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RESUMO

O haloperidol — antagonista dopaminérgico D2 — age sobre a via nigroestriatal induzindo
catalepsia, um estado de imobilidade similar a bradicinesia observada na doenca de Parkinson
(DP). Por isso, a catalepsia induzida por haloperidol em roedores é utilizada como modelo para
estudo dos comprometimentos motores da DP. A bradicinesia na DP parece estar relacionada
ao estado emocional do paciente, por exemplo, pacientes imdveis capazes de realizar
movimentos repentinos quando expostos a estimulos aversivos, fenbmeno conhecido como
cinesia paradoxica. Assim, € de grande interesse o0 estudo da relacéo entre a catalepsia e estados
emocionais em ratos. Nesse sentido, em estudo anterior, iniciamos a avaliagdo dos efeitos da
apresentacdo de estimulos aversivos no exato momento da exposicdo de ratos ao teste de
catalepsia, com resultados apontando para uma possivel atenuacdo do estado cataléptico. O
presente estudo deu continuidade a tal avaliacdo. Na primeira etapa, realizamos um estudo de
revisdo sistematica da literatura a fim de identificar publicacdes que relatam o uso da catalepsia
induzida por haloperidol como modelo animal para o parkinsonismo, e de explorar as
caracteristicas metodologicas e as principais questdes abordadas nesses estudos. Na segunda
etapa, em um estudo experimental, investigamos os efeitos de estimulos aversivos
condicionados e incondicionados sobre a catalepsia induzida por haloperidol. Para isso, 162
ratos Wistar machos receberam administracdo intraperitoneal de salina ou haloperidol (1 ou 2
mg/kg) e foram avaliados no teste de catalepsia. Trés experimentos foram realizados, com
intuito de: I. Avaliar a intensidade do estado cataléptico induzido pelas diferentes doses de
haloperidol ao longo do tempo; Il. Avaliar os efeitos de trés tipos de estimulos aversivos
incondicionados — ruido de 75 dB (1 e 20 s de duracdo), luz de 100 lux (1 e 20 s) ou choque nas
patas de 0,6 mA (1 s) — sobre a catalepsia; Ill. Avaliar os efeitos dos estimulos aversivos
condicionados luz e som (previamente pareados a chogues) sobre a catalepsia. A catalepsia foi
o principal efeito produzido pelo haloperidol sendo observada nas duas doses utilizadas. A
exposicdo aos estimulos som e luz incondicionados ndo causaram efeitos significativos na
catalepsia em comparacao ao préprio grupo antes de receber o estimulo (linha de base) ou em
comparagdo ao grupo ndo estimulado. Por outro lado, a exposi¢do ao choque causou reducéo
significativa na laténcia para a retirada das patas durante o teste de catalepsia em comparacao
ao proprio grupo antes de receber o estimulo. A exposi¢do ao medo condicionado ao som ndo
alterou a catalepsia. J& a exposi¢do ao medo condicionado a luz reduziu de maneira significativa
a catalepsia, tanto para o grupo que recebeu luz e choques de forma pareada quanto ndo pareada
durante o treino. Os resultados sugerem que o efeito sobre a catalepsia induzida por haloperidol
é dependente da modalidade/intensidade dos estimulos aversivos utilizados. A exposicéo,
durante o teste de catalepsia, a choques ou luzes previamente associadas a choques € capaz de
romper o estado cataléptico, apontando para um modelo com validade de face para estudo da
cinesia paradoxica.

Palavras-chave: bradicinesia; doenca de Parkinson; estado emocional; dopamina; antagonista
D2; ratos.



