LTD

* Vitamina C (acido ascérbico, 50 mg/kg - i.p.) - Hoffmann-La Roche LTD

» Xarope de glicose (500 ml/kg) - veiculo para vitamina E (Boticario)

« Oleo de Girassol (500 ml/kg - v.0) - veiculo para vitamina E (Roche)

» Salina (Nacl 0,9% -1,0 ml/kg -i.p.)

3.3 Observagoes 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 diametro e 32,5 cm de altura, pintada
de branco e estando a 48 cm do chao. O fundo da arena é dividida em 3 circulos

concéntricos, os quais sao subdivididos por retas em 19 partes aproximadamente



iguais. Na parte frontal da arena existe uma cortina que, devido as cx>ndigées de
iluminagao, permite uma total observacao do animal, dificultando a este, a visdao do
experimentador. Este aparelho foi construido de acordo com aquele proposto por
BROADHURST (1960).

Cada animal foi colocado, individualmente, no centro do campo aberto,
onde foi observado por um periodo de 5 minutos. Os animais dos grupos controle e
experimentais foram observados, intercaladamente, entre as 7:00 e as 12:00 horas.
Entre as observagcdes de cada rato, a arena foi limpa com uma solugao de agua-
alcool a 5%.

Durante o experimento no campo aberto foram registrados os seguintes
parametros indicativos da ATG, freqiiéncia de locomogao (LO), onde cada unidade de
LO con-esponde ao ato do animal penetrar com as 4 patas, em uma das divisdes do
chao da arena; frequiéncia de levantar (LE), o qual con"esponde ao animal permanecer
apoiado somente nas patas posteriores, ficando com o corpo perpendicular ao chao da
arena; duragao de imobilidade (DI), que consiste no periodo de tempo, em segundos,
em que o animal nao apresenta atividade motora, permanecendo estatico no que diz
respeito a cabeca, tronco e membros (ADES, 1965); e a duragao de limpeza (LIM),
onde observou-se.o tempo em segundos em que o animal permanece limpando a
pelagem, genitalia e focinho. A duragao de imobilidade e a duragao de limpeza foram

registradas através do uso de cronémetros.

3.3.1.1 Analise Estatistica

Através do teste de BARTLET (JOHNSON & LEONE 1974), verificou-se
que os dados da ATG sao paramétri'cos. Assim, utilizou-se a ANOVA (analise de
variancia), proposta por SNEDOCOR (1946), seguida do teste de TUKEY, utilizado
para avaliar as possiveis diferengas nas medidas dos parametros da ATG entre os
grupos. A probabilidade de p < 0,05 foi considerada significante para todas as

comparagoes 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 metalicas medindo 16x30x18 cm. As observagoes foram
realizadas 100 horas apods a retirada dos tratamentos, no periodo da tarde (13:30 -
17:30 horas).

Para a quantificagao 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 parametros comportamentais exibidos pelos animais, apés o
tratamento com apomorfina. A partir da administracdo da apomorfina, o CE foi
observado a intervalos de 10 minutos, durante 90 minutos consecutivos. Cada
animal foi observado durante 10 segundos para atribuicao 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 somatoéria dos escores.

3.3.2.1 Analise Estatistica

Através do teste de BARTLET (JOHNSON & LEONE 1974), verificou-se
que os dados do CE nao sao paramétricos. Assim, empregou-se a analise de
variancia nao paramétrica de KRUSKAL-WALLIS (SIEGEL.1956), seguida pelo teste
de Comparagoes Miultiplas. A probabilidade de p < 0,05 foi considerada como

diferenca significante.
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TABELA 1 - ESCALA DE ESCORES PROPOSTA POR SETLER et al.
(1976) PARA QUANTIFICAR O COMPORTAMENTO

ESTEREOTIPADO (CE) ‘
ESCORES COMPORTAMENTO
0 Adormecido ou parado.
1 Ativo.
2 Predominantemente ativo, mas com periodos

curtos de farejar e/ou levantar estereotipado.

3 Atividade estereotipada constante, tal como
farejar, levantar ou balangar a cabeca, mas com
atividade locomotora ainda presente.

4 Atividade estereotipada constante realizada em
um s6 local.
5 Atividade estereotipada constante, mas com

periodos curtos de lamber e/ou roer e morder as
barras da gaiola.

6 Lamber e/ou roer e morder as barras da gaiola.

3.3.3 Observagao dos Movimentos Periorais Induzidos pelo Haloperidol

Para o registro dos movimentos periorais, os animais foram colocados
individualmente em gaiolas metalicas (16x30x18 cm), providas de espelhos na parte
inferior e posterior, as 48 e 72 horas apds a retirada do neuroléptico. Cada animal foi
observado durante § minutos, e nesse periodo, foram quantificadas tanto a
frequéncia de protruséo de lingua (PL), como a freqiéncia de vacuous chewing
movements (VCM). As observagdes foram realizadas no periodo da tarde, das 13:30

as 17:30 horas.

3.3.3.1 Analise Estatistica

A aplicagao do teste de BARTLET (JOHNSON & LEONE, 1974) mostrou
serem os dados de PL e de VCM paramétricos (p < 0,05). Assim, utilizou-se a
ANOVA (analise de variancia), proposta por SNEDOCOR (1946), seguida do teste

de TUKEY, a fim de avaliar as possiveis diferengas entre os grupos.



3.4 Avaliagao dos Agentes Antioxidantes

Esta etapa foi realizada em colaboragao cx>m os professores Dr. Roberto
Frussa Filho e Dra. Rosana de Alencar Ribeiro do Departamento de Farmacologia

da UNIFESP (EPM).

3.41 Preparo das Amostras

Os animais procedentes do tratamento prolongado com haloperidol e
vitamina E (d-/-a-tocoferol acetato / Roche, 500 mg/kg - v.0.) foram sacrificados em
uma guilhotina, e tiveram seus cérebros retirados sobre placa de gelo. Em seguida,
os corpos estriados e os coértex foram dissecados, em t\im periodo maximo de 3
minutos para cada énimal. Estes tecidos foram entao pesados e congelados em
freezer a - 80° C. O material foi transportado em gelo seco para o laboratério
de Farmacologia da UNIFESP, onde também foi armazenado a - 80° C. Quinze

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

freezer a - 23° C.

3.4.2 Avaliagao de Defesas e Enzimas Antioxidantes

Para quantificar as espécies reativas do metabolismo do oxigénio foram
utilizadas técnicas de dosagem dos antioxidantes, ou técnicas que permitem medir
a atividade enzimatica, a detecgcao direta dessas espécies reativas ao oxigénio
é dificultada devido as suas concentragées serem extremamente baixas
(aproximadamente 10 'WI) com altas velocidades de reagdo (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).

Portanto, para tal observacao, foram utilizados os estriados para a
dosagem da glutationa total (GSH), da glutationa oxidada (GSSG), bem como a
razao entre GSSG/GSH. No cértex dos animais, determinou-se as dosagens das
enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), da superéxido dismutase (SOD) e da

catalase (CAT).



3.4.21 Avaliagao da Razdo GSSG/GSH

Inicialmente os estriados foram homogeneizados em acido perciérico 0.5 M
na proporc¢ao 1:50 (p/v) e centrifugados a 5000 rpm, por 10 minutos a 4-5° C. Uma
aliquota do sobrenadante (S1) foi neutralizada com K3PO4 1,756 M e novamente
centrifugada a 12000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante (S2) da segunda
centrifugacao foi utilizado para determinagcao de GSH (TIETZE, 1969). Para isso, o
tampao utilizado no ensaio de GSH foi o fosfato 0,1 M (pH = 7.0), contendo GSSG
padrao, DTNB, sendo adicionados ainda a glutationa redutase e o NADPH, os quais
presentes no meio promovem a redugdo de GSSG presente no tecido formando
GSH. A leitura da absorbancia foi realizada em 412 nm a 25° C, durante 180
segundos a intervalos de 30 segundos.

Um indice mais seguro e sensivel da ocorréncia do estresse oxidativo é
avaliar a razao GSSG/GSH (TOBOREK & HENNING, 1994). Para tal, verificamos a
quantidade de GSSG presente no tecido, onde uma aliquota do sobrenadante (SlI),
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
tampao fosfato 0,5 M (pH = 6.8), contendo NADPH e glutationa redutase, realizou-se
a leitura da absorbancia a 340 nm a uma temperatura de 30° C, nos tempos de 8,
10, 12 e 16 minutos. A absorbancia no tempo zero foi determinada por meio da
regressao 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

razao GSSG/GSH.

3.4.2.2 Determinagao da Catalase (CAT)

Para a dosagem da catalase, o cértex foi homogeneizado em tampao fosfato
de potassio 0,1 M (pH = 7.0), na proporgao 1:4 (p/v), os quais foram centrifugados a
3000 rpm, a 4-5° C, durante 15 minutos. O sobrenadante da primeira centrifugagio

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



sobrenadante dessa segunda centrifugagcao (S2) foi entao utilizado na determinagao
da CAT, de acordo com a técnica de ADAMO et al. (1989). Essa técnica permite
quantificar a velocidade de decomposicao do peroxido de hidrogénio pela enzima
através do decréscimo da absorbéancia a 240 nm a 30° C (s = 0.04 mM‘? cm'?).

A amostra foi adicionada ao meio contendo H202 10 mM e tampao fosfato
de potassio 50 mM (pH = 7.4). Os resultados foram expressos em Unidades (U) por
mg de proteina, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessaria para catatizar

a hidroélise de 1)aM de H202 por minuto a 30° C em pH 7.4

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

A GSH-Px foi determinada pela homogeneizagdo do cértex da mesma
forma descrita acima para a CAT. A quantificagdao da GSH-Px foi realizada de acordo
com o método de SIES et al. (1979), baseado na medida da oxidagao de NADPH
catalisada pela giutationa redutase, que é proporcional a produgciao de GSSG,
catalisada pela GSH-Px em presencga de peroxido de tert-butila (t-BOOH).

A amostra foi adicionada ao meio de reagao contendo NADPH 20 mM,
GSH 0,1 M, giutationa redutase 0,1 U/ml, EDTA 5 mM e tampao fosfato de potassio
0,1 M (pH = 7.0). Ap6és um minuto de estabilizagao, foi adicionado t-BOOH 0.5 mM e
o decréscimo da absorbancia 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
proteina, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessaria para catalisar a

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

3.4.2.4 Dosagem da Superoéxido Dismutase (SOD)

Da mesma forma descrita acima, o cértex foi homogeneizado e o
sobrenadante (S2) foi utilizado na determinagado da SOD. A atividade da enzima foi
avaliada segundo o método de McCORD e FRIDOVICH (1969), baseada na

transformacgao de xantina em acido urico, catalisada pela enzima xantina oxidase.



que ativa o oxigénio molecular a anion superéxido. A reagcao é acompanhada a
redugdo do citocromo c pelo dnion superoxido, que pode ser acompanhada por meio
da redugao da absorbancia em 550 nm, a 25° C. A adicdao da SOD promove inibigao
na velocidade de redugao do citocromo ¢, uma vez que esta enzima compete com o
citocromo c¢ pelo anion superéxido, dismutando-o a peréoxido de hidrogénio. A
atividade total da SOD foi medida na presenga de KCN, inibindo-se assim a
atividade da citocromo c oxidase. Os resultados foram expressos em Unidades (U)
por mg de proteina, onde 1 U significa a quantidade de enzima necessaria para inibir

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

3.4.2.5 Dosagem de Proteinas

As concentragodes de proteinas das amostras foram determinadas segundo
o método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando-se como padrao a albumina

sérica bovina.