WAKU, | (2021). Effects of exposure to immediate aversive stimuli on haloperidol-induced
catalepsy: possible animal model for paradoxical kinesia. Master’s Thesis in Psychology,
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ABSTRACT

Haloperidol — a dopaminergic D2 antagonist — acts on the nigrostriatal pathway inducing
catalepsy, a state of immobility similar to the bradykinesia of Parkinson's disease (PD).
Therefore, haloperidol-induced catalepsy in rodents is used as a model for the study of PD
motor impairments. The bradykinesia in PD appears to be related to the patient's emotional
state, for example, immobile patients capable of performing sudden movements when exposed
to aversive stimuli, a phenomenon known as paradoxical kinesia. Thus, it is of great interest to
study the relationship between catalepsy and emotional states in rats. In this sense, in a previous
study, we started to assess the effects of the presentation of aversive stimuli at the exact moment
of exposure of rats to the catalepsy test, with results pointing to a possible attenuation of the
cataleptic state. The present study continued this evaluation. In the first stage, we conducted a
study of systematic literature review in order to identify publications that report the use of
haloperidol-induced catalepsy as an animal model for parkinsonism, and to explore the
methodological characteristics and the main issues addressed in these studies. In the second
stage, in an experimental study, we investigated the effects of unconditioned and conditioned
aversive stimuli on haloperidol-induced catalepsy. For this, 162 male Wistar rats received
intraperitoneal administration of saline or haloperidol (1 or 2 mg/kg) and were evaluated in the
catalepsy test. Three experiments were carried out in order to: I. Assess the intensity of the
cataleptic state induced by the different doses of haloperidol over time; Il. Evaluate the effects
of three types of unconditioned aversive stimuli - 75 dB noise (1 and 20 s of duration), 100 lux
light (1 and 20 s), or 0.6 mA footshocks (1 s) - on the catalepsy; I11. Evaluate the effects of light
and sound conditioned aversive stimuli (previously paired with shocks) on catalepsy. Catalepsy
was the main effect produced by haloperidol and observed in the two doses used. Exposure to
unconditioned sound or light stimuli did not cause significant effects on catalepsy compared to
the group itself before receiving the stimulus (baseline) or compared to the non-stimulated
group. On the other hand, exposure to shock caused a significant reduction in the latency to
remove the paws during the catalepsy test compared to the group itself before receiving the
stimulus. Exposure to fear conditioned using sound did not alter catalepsy. Exposure to fear
conditioned using light significantly reduced catalepsy, both for the group that received light
and shocks in a paired and non-paired manner during training. The results suggest that the effect
on haloperidol-induced catalepsy is dependent on the modality/intensity of the aversive stimuli
used. Exposure, during the catalepsy test, to shocks or lights previously associated with shocks
is capable of disrupting the cataleptic state, pointing to a model with face validity for the study
of paradoxical kinesia.

Keywords: bradykinesia; Parkinson’s disease; emotional state; dopamine; D2 antagonist; rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEUROTRANSMISSAO DOPAMINERGICA

A dopamina é um neurotransmissor pertencente a familia das catecolaminas,
constituindo mais da metade das catecolaminas do sistema nervoso central e estando presente
em diversas estruturas encefalicas (BRANDAO; COIMBRA, 2018; MISSALE et al., 1998;
STANDAERT; GALANTER, 2009). A sintese da dopamina tem inicio com a captacdo ativa
de L-tirosina que, pela acdo da enzima tirosina hidroxilase, é transformada em Levodopa (L-
Dopa) e, posteriormente, pela acdo da L-Dopa descarboxilase, em dopamina. A dopamina é
armazenada em vesiculas no interior dos neurdnios e, com a chegada do potencial de acéo, €
liberada por processo de exocitose (GRAEFF; GUIMARAES, 2005). Com isso, a dopamina
pode atuar nos receptores dopaminérgicos, que sdo proteinas transmembrana pertencentes a
familia de receptores metabotropicos acoplados a proteina G (BRANDAO; COIMBRA, 2018;
GRAEFF; GUIMARAES, 2005).

Existem cinco receptores dopaminérgicos farmacologicamente distintos, esses que estéo
agrupados em duas familias com base em seus efeitos opostos em determinadas cascatas de
sinalizacdo intracelular. A familia D1 é composta pelos receptores D1 e D5 que s&o excitatorios,
favorecendo a despolarizacdo neuronal. A familia D2 é composta pelos receptores D2, D3 e D4
que sdo inibitorios, causando hiperpolarizacdo (STANDAERT; GALANTER, 2009). Os
receptores D1 e D2 sdo altamente expressos no estriado, onde exercem papel no controle motor.
Os receptores D3 sdo altamente expressos no sistema limbico, enquanto os receptores D4 foram
localizados no cértex frontal, diencéfalo e tronco encefalico. Ja os receptores D5 sdo expressos
em baixos niveis, principalmente no hipocampo, tubérculo olfatério e hipotalamo
(STANDAERT; GALANTER, 2009).

Em éareas cerebrais especificas, neurbnios dopaminérgicos encontram-se em maior
concentra¢do, como na substancia negra, na area tegmental ventral e no hipotalamo. Essas areas
se conectam a outras através de vias dopaminérgicas, como a via tuberoinfundibular, a
mesolimbica, a mesocortical e a nigroestriatal. A via tuberoinfundibular se origina no nucleo
arqueado do hipotalamo e projeta-se para a glandula pituitaria, regulando a secrecdo de
hormdnios como a prolactina. A via mesolimbica projeta-se da area tegmental ventral a
estruturas limbicas, estando envolvida na modulacdo de aspectos emocionais, percepgao e
recompensa. A via mesocortical projeta-se da area tegmental ventral através do cortex cerebral,

estando envolvida na modulacdo de aspectos cognitivos, aprendizagem e memoria, e
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motivagdo. Ja a via nigroestriatal tem projecdo entre a substancia negra e o estriado, estando
envolvida no controle da postura e do movimento (CIVELLI et al., 1993; DUTY; JENNER,
2011; STANDAERT; GALANTER, 2009) (Fig. 1). Dessa forma, a dopamina esta associada a
diversas fungbes como recompensa, memoria, aten¢do, motivacdo e controle motor (WISE,
2004).

Nigroestriatal - Movimento

. Cortex
Cerebral + Cognigao
Mesocortical + Aprendizagem e Memdria
+ Motivacgao

Para o estriado

e

Hipotilamo

+ Emocgéo
Mesolimbica . Percepgao

+ Recompensa

Tubero-

infundibular Regulacéo hormonal

Talamo

Area tegmental ventral Substéncia Negra

Figura 1- Representacdo esquematica das vias dopaminérgicas nigroestriatal (vermelha), mesocortical (verde),
mesolimbica (azul) e tuberoinfundibular (roxo). Criado com BioRender.com.

O comprometimento das vias dopaminérgicas pode ocasionar diversas desordens, sendo
que esse comprometimento pode estar associado com 0 aumento da neurotransmissdo
dopaminérgica ou com a reducdo da mesma. O desenvolvimento da esquizofrenia, por exemplo,
parece estar relacionado com niveis desregulados da neurotransmissao dopaminérgica na via
mesocorticolimbica. Por outro lado, a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia
negra pode levar a uma reducdo de cerca de 80% do conteido dopaminérgico no estriado,
ocasionando sintomas caracteristicos de desordens parkinsonianas, como tremores e
bradicinesia (lentiddo, dificuldade de planejar, iniciar e executar movimentos) (STANDAERT;
GALANTER, 2009; BERARDELLI et al., 2001; JANKOVIC, 2008).

1.2 DOENCA DE PARKINSON E OUTRAS DESORDENS PARKINSONIANAS

Existe um vasto numero de desordens que envolvem uma ou mais caracteristicas como
tremor, rigidez, instabilidade postural e bradicinesia e o termo clinico utilizado para referencia-
las é parkinsonismo. Quando o parkinsonismo é parte proeminente das desordens, essas s&o

nomeadas desordens parkinsonianas. As desordens parkinsonianas podem ser degenerativas e
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causadas por um processo desconhecido ou por uma causa genética clara, ou nao degenerativas
estando relacionadas com efeitos de toxinas, distdrbios metabolicos ou drogas (DICKSON,
2012).

Dentre as desordens parkinsonianas degenerativas estdo a atrofia multisistémica, a
paralisia supranuclear progressiva e a doenca de Parkinson (DP) (DICKSON, 2012). A
classificacdo dessas desordens é feita principalmente de acordo com 0s mecanismos
moleculares subjacentes, sendo que a maioria se enquadra com base no acimulo patolégico das
proteinas celulares tau, como a paralisia supranuclear progressiva, ou da proteina pré-sinaptica
alfa-sinucleina, como a DP (DICKSON et al., 2009). Embora existam diferencas entre as
desordens, essas tém como denominador comum a perda de neurdnios dopaminérgicos na via
nigroestriatal (DICKSON, 2012; STANDAERT; GALANTER, 2009).