5.4.2.6 Analise Estatistica

A analise do teste de BARTLET mostrou que os dados de avaliagdao das
enzimas foram considerados paramétricos. Assim, utilizou-se a ANOVA (analise de

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



4 RESULTADOS E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL



41 Efeitos da Administracdo Aguda de Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato,
Boticario) na Atividade Gerai (ATG) de Ratos Tratados Agudamente com

Haioperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos;
Salina (Sai) + Veiculo (Veic), Salina (Sai) + Vitamina E (E), Haiéperidol (Halo) +
Veiculo (Veic) e Haioperidol (Halo) + Vitamina E (E). Os animais foram tratados
pela manha de acordo com o seguinte procedimento:
1. Sal + Veic: administrou-se NaCl 0,9% (Sal - 1,0 ml/kg i.p.) e, apés 30
minutos os animais receberam o Veic (5,0 ml/kg v.o0.).
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 + Veic: inicialmente os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e
30 minutos apoés receberem o Veic (5,0 mi/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 apés a segunda administragao da vitamina E ou
veiculo, os animais foram colocados em um campo aberto (CA) para a observagao
da ATG. Foram verificados os parametros de locomo¢ao (LO), de levantar (LE),

duracao de imobilidade (DI) e duragao 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 administragao aguda de haioperidol e vitamina E nas freqiiéncias de
locomogao (LO), levantar (LE), duragdo de imobilidade (DI) e duracdao de limpeza

(LIM). Os resultados indicam que a administracdo aguda de Halo resultou, nhum
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decréscimo significante da fungdo motora dos animais dos grupos Halo + Veic e
Halo + E, em comparagéo com aquela dos animais dos grupos Sal + Veic e Sal + E.
De fato, observou-se a redugéo das freqiiéncias de LO (Fig. 1 e Tab. 2), de LE
(Fig. 2 e Tab. 3) e de LIM (Fig. 4 e Tab. 5), bem como aumento da DI (Fig. 3 e Tab.
4). Além disso, a administragédo aguda da vitamina E ndo alterou a ATG dos animais

em um CA.

TABELA 2 - FREQUENCIA DE LOCOMOGCAO DE ANIMAIS TRATADOS AGUDAMENTE
COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os
valores esté@o representados pelas médias e respectivos desvios-padrdo. A
significancia esté representada junto ao gréafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 32 6,7 * %
Halo + Veic 2,6 57*%
Sal +E 74,1 216
Sal + Veic 65,7 13,2

S

o Halo + E

% O Halo + Veic
s WSal + E

’q?.,- M Sal + Veic
.

FIGURA 1 - Freqiiéncia de locomocdo de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 83,2.
* p < 0,001 versus Sal + E; ® p < 0,001 versus Sal + Veic.



TABELA 3 - FREQUENCIA DE LEVANTAR DE ANIMAIS TRATADOS AGUDAMENTE
COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias e respectivos desvios-padrdo. A
significancia esta representada junto ao grafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 0,8 1,3%%
Halo + Veic 1,1 26*%
Sal +E 27,1 9,5

Sal + Veic 22,4 6,0
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FIGURA 2 - Freqiiéncia de levantar de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 56,9.
* p < 0,001 versus Sal + E; ® p < 0,001 versus Sal + Veic.



TABELA 4 - DURACAO DE IMOBILIDADE (SEGUNDOS) EM ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500
mg/kg v.0.). Os valores estéo representados pelas médias e respectivos
desvios-padrédo. A significancia esté representada junto ao gréfico abaixo.
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TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 2236 26,6 * &
Halo + Veic 2236 58,4 * &
Sal +E 9.8 18,5
Sal + Veic 8,0 8,2
D
[})
©
(]
% @Halo + E
8 OHalo + Veic
é HmSal+ E
o @ Sal + Veic
&
[
=
a

FIGURA 3 - Duragdo de imobilidade (segundos) em animais tratados agudamente
com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 1354.

* p < 0,001 versus Sal + E; * p < 0,001 versus Sal + Veic.
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TABELA 5- DURACAO DE LIMPEZA (SEGUNDOS) EM ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500
mg/kg v.0.). Os valores estdo representados pelas médias e respectivos
desvios-padréo. A significancia esté representada junto ao grafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 7,0 81 *%
Halo + Veic 3,5 55 * %
Sal+E 24,0 14,5
Sal + Veic 26,9 20,4

O

(0]
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'S

©

=

=)

FIGURA 4 - Duragéo de limpeza (segundos) em animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estédo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 7,6. * p < 0,001
versus Sal + E; ¥ p < 0,001 versus Sal + Veic.
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4.2 Efeitos da Administracdo Prolongada e Concomitante de Haloperidol e
Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato, Boticario) na Atividade Geral (ATG) e
no Comportamento Estereotipado (CE) de Ratos

4.2.1 Efeitos da Administracdo Prolongada e Concomitante de Haloperidol e

Vitamina E na ATG dos Animais

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos: Sal +
Veic, Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais foram tratados
prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia — 9:00 e as 17:00 horas) de acordo
com o seguinte esquema de tratamento:
1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais pela manha e a tarde
(1,0 ml/kg i.p.) e receberam o Veic somente no periodo da tarde
(5,0 mi/kg v.0.).
2. Sal + E: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 ml/kg i.p.) e administrou-
se a vitamina E apenas no periodo da tarde (500 mg/kg v.0.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo nos periodos da
manha e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veic somente a tarde
(5,0 ml/kg v.0).
4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos periodos da manha e

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

ApoGs a sexagésima injecdo do haloperidol, ou da salina, o tratamento foi
interrompido e os animais foram observados para a avaliagdo da ATG em um campo
aberto. Foram verificados os parametros de locomogéo (LO), levantar (LE), duracdo
de imobilidade (DI) e duragéo de limpeza (LIM). Este procedimento foi realizado aos

30 min., 24, 48, 72 e 96 horas (hs), apds a retirada do neuroléptico.
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Resultados

As Figuras 5 e 6 e as Tabelas 6 e 7 mostram as freqiiéncias de LO e LE,
enquanto que as Figuras 7 e 8 e as Tabelas 8 e 9 indicam a duragéo (s) de
imobilidade (DI) e de limpeza (LIM) de ratos tratados concomitantemente com
haloperidol e vitamina E.

Trinta minutos apdés a retirada do neuroléptico, observou-se uma
diminuicao significante das freqiiéncias de LO (Fig. 5 e Tab. 6) e de LE (Fig. 6 e Tab.
7) dos animais dos grupos Halo + E e Halo + Veic, além de um aumento significante
da DI (Fig. 7 e Tab. 8) em relagéo aos animais dos grupos Sal + Veic e Sal + E. Nao
foram observadas diferengas significantes quanto a duragdo de limpeza (LIM) dos
animais (Fig. 8 e Tab. 9).

Apds 24 hs, observou-se um aumento significante na LO (Fig. 5 e Tab. 6)
dos grupos Halo + E e Halo + Veic, quando comparados aos demais grupos. Néo
foram verificadas diferengas significantes entre nenhum grupo nos parametros LE
(Fig. 6 e Tab. 7) e DI (Fig. 7 e Tab. 8). Além disso, foi verificado um aumento
significante da LIM (Fig. 8 e Tab. 9) nos ratos do grupo Halo + E em comparagéo
com os animais do grupo Sal + E.

A observagéo dos animais, 48 hs apés a retirada do haloperidol, mostrou
um aumento significante da frequiéncia de LO (Fig. 5 e Tab. 6) dos animais do grupo
Halo + E e Halo + Veic em relagdo aos demais grupos e também, aumento do
parametro LE (Fig. 6 e Tab. 7) nos ratos do grupo Halo + E em comparagéo aos
animais dos grupos Sal + E e Sal + Veic. No parametro DI, (Fig. 7 e Tab. 8) houve
uma diminuigdo significante nos animais dos grupos Halo + E e Halo + Veic em
relagdo aos demais grupos. Além disso, verificou-se (Fig. 8 e Tab. 9) um aumento
significante da LIM nos animais do grupo Halo + E em relagdo aos demais grupos.

Apoés 72 hs da retirada do haloperidol, observou-se aumento significante no
parametro LO (Fig. 5 e Tab. 6) nos ratos dos grupos Halo + E e Halo + Veic, quando

comparados aos animais dos grupos Sal + E e Sal + Veic. Além disso, os animais do
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grupo Halo + E mostraram aumento significante do parametro LE (Fig. 6 e Tab. 7)
em relagdo aos animais do grupo Sal + E. No parametro DI (Fig. 7 e Tab. 8) nédo
foram observadas diferengas entre os grupos de animais. Quanto ao parametro LIM
(Fig. 8 e Tab. 9), houve aumento significante dos ratos do grupo Halo + E, em
comparagéo aos animais do grupo Sal + E.

Finalmente, 96 hs apds a retirada do neuroléptico, observou-se aumento
da frequéncia de LO (Fig. 5 e Tab. 6) nos animais do grupo Halo + E e Halo + Veic
em comparagao aos ratos do grupo Sal + E. Em relagéo ao LE (Fig. 6 e Tab. 7), DI
(Fig. 7 e Tab. 8) e LIM (Fig. 8 e Tab. 9), ndo foram verificadas diferengas entre todos

os grupos estudados.
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4.2.2 Efeitos da Administracdo Prolongada e Concomitante de Haloperidol e

Vitamina E no Comportamento Estereotipado (CE) Induzido por Apomorfina

Delineamento Experimental

Quarenta ratos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: Sal + Veic,
Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais foram tratados prolongadamente
por 30 dias (duas vezes ao dia, 9:00 e as 17:00 horas) de acordo com o seguinte
esquema de tratamento:
1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais pela manhd e a tarde
(1,0 ml/kg i.p.) e receberam o Veic somente no periodo da tarde
(5,0 mi/kg v.0.).
2. Sal + E: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 ml/kg i.p.) e administrou-
se a vitamina E apenas no periodo da tarde (500 mg/kg v.0.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo nos periodos da
manha e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veic somente a tarde
(5,0 ml/kg v.0).
4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos periodos da manhé e da

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

Decorridas 100 hs apds a retirada dos tratamentos, todos os animais foram
colocados em gaiolas metélicas individuais e receberam apomorfina (APQO) 0,6 mg/kg s.c.

para o registro do CE de acordo com a escala de SETLER et al. (1976).

Resultados

A Figura 9 e a Tabela 10, mostram o CE em ratos tratados com haloperidol
ou salina, concomitantemente a vitamina E ou ao veiculo por 30 dias. Os dados
estdo representados pela mediana das somatérias. Os resultados mostram que néo

foram verificadas diferencas significantes entre os grupos tratados.
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TABELA 10 - COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO DE RATOS TRATADOS
PROLONGADA E CONCOMITANTEMENTE COM HALOPERIDOL (1,0
mg/kg) E VITAMINA E (500 mg/kg). Os valores estéo representados pelas
medianas e respectivos intervalos.