A DP é a principal causa de parkinsonismo em idosos, influenciando substancialmente
na qualidade de vida dos pacientes. Atualmente, o tratamento farmacoldgico para a DP tem se
concentrado principalmente na terapia de reposi¢do, aumentando a sinalizacdo dopaminérgica
com o uso de drogas como o precursor da dopamina levodopa (L-DOPA, L-34-
dihidroxifenilalanina), agonistas dopaminérgicos e inibidores da monoamina oxidase (MAO)-
B (que previnem o metabolismo da dopamina) (KALIA; LANG, 2015; MEISSNER et al., 2011,
POEWE; MAHLKNECHT, 2009; STANDAERT; GALANTER, 2009).

A DP é uma desordem neurodegenerativa progressiva e se manifesta principalmente
através de sintomas motores, como tremores, rigidez, lentiddo dos movimentos caracterizada
pela incapacidade de iniciar um movimento em particular, e tendéncia de manter postura de
imobilidade, como quando 0os membros permanecem em uma postura imposta externamente
(DICKSON, 2012; JANKOVIC, 2008; LORENC; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996). No
entanto, além dos sintomas motores, a DP esta associada a sintomas ndo motores como
alteragdes cognitivas e emocionais, por exemplo, apatia, depressao e ansiedade (CHAGAS et
al., 2009; DISSANAYAKA et al., 2010; JANKOVIC, 2008). Especificamente, pacientes com
DP apresentam alta prevaléncia de transtornos de ansiedade (DISSANAYAKA et al., 2010),
no entanto, os aspectos relacionados a esse processamento emocional alterado ainda sdo pouco
estudados.

Ao longo do curso da DP, além da perda de neurénios dopaminérgicos na substancia
negra, também foi observada a perda de neurdnios dopaminérgicos na area tegmental ventral
(ALBERICO; CASSELL; NARAYANAN, 2015; BLASZCZYK, 2017; REMY et al., 2005;
WALSH; BENNETT, 2001), que é o ponto inicial da via mesocorticolimbica e, como

explicitado anteriormente, essa via esta envolvida na modulacdo de aspectos emocionais e
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cognitivos. Além disso, a via mesocorticolimbica esta associada ao processamento e regulacdo
das respostas relacionadas ao medo/ansiedade (DE OLIVEIRA et al., 2006, 2009, 2011, 2014).
Dessa forma, pode-se supor que a deterioragao observada nessa via torne os individuos com DP
vulneraveis ao desenvolvimento de transtornos de ansiedade.

Alguns estudos vém investigando a possivel relacdo entre os sintomas motores e a
ansiedade, mais especificamente a existéncia de influéncia emocional sobre os aspectos
motores da DP. Nesse sentido, os resultados do estudo realizado por Dissanayaka e
colaboradores (2010) apontam para uma associacao entre ansiedade e aumento dos sintomas
motores, de modo que transtornos de ansiedade estariam associados com disfung¢Ges no andar
e imobilidade. Por outro lado, Glickstein e Stein (1991) e Jankovic (2008) apontam para uma
associacdo entre aumento da ansiedade e diminuicdo dos sintomas motores, considerando que
apesar de sintomas motores graves, alguns pacientes podem ocasionalmente realizar
movimentos inesperadamente rapidos, precisos e até mesmo habilidosos. Esse fenbmeno é
conhecido como cinesia paradoxica e em alguns casos parece ser provocado por emocdes
intensas como medo ou raiva ou até mesmo por estimulos visuais repentinos (GLICKSTEIN;
STEIN, 1991; JANKOVIC, 2008). De qualquer forma, ainda ndo esta elucidado se a relacdo
entre os sintomas motores e a ansiedade decorreriam da baixa qualidade de vida ocasionada
pela gravidade dos sintomas motores, ou se seria um subproduto das alteragfes neuroquimicas
da propria desordem.