TRATAMENTO MEDIANA DA SOMATORIA INTERVALO
Halo + E 32,0 (23 a 40)
Halo + Veic 27,0 (23 a 34)
Sal +E 245 (19 a 31)
Sal + Veic 24,0 (20 a 29)
[72]
o
3 HHalo + E
L;", OHalo + Veic
p mSal+E
kS B Sal + Veic
e
o]
=

FIGURA 9 - Comportamento estereotipado de ratos tratados prolongada e
concomitantemente com haloperidol (1,0 mg/kg) e vitamina E (500 mg/kg). Os
valores estéo representados pelas medianas. Kruskal-Wallis H(3,36) = 9,69.
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4.3 Efeitos da Administragdo Aguda de Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato,
Roche) na Atividade Geral (ATG) de Ratos Tratados Agudamente com

Haloperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos: Sal +
Veic, Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Os animais foram tratados no periodo da
manh&, de acordo com o seguinte procedimento:
1. Sal + Veic: administrou-se NaCl 0,9% (Sal - 1,0 ml/kg i.p.) e, apds 30
minutos os animais receberam o Veic (5,0 ml/kg v.0.).
2. Sal + E: inicialmente injetou-se Sal (1,0 mi/kg i.p.) e, decorridos 30
minutos, administrou-se a vitamina E (500 mg/kg v.o.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.) e
30 minutos apds receberem o Veic (5,0 mi/kg v.0).
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.0.).

Decorridos 30 minutos apds a segunda administragéo da vitamina E ou
veiculo, os animais foram colocados em um campo aberto (CA) para a observagéo

da ATG. Foram verificados os parametros LO, LE, DI e LIM.

Resultados

As Figuras 10, 11, 12 e 13 ilustram e as Tabelas 11, 12, 13 e 14 mostram
os efeitos decorrentes da administracdo aguda de haloperidol e vitamina E (Roche)
nas freqiéncias de LO, LE, DI e LIM. Os resultados indicam que a administragéo
aguda de haloperidol resultou num decréscimo significante da fungdo motora dos
animais dos grupos Halo + Veic e Halo + E, em comparagdo com aquela dos
animais dos grupos Sal + Veic e Sal + E. De fato, observou-se a reducdo das

freqiiéncias de LO (Fig. 10 e Tab. 11), de LE (Fig. 11 e Tab. 12) e reducgéo de LIM
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(Fig. 12 e Tab. 13), bem como aumento da DI (Fig. 13 e Tab. 14). Portanto, a

administragdo aguda da vitamina E nao alterou a ATG dos animais em um CA.

TABELA 11 - FREQUENCIA DE LOCOMOGCAO DE ANIMAIS

TRATADOS

AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500
mg/kg v.0.). Os valores estdo representados pelas médias e respectivos
desvios-padréo. A significancia esta representada junto ao grafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 5,9 176*%
Halo + Veic 5,0 10,1 * =
Sal+E 50,9 31,9
Sal + Veic 47,6 27,2

Freqiiéncia de LO

O Halo + E
OHalo + Veic
WSal+E

@ Sal + Veic

FIGURA 10 - Freqiiéncia de locomogdo de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 11,7.

* p < 0,001 versus Sal + E; © p < 0,001 versus Sal + Veic.



TABELA 12 - FREQUENCIA DE LEVANTAR DE ANIMAIS TRATADOS AGUDAMENTE
COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias e respectivos desvios-padrdo. A
significancia estéa representada junto ao grafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 25 6,5 * =
Halo + Veic 36 6,7 *%
Sal+E 21,7 11,2
Sal + Veic 22,2 16,5
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4

. HHalo + E

© -
®© OHalo + Veic
£ WSal +E

& H Sal + Veic
£

L.

FIGURA 11 - Freqiiéncia de levantar de animais tratados agudamente com haloperidol
(1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo representados pelas
médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 9,77. * p < 0,001 versus Sal + E;
% p < 0,001 versus Sal + Veic.



TABELA 13 - DURACAO DE IMOBILIDADE (SEGUNDOS) EM ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500
mg/kg v.0.). Os valores estéo representados pelas médias e respectivos
desvios-padréo. A significancia esta representada junto ao gréafico abaixo.
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TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 201,0 70,0 * =
Halo + Veic 197,0 63,4 * &
Sal+E 17,4 41,1
Sal + Veic 10,8 18,5
& &
~ 2504 * *
9,
[
ke)
4
% O Halo + E
g O Halo + Veic
P M Sal + E
o B Sal + Veic
S
{
-
(@

FIGURA 12 - Duragédo de imobilidade (segundos) em animais tratados agudamente
com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 41,59.

* p < 0,001 versus Sal + E; ¥ p < 0,001 versus Sal + Veic.
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TABELA 14 - DURACAO DE LIMPEZA (SEGUNDOS) EM ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E Vitamina E (500
mg/kg v.0.). Os valores estdo representados pelas médias e respectivos
desvios-padréo. A significancia esta representada junto ao gréafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 46 57*
Halo + Veic 2,6 2,9*%
wal+ 217 14,1
Sal + Veic 16,3 14,2
25+
@
o 20
0
% OHalo+ E
= 15+ OHalo + Veic
2 HSal +E
o 10- B Sal + Veic
S
o
a 5
0 -

FIGURA 13 - Duracéo de limpeza (segundos) em animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os valores estédo
representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey. F(3,36) = 7,55. * p <
0,001 versus Sal + E; ¥ p < 0,001 versus Sal + Veic.
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4.4 Efeitos da Administracdo Prolongada e concomitante de Haloperidol e
Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato, Roche) na Atividade Geral (ATG) e no
Comportamento Estereotipado (CE) de Ratos

441 Efeitos da Administracdo Prolongada e Concomitante de Haloperidol e

Vitamina E na ATG dos Animais.

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos: Sal +
Veic, Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais foram tratados
prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia — 9:00 e as 17:00 horas) de acordo
com o seguinte esquema de tratamento:
1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais pela manha e a tarde
(1,0 ml’kg i.p.) e receberam o Veic somente no periodo da tarde
(5,0 mi/kg v.0.).
2. Sal + E: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 mi/kg i.p.) e administrou-
se a vitamina E apenas no periodo da tarde (500 mg/kg v.0.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo nos periodos da
manha e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veic somente a tarde
(5,0 ml/kg v.0).
4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos periodos da manha e da

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

Apbs a sexagésima injecdo do halperidol, ou salina, o tratamento foi
interrompido e os animais foram observados para a avaliagdo da ATG em um campo
aberto. Foram verificados os parametros de LO, LE, DI e LIM. Este procedimento foi

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



Resultados

As Figuras 14 e 15 e as Tabelas 15 e 16 mostram os efeitos do Haloperidol
e da vitamina E nas frequéncias de LO e LE. As Figuras 16 e 17 e as Tabelas 17 e
18 mostram a DI e LIM de ratos tratados prolongadamente e concomitantemente
com estas drogas.

Apés 30 min. da retirada do neuroléptico, observou-se uma diminuigao
significante das frequiéncias de LO (Fig. 14 e Tab. 15) e de LE (Fig. 15 e Tab. 16)
dos animais dos grupos Halo + E e Halo + Veic, além de aumento significante da DI
(Fig. 16 e Tab. 17) em relagao aos animais dos grupos Sal + Veic e Sal + E. Quanto
a LIM (Fig. 17 e Tab. 18) nao foram verificadas diferengas entre os grupos de
animais estudados.

A observacgao dos animais 24 hs apés a retirada, mostrou que a locomogao
nao diferiu entre os grupos ( Fig. 14 e Tab. 15). Por outro lado, o grupo Halo + E
mostrou uma diminuigao significante no LE (Fig. 15 e Tab. 16) quando comparado aos
animais do grupo Halo + Veic. Nao foram observadas diferengas entre os demais
grupos. A DI (Fig. 16 e Tab. 17) foi significantemente menor nos animais do grupo
Halo + Veic, em comparagao aos ratos do grupo Sal + E. Quanto a LIM, nao foram
verificadas diferengas significantes entre os grupos de animais (Fig. 17 e Tab. 18).

A observagao dos animais, 48 hs apos a retirada do haloperidol, mostrou
diminuicao significante da frequiéncia de LO (Fig. 14 e Tab. 15.) dos animais do
grupo Halo + E em relagao aos ratos do grupo Halo + Veic. Além disso, o grupo Halo
+ E mostrou aumento significante deste parametro quando comparado com o grupo
Sal + E. Os ratos do grupo Halo + Veic, também mostraram aumento de LO em
comparagao aos animais dos grupos Sal + Veic e Sal + E. O LE (Fig. 15 e Tab. 16)
do grupo Halo + Veic foi significantemente maior em comparagao aos grupos Halo +
E, Sal + E e Sal + Veic. No parametro DI, (Fig. 16 e Tab. 17) houve uma diminuigao
desta medida dos ratos do grupo Halo + Veic em relagdao aos animais do grupo Sal +

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



Apés 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 + Veic. Mais ainda, o grupo Halo + E mostrou aumento do parametro em
relagao aos animais do grupo Sal + E. O LE (Fig. 15 e Tab. 16) do grupo Halo + Veic
foi significantemente maior em relagao aos grupos Halo + E, Sal + E e Sal + Veic. A
DI (Fig. 16 e Tab. 17) nao mostrou diferengas significantes entre os grupos de
animais. A analise da LIM (Fig. 17 e Tab. 18), mostrou aumento significante dos
ratos do grupo Sal + Veic, em comparagao com os grupos Sal + E e Halo + Veic.

Finalmente, 96 hs apds a retirada, verificou-se que as frequéncias de LO
(Fig. 14 e Tab. 15) dos animais do grupo Halo + Veic foram maiores que aquelas
dos ratos do grupo Sal + E. Em relagdo ao LE (Fig. 15 e Tab. 16), nenhuma
diferenca entre os grupos foi encontrada. Quanto a DI (Fig. 16 e Tab. 17), ndo foram
registradas diferengas significantes nos grupos estudados. Em relagao a LIM (Fig. 17
e Tab. 18), foi observado um aumento deste parametro nos ratos do grupo Sal +

Veic, em comparagao aos animais do grupo Sal + E.
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44.2 Efeitos do Tratamento Prolongado e Concomitantemente de Haloperidol
e Vitamina E na Avaliacaio de Comportamento Estereotipado (CE)

Induzido por Apomorfina

Delineamento Experimental

Quarenta ratos foram aleatoriamente divididos em 4 grupos: Sal + Veic,
Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais foram tratados prolongadamente
por 30 dias (duas vezes ao dia - 9:00 e as 17:00 horas) de acordo com o seguinte
esquema de tratamento:
1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais pela manha e a tarde
(1,0 ml/kg i.p.) os quais receberam o Veic somente no periodo da tarde
(5,0 mi/kg v.o.).
2. Sal + E: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 ml/kg i.p.) e administrou-
se a vitamina E apenas no periodo da tarde (500 mg/kg v.o0.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo nos periodos da
manha e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veic somente a tarde
(5,0 mi/kg v.o).
4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos periodos da manha e

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

Decorridas 100 h apés a retirada dos tratamentos, todos os animais foram
colocados em gaiolas metalicas 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
somatoérias dos escores do CE em animais tratados com o haloperidol ou salina

concomitantemente a vitamina E ou ao veiculo por 30 dias. Observou-se que o CE
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dos ratos dos grupos Halo + E e Halo + Veic, mostram um aumento significante em
relagcdo aqueles dos grupos Sal + E enquanto os ratos do grupo Halo + E diferem

ainda do grupo Sal + Veic.

TABELA 19 - COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO DE RATOS TRATADOS
PROLONGADA E CONCOMITANTEMENTE COM HALOPERIDOL (1,0
mg/kg) E VITAMINA E (500 mg/kg). Os valores estédo representados pelas
medianas e respectivos intervalos. A significancia esta representada junto
ao grafico abaixo.

TRATAMENTO MEDIANA DA SOMATORIA INTERVALO
Halo + E 36,5*% (27 a 41)
Halo + Veic 32,56% (28 a 46)
Sal+E 23,0 (17 a 33)
Sal + Veic 27,5 (23 a 33)

OHalo+ E
OHalo + Veic.
W Sal+E

E Sal + Veic.

Mediana de Escores

FIGURA 18 - Comportamento estereotipado de ratos tratados prolongada e
concomitantemente com haloperidol (1,0 mg/kg) e vitamina E (500 mg/kg). Os
valores estédo representados pelas medianas. Kruskal-Wallis H(3,36) = 20,83. * p < 0,05
versus grupo Sal + E, o p < 0,05 versus grupo Sal + Veic.



4.5 Efeitos da Vitamina E (d-l-a-Tocoferoi-Acetato, Roche) nas Freqiiéncias de
Protrusdo de lingua (PL) e de “Vacuous Chewing IVlovements”(VCIVI) de

Ratos Tratados Prolongadamente com Haloperidol

Delineamento Experimental

Foram utilizados 40 ratos divididos aleatoriamente em quatro grupos: Sal +
Veic Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais foram tratados
prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia - 9:00 e as 17:00 horas) de acordo
com o seguinte esquema de tratamento:
1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais pela manha e a tarde
(1,0 ml/kg i.p.) e o Veic somente no periodo da tarde (5,0 mi/kg v.o.).
2. Sal + E: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 mil/kg i.p.) e administrou-
se a vitamina E apenas no periodo da tarde (500 mg/kg v.o.).
3. Halo + Veic: inicialmente os animais receberam Halo nos periodos da
manha e da tarde (1,0 mg/kg i.p.) e receberam o Veic somente a tarde
(5,0 mi/kg v.o).
4. Halo + E: a este grupo foi administrado Halo nos periodos da manha e da

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

Apobs 48 e 72 horas da retirada do neuroléptico, os animais foram isolados
em gaiolas metalicas, e alternando-se os grupos, foram observados durante 5

minutos para a avaliagao 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 freqiiéncia de protrusao de lingua
(PL). Os dados mostram que nao houve diferenga significante em nenhuma das duas

sessoes analisadas. A Figura 20 e a Tabela 21 mostram os resultados do “vacuous
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chewing movements” (VCM). Estes resultados indicam que n&do houve diferenga

significante em nenhum grupo de animais nas sessdes avaliadas.

TABELA 20 - EFEITOS DA VITAMINA E (500 mg/kg) NAS FREQUENCIAS DE
PROTRUSAO DE LINGUA EM RATOS TRATADOS PROLONGADA E
CONCOMITANTEMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg). Os

valores estéo representados pelas médias e desvios-padréo.

TRATAMENTO 48h 72h
Halo + E 24+17 1,9+17
Halo + Veic 35+35 2.1+1.5
Sal +E 16+14 1,0+1,7
Sal + Veic 3,2+4,0 21+1,9
3,54
3_
S 25
3 '§ 2. EHalo + E
[ = P
‘g § 1,5 OHalo + Veic
o0 4 ESal +E
ks -
M Sal + Veic
0,5
04
48 h 72h
Sessdes

FIGURA 19 - Efeitos da vitamina E (500 mg/kg) nas freqiiéncias de protruséo de lingua
em ratos tratados prolongada e concomitantemente com haloperidol (1,0 mg/kg).
Os valores estdo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey.

F(3,36)4n = 0,81 € F(3,36)72n = 0,70.
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TABELA 21 - EFEITOS DA VITAMINA E (500 mg/kg) NAS FREQUENCIAS DE
“VACUOUS CHEWING MOVEMENTS” EM RATOS TRATADOS
PROLONGADA E CONCOMITANTEMENTE COM HALOPERIDOL
(1,0 mg/kg). Os valores estéo representados pelas médias e desvios-

padréo.
TRATAMENTO 48h 72h
Halo + E 12,4 +8,6 55+256
Halo + Veic 9,1+45 62+35
Sal+E 7,9+81 70+77
Sal + Veic 151 +11,6 54+47

O Halo + E
OHalo + Veic
HmSal +E

| Sal + Veic

48 h 72 h
Sessoes

FIGURA 20 - Efeitos da vitamina E (500 mg/kg) nas freqiiéncias de “vacuous
chewing movements” em ratos tratados prolongada e concomitantemente com
haloperidol (1,0 mg/kg). Os valores estéo representados pelas médias. Anova seguido
do teste de Tukey. F(3,36)4, = 1,43 e F(3,36)72, = 0,20.




4.6 Efeitos da Administragido Aguda de Vitamina C (Acido Ascoérbico, 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 periodo da manha, de acordo com o seguinte procedimento:
1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais e 30 minutos apés receberam
outra injecao de Sal (1,0 ml/kg i.p.).
2. Sal + C: injetou-se Sal (1,0 ml/kg i.p.) e 30 minutos apés, 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
apos 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 apo6s 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 apods receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente,
apo6s 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.), apés 30
minutos receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, apés 30

minutos receberam a vitamina E (500 mg/kg v.0.).

Decorridos 30 minutos ap6s a ultima administragao de cada grupo, os
animais foram colocados em um campo aberto (CA) para a observagao da ATG.

Foram verificados os parametros de LO, LE, DI e LIM.



Resultados

As Figuras 21 e 22 e as Tabelas 22 e 23 mostram os efeitos da
administragao aguda de haloperidol, vitamina C e vitamina E nas frequéncias de LO
e LE, enquanto que as Figuras 23 e 24 e as Tabelas 24 e 25 mostram a DI e de LIM.
Os resultados indicam que o haloperidol administrado agudamente resultou em uma
diminuicao significante da LO (Fig. 21 e Tab. 22) e do LE (Fig. 22 e Tab. 23) em
comparagao 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 a DI (Fig. 23 e Tab. 24), verificou-se um aumento significante nos ratos dos
grupos que receberam haloperidol em comparagao aos ratos que receberam salina.
Também, observou-se um aumento deste parametro 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 duragcdo de LIM dos animais, este parametro foi
significantemente menor nos animais que receberam haloperidol em comparagao
aos animais dos grupos Sal + C e Sal + C + E. Finalmente, observou-se um aumento
significante deste pardmetro nos animais do grupo Sal + C em comparagao aos

ratos do grupo Sal + Sal.



TABELA 22 - FREQUENCIA DE LOCOMOGCAO DE ANIMAIS TRATADOS AGUDAMENTE
COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.), VITAMINA C (50 mg/kg i.p.) E
VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo representados pelas médias
e respectivos desvios-padrdo. A significancia estd representada junto ao

gréfico abaixo.
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TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO

Sal + Sal 81,0 18,8

Sal +C 69,8 22,2

Halo + Sal 4,0 6,6 * %%

Halo + C 3,4 9,0* %%

Sal+C+E 63,8 22,8

Halo+C +E 0,4 12%%%
- @ Sal + Sal
;’ @ESal+C
g B Halo + Sal
g OHalo + C
“é W Sal+C+E
& B Halo+C+E

FIGURA 21 - Freqiiéncia de locomogdo de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.), vitamina C (50 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.).
Os valores estdo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey.
F(3,36) = 58,2. * p < 0,001 versus Sal + C ; ® p < 0,001 versus Sal + Sal; * p < 0,001

versus Sal+C +E.



TABELA 23 - FREQUENCIA DE LEVANTAR DE ANIMAIS TRATADOS AGUDAMENTE
COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.), VITAMINA C (50 mg/kg i.p.) E
VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo representados pelas médias
e respectivos desvios-padrédo. A significancia estd representada junto ao
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gréfico abaixo.
TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO

Sal + Sal 29,0 8,3

Sal+C 334 11,5

Halo + Sal 1,0 1,4* %%

Halo + C 1,9 50 %@

Sal+C+E 19,3 8,1 %™

Halo + C +E 0,3 0,9*= %
" @ Sal + Sal
.;,.I @Sal+C
g B Halo + Sal
S EHalo +C
2 W Sal+C+E
L;Q_ B Halo+C+E

FIGURA 22 - Freqiiéncia de levantar de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.), vitamina C (50 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.).
Os valores estdo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey.

F(3,36) = 45,5. * p < 0,001 e p < 0,05 versus Sal + C ; ¥ p < 0,001 e p < 0,05 versus
Sal + Sal; * p < 0,001 versus Sal + C +E.



TABELA 24 - DURACAO DE IMOBILIDADE (SEGUNDOS) DE ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.), VITAMINA C (50
mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo representados
pelas médias e respectivos desvios-padréo. A significAncia esté representada

junto ao grafico abaixo.
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50

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Sal + Sal 8,5 13,8
Sal+C 9,0 9,9
Halo + Sal 218,8 18,5 * ¥ %
Halo+C 240,0 38,1 *¥ ¥
Sal+C+E 26,3 20,1
Halo+C +E 258,6 31,4*@ %%
300+
z
g 250, B Sal + Sal
[0
B 200 ESal + C
2 B Halo + Sal
£ 1501 HHalo + C
()]
5 100+ BSal+C+E
8. B Halo+C+E
g
poe |
a

OJ

FIGURA 23 - Duracado de imobilidade (segundos) de animais tratados agudamente
com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.), vitamina C (50 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg
v.0.). Os valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey.
F(3,36) = 263,8. * p < 0,001 versus Sal + C ; ® p < 0,001 versus Sal + Sal; * p < 0,001
versus Sal+C +E; * p<0,01 versus Halo + Sal.
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TABELA 25 - DURACAO DE LIMPEZA (SEGUNDOS) DE ANIMAIS TRATADOS
AGUDAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.), VITAMINA C (50
mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo representados

pelas médias e
representada junto ao grafico abaixo.

respectivos desvios-padréo.

A significancia esta

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO

Sal + Sal 11,9 6,3

Sal+C 26,8 19,37 ©

Halo + Sal 6,6 6,1%

Halo + C 3,6 87 *%

Sal+C+E 18,5 12,9

Halo +C +E 37 50%*%
% mSal + Sal
® ESal+C
g B Halo + Sal
= EHalo + C
s B Sal+C+E
'g B Halo+C+E
a

FIGURA 24 - Duragédo de limpeza (segundos) de animais tratados agudamente com
haloperidol (1,0 mg/kg i.p.), vitamina C (50 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.).
Os valores estdo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Tukey.
F(3,36)=7,1. * p < 0,01 e p < 0,001 versus Sal + C ; ® p < 0,05 versus Sal + Sal;

*p<0,05versus Sal+C +E.