Para o presente estudo, o fendmeno da cinesia paraddxica é de particular interesse. Ele
sugere, por exemplo, que os pacientes com DP tenham programas motores intactos, mas tenham
dificuldade de acessa-los sem estimulacéo sensorial externa (CLARK; SACREY; WHISHAW,
2009; JANKOVIC, 2008). Pouco se sabe, entretanto, acerca das bases neurais envolvidas na
cinesia paraddxica e a investigacao a respeito desse fenémeno ¢ limitada. Dessa forma, 0 uso
de modelos animais pode vir a auxiliar no entendimento das bases neurais envolvidas na cinesia
paradoxica podendo, futuramente, embasar pesquisas clinicas que visem aprimorar a
movimentacdo dos pacientes com PD (JANKOVIC, 2008; TONELLI et al., 2018).

1.3 MODELOS ANIMAIS PARA PARKINSONISMO

Modelos animais sdo frequentemente empregados na ciéncia basica, auxiliando desde a
compreensdo de mecanismos subjacentes a doencas, até o desenvolvimento e avaliacdo de

novas terapias ou vacinas, contribuindo para avangos na medicina (BARRE-SINOUSSI, 2015;



16

GAMBER, 2018). De maneira geral, os modelos animais devem preencher critérios de validade
e esses critérios podem ser divididos em validade de face, que leva em consideracdo as
semelhancas entre os sintomas observados em humanos e 0s comportamentos expressos pelo
modelo animal; validade preditiva, que é avaliada pela capacidade do modelo animal de
responder a tratamentos de forma comparavel aos pacientes; e validade de constructo, avaliada
pelas semelhancgas dos mecanismos fisiopatologicos entre as espécies (BELZUNG; LEMOINE,
2011; DENAYER; STOHR; ROY, 2014; MARKOU et al., 2009; WILLNER, 1984). No
entanto, apesar da existéncia de critérios de validade, a disponibilidade de modelos
experimentais que simulem as principais caracteristicas patoldgicas e fenotipicas dos disturbios
parkinsonianos ainda é uma necessidade.

Nesse sentido, na busca pelos mecanismos subjacentes ao parkinsonismo bem como por
novas terapias, diversos modelos animais vém sendo frequentemente empregados. Dentre 0s
principais modelos, os farmacolgicos de dano seletivo da via dopaminérgica nigroestriatal tém
sido amplamente utilizados, principalmente através do uso da 6-OHDA (6-hidroxidopamina)
em ratos e da MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) em primatas ndo-humanos
(HAMADIJIDA et al., 2018; KIN et al., 2019; SALARI; BAGHERI, 2019). Outros modelos
animais classicos que ndo envolvem neurodegeneracao incluem a administracdo sistémica de
reserpina ou haloperidol em roedores e a avaliagdo de um ou mais sinais parkinsonianos gerados
por tal manipulacdo (BETARBET; SHERER; GREENAMYRE, 2002; GRECO et al., 2010;
LORENC-KOCI; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996). Todos esses modelos constituem, por
exemplo, estagios em que o potencial terapéutico de novas moléculas para o tratamento do
parkinsonismo pode ser explorado (DUTY; JENNER, 2011; GAMBER, 2018).

O haloperidol é um antipsicotico que atua como antagonista do receptor D2, utilizado
principalmente para controlar a agitacdo apresentada durante a fase aguda da esquizofrenia e
que pode causar efeitos colaterais extrapiramidais, como acinesia e rigidez de movimentos
(MUTICA et al., 2016; REYNOLDS, 1992). Em roedores, a administracdo sistémica de
haloperidol, através do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 na via nigroestriatal, pode
induzir catalepsia, um estado comportamental de bradicinesia e rigidez em que o animal nao
consegue corrigir posturas impostas externamente (CLARK; SACREY; WHISHAW, 2009;
DUTY; JENNER, 2011; LORENC-KOCI; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996; MELO et al.,
2010). Esse modelo é frequentemente implicado tanto como um modelo animal para o estudo
de deficiéncias motoras observadas em desordens parkinsonianas, quanto como modelo para a

triagem de potenciais compostos antiparkinsonianos (CLARK et al., 2009; GRECO et al., 2010;
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HORNYKIEIEWICZ, 1973; LORENC-KOCI; TREVITT et al., 2009; WADENBERG et al.,
2001; LORENC;WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996).