4.7 Efeitos da Administracido Prolongada e Concomitante de Haloperidol,
Vitamina C (Acido Ascoérbico, Roche) e Vitamina E (d-l-a-Tocoferol,

Roche) na ATG e no CE de Ratos

4.7.1 Efeitos da Administracao 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 as 17:00
horas) de acordo com o seguinte esquema de tratamento:
1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais no periodo da manha e da
tarde (1,0 ml/kg i.p.). Ap6s 30 minutos, este procedimento foi repetido.
2. Sal + C: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 ml/kg i.p.) e 30
minutos apo6s cada inje¢ao, 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 apés
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 apoés receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).
5. Sal + C + E: inicialmente os animais receberam pela manha a Sal
(1,0 ml/kg i.p.), € 30 minutos apds receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.).
No periodo da tarde, administrou-se a Sal (1,0 mg/kg i.p.), 30 minutos
apo6s receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.). Finalmente, apés
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.), € 30 minutos
apos receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). No periodo da tarde,

administrou-se o Halo (1,0 mg/kg i.p.), e ap6s 30 minutos receberam a



vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, ap6s 30 minutos receberam a

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

Apés a sexagésima injecao do haloperidol, ou salina, o tratamento foi
interrompido e os animais foram observados para a avaliagao da ATG em um campo
aberto. Foram verificados os parametros de LO, LE, DI e LIM. Este procedimento foi

realizado aos 30 min., 24, 48, 72 e 96 hs apés 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 frequiéncias de LO e LE. As Figuras 27 e 28 e as
Tabelas 28 e 29 ilustram a duragao (s) de imobilidade (DI) e de limpeza (LIM) de
ratos tratados prolongadamente e concomitantemente com estas drogas.

Apés 30 min. da retirada do neuroléptico, observou-se uma diminuigao
significante das frequiéncias 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 DI destes (Fig. 27 e Tab. 28) em relagao aos animais dos grupos
Sal + Sal, Sal + C e Sal + C + E. Mais ainda, a LIM (Fig. 28 e Tab. 29) nao foi
alterada em todos os tratamentos.

A observacgao dos animais 24 hs apés a retirada, mostrou que a locomogao
(Fig. 25 e Tab. 26) foi significantemente maior nos ratos dos grupos Halo + Sal
quando comparados aos animais dos grupos Sal + Sal, Sai+ Ce Sal+ C + E. Em
adicao, os dados mostram um aumento significante deste parametro dos ratos dos
grupos Halo + C e Halo + C + E em comparagao aos animais dos grupos Sal + C e
Sal + C + E. Quanto ao LE (Fig. 26 e Tab. 27), ndo foram observadas diferengas
entre os grupos. A DI (Fig. 27 e Tab. 28) foi significantemente menor nos animais
dos grupos Halo + Sal, Halo + C e Halo + C + E em comparag¢ao aos ratos do grupo

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



animais dos grupos Sal + Sal e Sal + C. Quanto a LIM, nao foram verificadas
diferencgas significantes nos grupos de animais estudados (Fig. 28 e Tab. 29).

A observagdo dos animais, 48 hs apés a retirada do haloperidol, mostrou
aumento significante da freqiiéncia de LO (Fig. 25 e Tab. 26) dos animais do grupo
Halo + Sal em relagdao aos ratos que receberam salina. Além disso, os ratos do
grupo Halo + C + E mostraram aumento significante deste parametro 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
parametro DI, (Fig. 27 e Tab. 28) houve uma diminuigao significante dos animais dos
grupos Halo + Sal e Halo + C e Halo + C + E em relagdo aos animais do grupo Sal +
C + E, o qual ainda foi significantemente maior em relagao aos ratos do grupo Sal +
Sal. A LIM (Fig. 28 e Tab. 29) nao foi alterada em todos os tratamentos.

Apobs 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
comparagao aos animais do grupo Sal + C + E. Nao foram observadas diferencas
entre todos os grupos de animais nos parametros LE (Fig. 26 e Tab. 27) e LIM (Fig. 28
e Tab. 29). Quando se analisou o efeito dos tratamentos na DI (Fig. 27 e Tab. 28) foi
obsen/ado aumento significante nos animais do grupo Sal + C + E em comparagao
aos demais grupos estudados.

Finalmente, 96 hs apés a retirada, verificou-se que as frequéncias de LO
(Fig. 25 e Tab. 26) dos animais do grupo Halo + Sal foram significantemente maiores
em comparagao com aquelas observadas nos ratos dos grupos Sal+C e Sal+C + E.
Nao foram registradas diferengas significantes entre os grupos estudados nos

parametros LE (Fig. 26 e Tab. 27), DI (Fig. 27 e Tab. 28) e LIM (Fig. 28 e Tab. 29).
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4.7.2 Efeitos do Tratamento Prolongado e Concomitantemente de
Haloperidol, Vitamina C e Vitamina E na Avaliagcdo 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 as 17:00 hs), de acordo com o seguinte procedimento:

1. Sal + Sal: administrou-se Sal aos animais no periodo da manha e da
tarde (1,0 ml/kg i.p.). Ap6s 30 minutos, este procedimento foi repetido.

2. Sal + C: injetou-se Sal pela manha e a tarde (1,0 ml/kg i.p.) e 30 minutos
apos cada inje¢ao, 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 apés
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 apo6s receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.).

5. Sal + C + E: inicialmente os animais receberam pela manha a Sal
(1,0 ml/kg i.p.), € 30 minutos apés receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.).
No periodo da tarde, administrou-se a Sal (1,0 ml/kg i.p.), 30 minutos
apos receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). Finalmente, apés
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 apo6s receberam a vitamina C (50 mg/kg i.p.). No periodo da
tarde, administrou-se o Halo (1,0 mg/kg i.p.), € 30 minutos apés
receberam a vitamina 0 (50 mg/kg i.p.). Finalmente, apés 30 minutos

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

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

foram colocados em gaiolas metalicas 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 estao representados pela mediana das somatodrias. Os resultados

mostram que nao foram verificadas diferengas significantes entre os grupos tratados.



TABELA 30 - COMPORTAMENTO ESTEREOTIPADO DE RATOS TRATADOS
PROLONGADA E CONCOMITANTEMENTE COM HALOPERIDOL
(1,0 mg/kg), VITAMINA E (500 mg/kg) E VITAMINA C (50 mg/kg). Os
valores estéo representados pelas medianas e respectivos intervalos.

TRATAMENTO MEDIANA DA SOMATORIA INTERVALO
Sal + Sal 28,0 (24 a 35)
Sal+C 28,0 (18 a 36)
Halo + Sal 35,0 (18 a 45)
Halo +C 33,0 (27 a 41)
Sal + C +E 31,0 (23 a 36)
Halo+C +E 32,0 (24 a 44)
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Mediana de Escores

@ Sal + Sal
ESal+C

B Halo + Sal
HdHalo + C
B Sal+C+E
B Halo+C+E

FIGURA 29 - Comportamento estereotipado de ratos tratados prolongada e
concomitantemente com haloperidol (1,0 mg/kg), vitamina E (500 mg/kg) e vitamina C
(50 mg/kg). Os valores estéo representados pelas medianas. Kruskal-Wallis H(3,36) = 7,79.
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4.8 Efeitos da Administracdo Prolongada e Concomitante de Haloperidol e
Vitamina E (d-l-a-Tocoferol-Acetato, Roche) na Atividade das Enzimas

Antioxidantes

4.8.1 Efeitos da Administracdao Prolongada e Concomitante de Haloperidol e
Vitamina E na Determinacdo de GSH, GSSG e na Avaliacdo da Razédo
GSSG/GSH

Delineamento Experimental

Foram utilizados 36 ratos tratados como a seguir descrito, e que foram
divididos em 4 grupos: Sal + Veic, Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os
animais foram tratados prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia, 9:00 e as
17:00 horas) de acordo com o0 seguinte tratamento:

1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais (n = 10, 1,0 ml/kg i.p.). A

tarde, repetiu-se este procedimento e apdés 30 minutos receberam o
Veic (5,0 mi/kg v.0.).

2. Sal + E: injetou-se Sal aos animais (n = 7, 1,0 mi/kg i.p.). A tarde os
animais receberam Sal e apds 30 minutos, administrou-se a vitamina E
(500 mg/kg v.0.).

3. Halo + Veic: os animais (n = 10) receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.). As
17:00 hs este procedimento foi repetido e decorridos 30 minutos,
injetou-se o Veic (5,0 ml/kg v.0).

4. Halo + E: a este grupo (n = 9) foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.). A
tarde os ratos foram injetados novamente com haloperidol e apés 30

minutos injetou-se a vitamina E (500 mg/kg v.0.).
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Decorridas 72 horas apds a retirada do haloperidol, ou salina, os animais
foram sacrificados e seus cérebros foram dissecados conforme o procedimento

descrito no item 3.4.1.

Resultados

As Figuras 30, 31 e 32 e as Tabelas 31, 32 e 33 mostram a determinagdo
da GSH, GSSG, e da razdo GSSG/GSH respectivamente nos estriados de ratos
tratados com haloperidol ou salina, concomitantemente a vitamina E ou veiculo por
30 dias. Os valores estdo representados pelas médias. Em relagédo ao GSH (Fig. 30
e Tab.31), foi registrado aumento significante desta enzima nos estriados dos ratos
do grupo Sal + E em comparagdo aos animais dos grupos Sal + Veic e Halo + E.
Além disso, os resultados mostram diminuicdo de GSSG (Fig. 31 e Tab.32) nos
estriados dos animais do grupo Halo + E em comparagédo ao grupo Sal + E. Quando
se analisou a razdo GSSG/GSH (Fig. 32 e Tab. 33) ndo foram observadas

diferencgas significantes entre os grupos de animais.



TABELA 31 -AVALIACAO DA GLUTATIONA TOTAL (GSH) NO ESTRIADO DE
ANIMAIS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM HALOPERIDOL
(1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias e respectivos desvios-padréo. A significancia
esté representada junto ao gréafico abaixo.
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TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 1,041 0,211 &
Halo + Veic 1,128 0,224
Sal +E 1,296 0,100 *
Sal + Veic 1,021 0,202
1,4-
S 1.2
8 1l OHalo +E
o [OHalo + Veic
3 0.8 mSal+E
g_ 0,61 @ Sal + Veic
~r 0’4_
o
1) 0,2
0_

Figura 30 - Avaliacdao da glutationa total (GSH) no estriado de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan. * p < 0,05
versus Sal + Veic. «p < 0,05 versus Sal + E.
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TABELA 32 - DETERMINAGCAO DA GLUTATIONA OXIDADA (GSSG) NO ESTRIADO
DE ANIMAIS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM HALOPERIDOL
(1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias e respectivos desvios-padréo. A significancia
esta representada junto ao gréfico abaixo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 0,402 0,044 %
Halo + Veic 0,417 0,032
Sal+E 0,445 0,026
Sal + Veic 0,413 0,024
0,45
_8 0,44 -
g 0’43< EHalo + E
oy .
E 0,42 O Halo + Veic
S WSal+ E
£ 041, mSal + Veic
% 0,4 7
» 0,394
O
0,38

Figura 31 - Determinacéo da glutationa oxidada (GSSG) no estriado de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan. = p < 0,05

versus Sal +E.
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TABELA 33 - DETERMINACAO DA RAZAO GSSG/GSH NO ESTRIADO DE
ANIMAIS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM HALOPERIDOL
(1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo
representados pelas médias e respectivos desvios-padréo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 0,406 0,122
Halo + Veic 0,382 0,076
Sal+E 0,345 0,028
Sal + Veic 0,422 0,107
T
8 Halo + E
) OHalo + Veic
2 mSal+E
(3 [ Sal + Veic
WU
N
(0]
14

Figura 32 - Determinacdo da razao GSSG/GSH no estriado de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan.
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4.8.2 Efeitos da Administracdao Prolongada e Concomitante de Haloperidol e
Vitamina E na Determinacdo da Glutationa Peroxidase (GSH-Px), da
Superéxido Dismutase (SOD) e da Catalase (CAT)

Delineamento Experimental

Foram utilizados 36 ratos tratados como a seguir descrito, € que foram
divididos em 4 grupos: Sal + Veic, Sal + E, Halo + Veic e Halo + E. Todos os animais
foram tratados prolongadamente por 30 dias (duas vezes ao dia, 9:00 e as 17:00 horas)
de acordo com o seguinte tratamento:

1. Sal + Veic: administrou-se Sal aos animais (n = 10, 1,0 ml/kg i.p.). A

tarde, repetiu-se este procedimento e apds 30 minutos receberam o
Veic (5,0 mi/kg v.0.).

2. Sal + E: injetou-se Sal aos animais (n = 7, 1,0 ml/kg i.p.). A tarde os
animais receberam Sal e apds 30 minutos, administrou-se a vitamina E
(500 mg/kg v.0.).

3. Halo + Veic: os animais (n = 10) receberam Halo (1,0 mg/kg i.p.). As
17:00 hs este procedimento foi repetido e decorridos 30 minutos,
injetou-se o Veic (5,0 ml/kg v.0).

4. Halo + E: a este grupo (n = 9) foi administrado Halo (1,0 mg/kg i.p.). A
tarde os ratos foram injetados novamente com haloperidol e apés 30

minutos injetou-se a vitamina E (500 mg/kg v.o0.).

Decorridas 72 apos a retirada do neuroléptico, ou salina, os animais foram
sacrificados e seus cérebros foram dissecados conforme o procedimento descrito no
item 3.4.1.

Resultados

As Figuras 33, 34 e 35 e as Tabelas 34, 35 e 36 mostram a determinagéo da

GSH-Px, SOD e da CAT, respectivamente nos cortex de ratos tratados com haloperidol
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ou salina, concomitantemente a vitamina E ou veiculo por 30 dias. Os valores estdo
representados pelas médias. Os resultados mostram que nenhuma diferenga nas
dosagens da GSH-Px (Fig. 33 e Tab. 34), da SOD (Fig. 34 e Tab. 35) e da CAT (Fig. 35

e Tab. 36) foi observada nos animais submetidos a esses tratamentos.

TABELA 34 - AVALIACAO DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GSH-PX) NO
CORTEX DE ANIMAIS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM
HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estdo representados pelas médias e respectivos desvios-

padréo.
TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 1,472 0,259
Halo + Veic 1,549 0,229
Sal +E 1,601 0,276
Sal + Veic 1,599 0,244

1,62
1,60
1,581
1,561
1,54
1,52
1,50+
1,481
1,46-
1,44
1,421
1,40

OHalo + E

O Halo + Veic
WSal + E

@ Sal + Veic

GSH-Px (U/mg proteina)

Figura 33 - Avaliacdo da glutationa peroxidase (GSH-Px) no cértex de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estdo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan.



95

TABELA 35 - AVALIACAO DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) NO CORTEX DE
ANIMAIS TRATADOS PROLONGADAMENTE COM HALOPERIDOL

(1,0 mg/kg i.p.) E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estdo
representados pelas médias e respectivos desvios-padréo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO

Halo + E 1807,076 691,667

Halo + Veic 2095,040 1042,322

Sal +E 1578,007 722,563

Sal + Veic 2008,647 806,376
a
% OHalo + E
° OHalo + Veic
> mSal+E
g @ Sal + Veic
=)
O
)

Figura 34 - Avaliacao da superéxido dismutase (SOD) no cértex de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan.



TABELA 36 - DETERMINACAO DA CATALASE (CAT) NO CORTEX DE ANIMAIS
TRATADOS PROLONGADAMENTE COM HALOPERIDOL (1,0 mg/kg i.p.)
E VITAMINA E (500 mg/kg v.0.). Os valores estéo representados pelas
médias e respectivos desvios-padréo.

TRATAMENTO MEDIAS DESVIOS-PADRAO
Halo + E 466,701 56,029
Halo + Veic 518,398 95,410
Sal+E 482,959 65,914
Sal + Veic 523,394 102,396
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Figura 35 - Determinagdo da catalase (CAT) no coértex de animais tratados
prolongadamente com haloperidol (1,0 mg/kg i.p.) e vitamina E (500 mg/kg v.0.). Os
valores estéo representados pelas médias. Anova seguido do teste de Duncan.




5 DISCUSSAO



DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a vitamina E modificou os efeitos do
haloperidol dependendo da sua procedéncia, da duragao do tratamento empregado
e do modelo animal utilizado para detectar as adaptagées neurobiolégicas que
ocorrem durante o desenvolvimento da supersensibilidade dopaminérgica.

No tratamento agudo, independentemente da procedéncia {Boticario ou
Roche), a vitamina E nao alterou os efeitos do haloperidol em relagao a atividade
geral dos animais.

No tratamento prolongado realizado com haloperidol + vitamina E
(Boticario), a vitamina E foi ineficaz na redugdao da supersensibilidade
dopaminérgica. Fato contrario ao encontrado na literatura, pois diversos autores ja
descreveram os efeitos dessa vitamina na atenuagdo de sinais comportamentais
como a estereotipia induzida por apomorfina (GATTAZ et al., 1993) e na redugao 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 administragcao prolongada de
vitamina E (Roche) na supersensibilidade dopaminérgica induzida por haloperidol,
verificamos uma atenuacao significante da locomogao dos ratos do grupo Halo + E
em comparagao ao grupo Halo + Veic as 48 horas, além da reducao significante do
levantar do grupo Halo + E em relagcao aos ratos do grupo Halo + Veic as 24, 48 e
72 horas. Estes animais foram ainda avaliados quanto a frequéncia de VCM e PL.
Nossos dados indicam que, nas nossas condicdes experimentais, nao houve
aumento destes parametros nos grupos tratados com haloperidol em comparagao ao
grupo salina tanto as 48 como as 72 horas.

A associacao de dois agentes antioxidantes (Vitamina C e Vitamina E) foi
avaliada no experimento onde estudamos os efeitos deste possivel sinergismo na
supersensibilidade dopaminérgica. Os experimentos da administragdo aguda da

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



imobilidade dos animais, o grupo Halo + C + E mostrou aumento significante deste
parametro, indicando uma potencializagao do efeito depressor e nao uma redugao
deste, conforme esperado. Os resultados do tratamento prolongado mostram a
supersensibilidade dopaminérgica pelo aumento da locomogao dos animais do
grupo Halo + Veic em comparagao ao grupo Sal + Veic, e que o tratamento com a
vitamina C aparentemente bloqueou este aumento, ou seja, nao se observaram
diferencgas significantes entre os grupos Halo + C e Halo + C + E em comparagao ao
grupo Sal + Sal.

A avaliagao das enzimas antioxidantes mostrou que as enzimas corticais
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e superéxido dismutase (SOD) nao
foram alteradas, quer pelo tratamento com o haloperidol, quer pela vitamina E. Por
outro lado, nossos resultados mostram ainda que a avaliagao estriatal da GSSG
(glutationa oxidada) foi significantemente reduzida no grupo Halo + E em
comparagao ao grupo Sal + E. Neste sentido, a GSH (glutationa total) também foi
reduzida significantemente nos grupos Halo + E e Halo + Veic em comparagao ao
grupo tratado com Sal + E. Entretanto, a razao GSSG/GSH nao foi alterada pelos
tratamentos, tanto com o haloperidol, como com a vitamina E.

A administragdo 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, observagdes anteriores realizadas com
o proprio 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 alteragoes compdrtamentais e,

portanto, a supersensibilidade, decorrentes de uma adaptacao plastica do sistema



dopaminérgico central, provavelmente ao nivel de seus receptores. Este tipo de
supersensibilidade obtida ap6s bloqueio prolongado dos receptores pés-sinapticos,
foi classificada por TRENDELENBURG (1966), como do tipo pds-sinaptico ou por
“desnervacgao”.

Apesar da hipotese da supersensibilidade dopaminérgica ser a mais
diretamente relacionada a etiologia da DT ha mais de trés décadas, novas teorias,
como a da degeneracgao neuronal devida aos efeitos neurotéxicos dos radicais livres,
tém sido estudadas e, até o momento, nao podem ser descartadas. De fato, como
sugerido por PALERMO-NETO & FRUSSA-FILHO (2000), ambas nao sao
conflitantes e podem representar uma somatéria de fatores desencadeantes que
conduzem a alteragdes neuronais que resultam na DT.

Nesta linha de raciocinio, o haloperidol é considerado um neuroléptico
toxico para diversas culturas celulares (BEHL et al., 1995,1996). A adicdao de
haloperidol a cultura de células piramidais HT22 resultou em alteragées morfolégicas
que se iniciaram aproximadamente 6 horas apés a administragao desse neuroléptico
e resultaram em morte celular em torno de 20 horas apés o tratamento com 100 uM
(POST et al., 1998). Além disso, este medicamento foi capaz de aumentar os niveis
de peroxidagao lipidica em ratos (SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993) e em
humanos (LOHR et al., 1990; PAl et al., 1994).

Os efeitos agudos da vitamina E foram observados em cultura de células
neuronais, as quais foi adicionado haloperidol. Este resultado indica que este
antioxidante foi capaz de atenuar as alteragées morfolégicas induzidas por esse
neuroléptico nessas células (BEHL et al., 1995).

Os dados acima mostram que sob o aspecto neuroquimico, a vitamina E foi
eficaz em atenuar a toxicidade do haloperidol, entretanto, o mesmo nao se pode dizer
com relagao aos parametros comportamentais analisados no presente trabalho.

Nossos resultados dos experimentos da administragdo aguda e
concomitante de haloperidol e vitamina E mostram que, independentemente da

procedéncia deste antioxidante (Boticario ou Roche), o haloperidol reduziu a



locomocgao dos ratos (Figs. 1 e 10), o levantar (Flgs. 2 e 11) e aumentou a DI (Figs. 3
e 12). Enquanto a duragao de limpeza (Figs. 4 e 13) foi significantemente reduzida
nos grupos tratados com haloperidol. O tratamento com vitamina E nao reverteu os
efeitos depressores deste neuroléptico. Mais ainda, a administragdao de vitamina E
aos ratos do grupo Sal + E nao diferiu em nenhum dos parametros analisados em
comparagao aos ratos do grupo controle.