A catalepsia induzida por haloperidol constitui um estado comportamental em que o
subsistema de suporte postural envolvido na manutengdo do equilibrio estavel esta
funcionando, mas, ao mesmo tempo, ha inativacdo dos subsistemas de movimento envolvidos
na locomocdo (DE RYCK; SCHALLERT; TEITELBAUM, 1980). Dessa forma, o padrdo de
rigidez muscular observado na catalepsia induzida por haloperidol é muito semelhante ao
observado em pacientes com DP (LORENC-KOCI; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996; DE
RYCK; TEITELBAUM, 1984). Em roedores, o estado cataléptico pode ser avaliado colocando
0 animal em uma posicao incomum e registrando o tempo total que o animal leva até corrigir
esta postura imposta externamente, sendo que essa avaliacdo pode ser realizada em diferentes
aparatos, como barras horizontais, grades e mesas (GRECO et al., 2010; KULKARNI;
BISHNOI; CHOPRA, 2009; LORENC-KOCI; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996; MELO-
THOMAS; THOMAS, 2015; MORELLI; DI CHIARA, 1985; SANBERG et al., 1988).

Embora diversos estudos utilizem a catalepsia induzida por haloperidol em roedores
para diferentes fins, eles normalmente ndo empregam protocolos idénticos, incluindo variagdes
nas espécies e linhagens de animais, doses e via de administracdo de haloperidol e teste
comportamental utilizado para avaliar a catalepsia. Dessa forma, como primeira etapa do
presente estudo, realizamos uma revisdo sisteméatica da literatura a fim de identificar
publicacdes que relatam o uso da catalepsia induzida por haloperidol como modelo animal para
o parkinsonismo, e de explorar as caracteristicas metodoldgicas e as principais questdes
abordadas nesses estudos. A revisao sistematica aqui apresentada fornece estrutura para uma
abordagem baseada em evidéncia para a pesquisa pré-clinica sobre parkinsonismo, utilizando

0 modelo de catalepsia induzida por haloperidol.

1.4 RELACAO ENTRE ESTRESSE E CATALEPSIA INDUZIDA POR HALOPERIDOL

O papel dos mecanismos dopaminérgicos na regulacdo de respostas adaptativas a
situacOes estressoras é amplamente estudado e parece depender do tipo de situacdo aversiva,
incondicionada ou condicionada (BRANDAO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2014;
MUTHURAJU et al., 2014). Os estimulos aversivos incondicionados sao, por exemplo, aqueles
que provocam dor, asfixia, e geralmente suscitam respostas de fuga ou luta. Os mecanismos
relacionados a resposta incondicionada estdo associados ao chamado sistema de fuga/luta ou

sistema cerebral aversivo, representado pelo hipotalamo medial, pela substancia cinzenta
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periaquedutal dorsal e pela amigdala. As respostas eliciadas pelo medo incondicionado incluem
atividade motora intensa acompanhada de saltos, aumento da pressdo arterial, da frequéncia
cardiaca, da respiracdo, piloerecdo, miccao e defecacdo. Esse conjunto de respostas caracteriza
uma reacdo de defesa que normalmente acompanha os estados aversivos caracteristicos do
medo e, por extensdo, da ansiedade (BRANDAOQ, 2004). Por outro lado, os estimulos aversivos
condicionados sdo estimulos inicialmente neutros que apds alguns pareamentos com um evento
aversivo, como chogue nas patas, adquirem propriedades aversivas, tornando-se um estimulo
aversivo condicionado, passando a eliciar respostas de congelamento, amplamente utilizada
para mensurar 0 medo condicionado em roedores. O condicionamento aversivo ¢ um dos
paradigmas mais comumente utilizados para investigar as bases neurobioldgicas da emocéo,
aprendizado e memoria (BOLLES; FANSELLOW 1980; CATANIA, 1999; FENDT,;
FANSELOW, 1999; DE OLIVEIRA et al., 2011).