Esta ineficacia da vitamina E na atenuagao dos efeitos comportamentais do
haloperidol é de dificil explicagao, 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 ha uma relagao dose-dependente na prote¢cao 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 razao 2:1.
Todavia, tal hipotese nao parece se correlacionar aos efeitos comportamentais do
haloperidol e da vitamina E, pois no presente trabalho a razao foi de 5:1. Uma
hipétese alternativa pode estar associada a diferengas farmacocinéticas entre estes
dois compostos. De fato, conforme sugerido por GATTAZ et al. (1993), o haloperidol
poderia cruzar a barreira hemato-encefalica mais rapidamente que a vitamina E.
Esta hipotese somente podera ser avaliada apés a determinagao sérica e cerebral
dos niveis deste antioxidante, mas nos parece, até o momento, a mais plausivel
para explicar a auséncia de efeitos, mesmo em altas doses, apés administragao
aguda da vitamina E.

Os resultados do tratamento prolongado com haloperidol e vitamina E
mostram que a procedéncia desta vitamina alterou os dados. Assim, a frequéncia de
locomocgao dos ratos tratados prolongadamente com haloperidol (Fig. 5) mostrou que 30
minutos apos a retirada abrupta desse neuroléptico, verificou-se redugao significante
deste parametro. Entretanto, 24, 48 e 72 horas apos a retirada, estes animais exibiram
um aumento significante deste parametro em comparagdao aos animais tratados
prolongadamente com salina, o qual é um indicativo da supersensibilidade

dopaminérgica. Contrariamente ao esperado, a vitamina E (Boticario) ndo atenuou este



fendmeno conforme sugere GATTAZ et al. (1993). O parametro levantar (Fig. 6)
também foi significantemente reduzido nos grupos de ratos tratados com haloperidol
aos 30 minutos da retirada do neuroléptico em compara¢ao 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 sessao 48 como na sessao
72 horas em comparagao aos animais que foram tratados com salina. Este fato
surpreendente nos parece indicar que, neste caso, a vitamina E potencializou a
supersensibilidade dopaminérgica. Nao sabemos como explicar este dado até o
presente momento, que nao tem nenhum subsidio na literatura para entendimento do
fato. Com relagcao ao parametro DI (Fig. 7), verificou-se que 30 minutos apds a retirada,
ambos grupos tratados com haloperidol exibiram aumento significante em comparagao
com os ratos que receberam salina, corroborando o efeito depressor do neuroléptico. A
supersensibilidade dopaminérgica foi observada somente as 48 horas, quando os ratos
dos grupos Halo + E e Halo + Veic mostraram redugao significante desta variavel. Este
fato, confirma a observagao da supersensibilidade na locomog¢ao de ambos os gmpos.
O parametro limpeza (Fig. 8), analisado nestes animais mostrou aumento significante
somente nos ratos do grupo Halo+E em comparagao aos animais do grupo controle,
nas sessoes 24, 48 e 72 horas apo6s a retirada do haloperidol. Na Figura 9 pode-se
observar o efeito destes tratamentos no comportamento estereotipado induzido por
apomorfina nos ratos estudados as 100 horas apods a interrupgao dos tratamentos. Os
resultados mostram que neste periodo nao houve diferenga significante entre os grupos
avaliados, indicando uma redugao natural na supersensibilidade dopaminérgica em
receptores dopaminérgicos centrais.

A avaliagao dos efeitos da vitamina E procedente da Roche, mostrou uma
reducao nos parametros comportamentais indicativos da supersensibilidade
dopaminérgica. Assim, a frequéncia de locomog¢ao (Fig. 14) indicou que aos 30
minutos apds a retirada dos tratamentos houve uma reducgao significante deste
parametro nos grupos de animais tratados com haloperidol em comparagao aos.

grupos tratados com salina. Por outro lado, tanto nas sessdes de observacao dos



animais as 48, 72 e 96 horas verificamos um aumento significante da locomog¢ao dos
ratos do grupo Halo + Veic em comparagao aos animais do grupo controle, enquanto
os ratos do grupo Halo + E exibiram somente diferenga significante entre os grupo
Sal + E. De modo relevante, verificamos que as 48 horas, ha uma reducao
significante da locomog¢ao do grupo Halo + E em comparagao ao grupo Halo + Veic.
Este fato corrobora muitos estudos da literatura, que indicam ser este antioxidante
capaz de atenuar a DT e portanto a supersensibilidade dopaminérgica central. O
parametro levantar (Fig. 15) também foi significantemente reduzido aos 30 minutos
nos animais tratados com haloperidol em comparacao aos ratos que receberam
salina. Nas sessoées 24, 48 e 72 horas, nossos resultados mostram uma redugao
significante deste parametro dos animais do grupo Halo + E quando comparados
aos ratos do grupo Halo + Veic. Mais ainda, somente ﬁo grupo Halo + Veic houve
um aumento significante do levantar em comparagdo aos grupos que receberam
salina, quando observados 48 e 72 horas. A DI ilustrada na Figura 16, mostra um
aumento significante desta variavel nos animais que receberam haloperidol quando
comparados aos'grupos tratados com salina. Além disso, a observagao dos animais
as 24 e 48 horas indica que houve uma redugao significante do grupo Halo + Veic
em comparagao ao grupo Sal + E. Quando avaliamos a LIM (Fig 17) dos animais,
observamos uma reduc¢ao significante deste parametro nos grupos Halo + Veic e
Sal + E em comparagao ao grupo Sal + Veic as 72 horas e do grupo Sal + E em
relagdao ao controle as 96 horas. Finalmente a observacado do CE (Fig. 18) mostrou
aumento significante dos movimentos orofaciais induzidos pela apomorfina nos
grupos que receberam haloperidol em comparagao ao grupo Sal + E e dos ratos do
grupo Halo + E em comparagao ao controle.

Os dados acima apresentados mostram que a procedéncia 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 (Boticario ou Roche) sdo acetato de a-tocoferol, e que as

demais variaveis foram mantidas nas mesmas condi¢cdes (experimentador.



haloperidol, ratos), uma possivel explicacdao para as diferengas encontradas em
relagao a atenuagao da supersensibilidade, pode envolver o veiculo empregado. De
fato, na vitamina E procedente do Boticario, o veiculo utilizado foi xarope de glicose,
enquanto na forma oriunda da Roche, o veiculo foi 6leo. Todavia, tais veiculos nao
foram diferentes dos animais tratados com salina nos dois experimentos realizados.
De qualquer modo, os ultimos resultados {vitamina E - Roche) foram muito
promissores e por esta razao, optamos por trabalhar somente com esta procedéncia.

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 ai., 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 ha mais de cinco anos e os trataram com vitamina E (400 - 1600 Ul)
durante 20 semanas. Os dados mostram que nao houve alteragao significante dos
movimentos discinéticos avaliadados pela AIMS (GUY, 1976). Nesta linha, SHRIQUI
et al. (1992) também mostraram que a vitamina E (400 Ul) administrada trés vezes
ao dia durante 6 semanas a 27 pacientes avaliados pela AIMS (com faixa etaria
média de 42,9 anos e com DT ha mais 10 anos), ndao resultou em melhora dos
sintomas da DT em comparagao 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 nao afetou os VCM
e PL induzidos pela flufenazina.

Por outro lado, muitos autores demonstraram a eficacia 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 etarias e portadores de DT ha intervalos
de tempo muito diferentes (5 a 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 ragao durante trés semanas)

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

cohcomitantemente a vitamina E atenuou a expressdao da supersensibilidade

dopaminérgica avaliada através da observagao de movimentos orofaciais induzidos
pela apomorfina (0,25 mg/kg). Além disso, TAKEUCHI et al. (1998) mostraram que a

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

os movimentos faciais induzidos pelo haloperidol.

Com relagdao ao nosso experimento, nao encontramos até o momento,
nenhum trabalho que tenha avaliado os parametros da ATG em animais
supersensiveis e que receberam vitamina E. Deste modo, nossos resultados sao
inéditos e indicativos da redugdo da supersensibilidade e sugestivos da redugao 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 espontianeos, ndo verificamos
efeitos deste antioxidante.

A Figura 19 ilustra os efeitos da vitamina E na protrusao de lingua de ratos
tratados prolongadamente com haloperidol e avaliados tanto as 48 como as 72 horas
apods a retirada abrupta do neuroléptico. Os resultados mostram que nao houve
diferencga significante entre os animais que receberam haloperidol e aqueles tratados
com salina. Em adigao, a observagao dos VCM (Fig. 20) mostra que os resultados
foram similares aos encontrados para a PL. Uma possivel explicagao para este fato
pode estar relacionada ao fato do grupo controle apresentar alta frequéncia destes

movimentos orofaciais nas nossas condi¢gdes experimentais. Embora este modelo



animal de DT seja considerado por alguns autores como o modelo que mais se
assemelha a fisiopatologia da DT, nossos dados nao confirmam esta assertiva. Embora,
WADDINGTON (1990) e ANDREASSEN & JORGENSEN (1995) ressaltaram que os
movimentos orofaciais encontrados nos ratos sao similares aqueles 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 estagios iniciais do
tratamento com neuroiépticos.

Alguns autores mostram que o nivel da vitamina E no plasma de pacientes
esquizofrénicos é baixo (LIDAY ety al., 1995; McCREADIE et al., 1995), e 0 mesmo
pode ser mencionado para a vitamina C (HERJANIC, 1973; SUBOTICANEC et al.,
1990). Portanto, a combinacdao de um protetor lipidico 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 eficacia (BEHL,
1999; MAHADIK et al., 2001). Neste sentido, PACKER et al., (1979), relatam que o
acido ascorbico pode regenerar a forma oxidada da vitamina E, e dessa forma
contribuir na defesa antioxidante. Muitos autores relatam uma interagao entre a
vitamina C e os receptores dopaminérgicos. Deste modo, DORRIS (1987)
demonstrou que esta vitamina interfere com a ligagdao 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 razoes optamos por avaliar este
sinergismo nas nossas condigdes experimentais.

No experimento 4.6 avaliamos os efeitos do sinergismo vitamina C +
vitamina E agudamente. Os dados mostram que a locomogao (Fig. 21 e Tab.22), a
frequéncia de levantar (Fig. 22 e Tab. 23) e a duragao 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 parametro DI avaliado nos ratos (Fig. 23 e Tab. 24)
mostrou que os grupos que receberam haloperidol exibiram um aumento significante
em comparagao aos animais dos grupos que foram tratados com salina. Entretanto,
somente neste parametro, verificamos um aumento significante da DI dos ratos do
grupo Halo + C + E em relagao aquele 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 (acido ascérbico) 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 agao téxica 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 redugao desta enzima
nos animais tratados por este neuroléptico. Mais ainda, estes pesquisadores
verificaram que a administragdo simultdnea de vitamina C (125 ou 500 mg/kg)
preveniu o decréscimo da tirosina hidroxilase. Neste sentido, ANGELIS (1995)
relatou que a administragcdao aguda da vitamina C (250 mg/kg) 15 minutos antes da
injecao de antipsicoéticos diminuiu os parametros de locomoc¢ao e levantar de
camundongos em comparagcao 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 acao do haloperidol na
Indugdo 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 a vitamina E e ao haloperidol, mostram que a frequéncia de



locomogdo, (Fig. 25) aos 30 minutos da retirada do neuroléptico, foi
significantemente reduzida nos animais tratados com haloperidol em comparagao
aos animais tratados com salina, independentemente da associagdo com os
antioxidantes. Por outro lado, houve um aumento significante deste parametro as
24 horas nos animais do grupo tratado com Halo + Sal em comparagao aos animais
tratados com Sal + Sal. Além disso, as 48 horas verificou-se um aumento da
locomogao 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 ultimas sessGes de observagcao comportamental,
verificamos dois fatos relevantes: primeiro os animais retirados de haloperidol
desenvolveram supersensibilidade (Halo + Sal), segundo, a vitamina C atenuou este
fenémeno (Halo + C), embora nao tenha ocorrido efeito sinergistico entre os dois
antioxidantes (Halo + E+ C). As 72 horas apés a retirada do neuroléptico, observou-
se um aumento significante na locomog¢ao nos animais dos grupos tratados com
haloperidol em comparagao aos animais do grupo Sal + C + E, enquanto que as 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 parametro levantar
(Fig. 26), somente foram verificadas diferengas significantes aos 30 minutos e as 48
horas da retirada do neuroléptico. Assim, verificou-se uma diminuigao significante
deste parametro aos 30 minutos nos animais dos grupos que receberam haloperidol
quando foram comparados aos animais que receberam salina. Interessantemente,
observou-se que as 48 horas houve um aumento significante dos ratos tratados com
Halo + Sal, em comparagao aos animais dos grupos Halo + C + E. Este dado indica
que o sinergismo entre as duas vitaminas reduziu a expressao da supersensibilidade
dopaminérgica central. De acordo com nosso recente levantamento bibliografico esta
é a primeira descrigao deste fato, o qual sugere uma nova abordagem terapéutica
para o tratamento farmacolégico da DT. A Figura 27 mostra a DI, e pode-se verificar
que aos 30 minutos apés a retirada do neuroléptico houve um aumento significante

deste parametro nos animais tratados com haloperidol, quando comparados aos



animais que receberam salina. Os dados, tanto as 24, 48 e 72 horas, mostram um
aumento significante da DI nos animais do grupo Sal + C + E, em comparagao aos
demais grupos de animais. A duracao de limpeza, ilustrada na Figura 28, mostra que
nao houve diferenca 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 a vitamina E e/ou
vitamina C. Verificou-se, com esses dados, que nao houve diferenga significante
deste comportamento entre os grupos de animais estudados.

Na inativagcdo de um agente oxidante ocorre produciao de GSSG e
deplecdo de GSH-Px. Em situagdes em que o sistema de oOxido-redugcao esta
integro, havera recuperacao da GSH. Entretanto, sob condicoes de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o
consumo de GSH e a producao de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O haloperidol causa aumento do furnover dopaminérgico tanto em
humanos como em ratos (SCATTON, 1977; MACKAY et al., 1982), e por esta razao
acredita-se que este neuroléptico induz ao estresse oxidativo por aumentar a
geracao do peroxido de hidrogénio (H202) como conseqiiéncia do metabolismo das
catecolaminas (CADET et al.,, 1986; MAHADIK & MUKHERJEE, 1996; SAGARA,
1998). Outra possivel 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,
BARRIENTOSV et al. (1998) descrevem o haloperidol como potencial inibidor do
complexo | e V da atividade mitocondrial. |

Nossos resultados mostram que a GSH (Fig. 30) avaliada no estriado de
ratos 72 horas apoés a retirada do haloperidol nao diferiu do grupo de ratos controle,
mas somente dos animais do grupo Sal + E. Isto sugere que, nas nossas condigoes
experimentais, o haloperidol nao alterou os niveis de GSH. Este fato ndo corrobora

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



demonstraram o efeito do haloperidol na redugdo do GSH em diversas regides do
cérebro de ratos. Mais ainda, PAI et ai. (1994) também observaram os niveis
enzimaticos no fluido cérebro-espinhal de humanos tratados com haloperidol, nos
quais a deplecao de GSH foi associada com o aumento da peroxidagao lipidica
(PAI et al., 1994). Nesta linha, SAGARA (1998) mostrou que os niveis de GSH foram
significantemente reduzidos em cultura primarias de neurdénios e em células |
hipocampais HT22; mesmo em baixas doses (10 e 20j]aM) o GSH foi reduzido em
40% nas células HT22.

A avaliagao da forma oxidada da glutationa (GSSG), ilustrada na Figura 31,
mostra que nao houve diferengca entre os grupos que receberam haloperidol e o
grupo controle. Indicando que o haloperidol nao alterou a GSSG. Somente os ratos
do grupo Halo + E mostram reducgao significante quando comparados aqueles do
grupo Sal + E, sendo que este ultimo grupo nao diferiu do controle. Mais ainda, a
razao GSSG/GSH, a qual segundo FERREIRA & MATSUBARA (1997) é
considerada o parametro que melhor caracteriza o estresse oxidativo, nao 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
enzimatico, assim tanto a GSH-Px como a SOD sao expressos em quantidades
maiores que a catalase (SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993). Este espectro
de defesa enzimatica sugere que o cérebro seja eficiente em metabolizar o
superoxido, mas tenha dificuldade em eliminar o peréxido de hidrogénio produzido
por esta reagao (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 nao houve alteragao nesta
enzima, embora exista uma reduc¢ao nao significante nos ratos do grupo Halo+ E e
Halo + Veie em comparagao os animais tratados com salina. Este fato é sugestivo de
que a producao de H202 deve estar ainda sob controle das defesas antioxidantes, pois

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



inativagao do peroéxido de hidrogénio. Nesta diregao, ABDALLA et ai. (1986) mostraram
que esta enzima também nao foi alterada em pacientes esquizofrénicos em tratamento
com neurolépticos e na retirada deste. Em adigao, BUCKMAN et al. (1990) também
mostraram que a atividade da GSH-Px plaquetaria nao foi correlacionada com o
tratamento neuroléptico. Por outro lado, YAO et al. (1998) verificaram que a atividade
eritrocitaria da SOD e da GSH-Px foi significantemente aumentada em pacientes
esquizofrénicos no periodo sem droga. Todavia, conforme indicam estes ultimos
autores, ainda nao se sabe se este efeito do haloperidol sobre as enzimas SOD e GSH-
Px é direto ou indireto através da produc¢ao de radicais superéxido.

A determinagao da SOD cortical (Fig.34) mostrou que no presente estudo,
nao verificamos alteracao nesta enzima antioxidante. ABDALLA ET AL. (1986)
mostraram que, similarmente a GSH-Px, a SOD também nao foi alterada em
pacientes esquizofrénicos 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 esquizofrénicos retirados de haloperidol (17-82 dias) em
comparagao com aquela de pacientes normais e esquizofrénicos em tratamento em
com neurolépticos e na retirada deste. Como citado acima, ainda nédo 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
regides cerebrais associadas ao decréscimo na peroxidagao lipidica. De grande
importancia sdao os dados de YAMADA et al. (1997) que mostraram que pacientes
discinéticos tém reducao na atividade da SOD em comparagao a pacientes tratados
com neurolépticos sem discinesia tardia. Nesta linha, HORI et al. (2000) também
encontraram uma significante diferenga na distribuicdo genotipica na SOD de
pacientes esquizofrénicos com e sem discinesia tardia. Mais ainda, estes ultimos
autores verificaram tanto um aumento dos radicais livres como redugao 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 avaliagdo de enzimas antioxidantes, pois a escassez de



trabalhos nessa area dificulta a comparagcao aos presentes dados. Uma possivel
explicagdo para isso reside no fato de que a DT é resultante de tratamento com
neurolépticos ha muito anos, enquanto os modelos animais sao resultados de dias
de tratamento com neurolépticos. Assim, ndo encontramos na literatura estudos que
associam modelos de discinesia tardia e a dosagem de enzimas antioxidantes. Em
adicao, outro fator que interfere com a nossa interpretagcao dos dados é que as
enzimas CAT, SOD e GSH-Px foram avaliados no coértex, enquanto a GSH, GSSG e
a razdo GSSG/GSH foram quantificados no estriado.

Além disso, considerando todos os fatores de risco associados a
precipitacdao dos movimentos discinéticos nao se pode correlacionar a etiologia da
DT a diminuicao dos sistemas de defesas antioxidantes. De fato, a ampla maioria
dos.trabalhos que sugerem a vitamina E como uma nova abordagem terapéutica no
tratamento desta sindrome, baseiam-se na atenuagao parcial desses movimentos
em pacientes.

Tomados em conjunto, nossos dados nos levam a sugerir que a hipétese
da neutotoxicidade devida a um aumento da produgado de radicais livres pode
participar ativamente do fendmeno 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 critica importante a esta hipétese é
que a sintomatologia agrava-se na privagao do tratamento com neurolépticos.

Futuros experimentos poderao auxiliar no entendimento destas questoes.
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CONCLUSOES

* A administragao aguda da vitamina E (Boticario ou Roche) em ratos nao
interferiu com os efeitos agudos do haloperidol, observados através do
registro da atividade geral (ATG) em um campo aberto.

. A administragcdo prolongada da vitamina E (Boticario)
concomitantemente ao haloperidol, resultou em um aumento
significante do LE nos animais do grupo Halo + E em comparagao aos
animais que receberam salina. Além disso, a administragado prolongada
desta vitamina ndo atenuou o comportamento estereotipado (CE) de
ratos induzido por apomorfina.

* A administragao prolongada e concomitante de vitamina E (Roche) e
haloperidol, resultou em uma atenuagao significante da supersensibilidade
de receptores dopaminérgicos, expressa pela redugado da LO e do LE em
comparagdo aos ratos que receberam Halo + Veic. Porém, a
administragao prolongada deste antioxidante nao alterou o CE de ratos
induzido por apomorfina, nem alterou as freqiiéncias de protrusao de
lingua e de “vacuous chewing movements” de animais tratados
prolohgadamente com haloperidol.

* A administragcao aguda de vitamina C (Roche) e vitamina E (Roche)
concomitantemente ao haloperidol potencializou o efeito deste
neuroléptico, devido ao aumento significante da DI dos animais do
grupo Halo + C + E em comparagao aos animais do grupo Halo + Sal.

* A administragcao prolongada de vitamina C (Roche) e vitamina E
(Roche) concomitantemente ao haloperidol, resultou em uma atenuagao
significante da supersensibilidade de receptores dopaminérgicos,
expressa pela diminuicado do LE em comparagdo aos ratos que
receberam Halo + Sal. Porém, estes antioxidantes nao alteraram o CE

de ratos induzido por apomorfina.



* A administragdao prolongada e concomitante de vitamina E (Roche) e
haloperidol reduziu significantemente a atividade de GSH dos animais
dos grupos Halo + E e Sal + Veic em comparagao aos animais Sal + E.
Mais ainda, o tratamento prolongado com essa vitamina reduziu
significantemente o GSSG dos animais do grupo Halo + E em
comparagado aqueles do grupo Sal + E. Porém, nao foi verificada
diferenga na razao GSSG/GSH entre os animais dos grupos avaliados.
Além disso, os tratamentos realizados nao alteraram a atividade das

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

Estes resultados nos levam a sugerir que a hipétese da degeneragao
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 atenuagao
da supersensibilidade dopaminérgica de ratos tratados prolongadamente com

haloperidol.
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