No entanto, o papel dos mecanismos dopaminérgicos na regulacdo de respostas
adaptativas a situacdes estressoras € menos estudado no contexto da catalepsia. Dessa forma,
levando em consideracao a alta prevaléncia de sintomas de ansiedade bem como a possivel
influéncia emocional nos aspectos motores da PD, é possivel que haja interagdo entre os
mecanismos dopaminérgicos que regulam os estados emocionais e a motricidade, existindo
grande interesse no estudo de possiveis ligagdes entre a catalepsia induzida pelo haloperidol e
o estado emocional do animal (BARROCA et al., 2019; COLOMBO et al., 2013).

Nesse sentido, Colombo e colaboradores (2013) buscaram compreender se a catalepsia
influenciaria o estado de medo/ansiedade em roedores. Os resultados mostraram que o estado
cataléptico diminuiu o carater aversivo do contexto em que o animal estava inserido, ja que o
haloperidol foi capaz de reduzir as emissfes de vocalizagdes ultrassdnicas de 22 kHz em ratos
(alarm calls). No entanto, essa reducdo ocorreu apenas quando os animais foram expostos ao
teste de medo condicionado ao contexto, e ndo quando expostos a choques nas patas, ao teste
de catalepsia ou ao campo aberto, mostrando que o envolvimento dos mecanismos
dopaminérgicos em situacGes de ameaca de fato depende da natureza do estimulo aversivo
(COLOMBO et al., 2013). Nesse mesmo estudo, embora ndo fosse o0 objetivo, foi observado
que o estresse poderia estar influenciando o estado de catalepsia, ja que houve um aumento da
catalepsia nos animais que passaram por chogues nas patas ou pelo medo condicionado
(COLOMBO et al., 2013). A partir desses resultados, surgiu a pergunta se o estado emocional
de medo/ansiedade poderia influenciar a catalepsia.

Assim, em outro estudo foi feita a avaliagdo da influéncia da exposicdo a diversos

estimulos estressores sobre a catalepsia, e sugeriu-se que um estado de medo/ansiedade ou ndo
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afeta ou parece até mesmo potencializar a catalepsia induzida pelo haloperidol administrado
intraperitonealmente em ratos, quando estes sdo expostos a estimulos aversivos como 0 campo
aberto, labirinto em cruz elevado, choques nas patas e condicionamento aversivo ao contexto
(BARROCA et al., 2019). Especificamente, demonstrou-se que nos grupos que haviam
recebido o haloperidol e que foram expostos ao contexto aversivo, houve aumento significativo
do tempo até a retirada das patas no teste de catalepsia em relagdo ao grupo ndo exposto e ao
proprio grupo antes da exposicdo (BARROCA et al., 2019). Ja para os animais que foram
expostos a chogues nas patas, ao campo aberto ou ao labirinto, ndo houve diferenca estatistica
em relacdo aos grupos ndo expostos, indicando que ndo houve influéncia dos estimulos
aversivos incondicionados sobre a catalepsia. Esses resultados sugerem que diferentes situacdes
aversivas, incondicionadas ou condicionadas, parecem influenciar diferentemente o estado
cataléptico causado pelo haloperidol (BARROCA et al., 2019). De forma mais ampla, podemos
imaginar que a intensidade dos sintomas motores observados em pacientes com PD possa variar
de acordo com o tipo de situacdo aversiva com a qual o individuo se depara.

No entanto, considerando que os estudos descritos anteriormente ndo avaliaram o efeito
do estimulo estressor ocorrendo simultaneamente ao teste de catalepsia, ainda existem lacunas
a serem preenchidas, principalmente considerando o fenémeno da cinesia paradoxica, em que
0s pacientes sdo capazes de realizar movimentos inesperados quando séo expostos a situagoes
estressoras imediatas. Nesse sentido, buscando um modelo para estudo da cinesia paradoxica e
dando continuidade a investigacao da influéncia do estado emocional de medo/ansiedade sobre
a catalepsia, realizamos um estudo em que os estimulos estressores eram apresentados no exato
momento do teste de catalepsia, e ndo anteriormente a ele como feito nos estudos prévios.
Esperavamos que a catalepsia induzida pela administracdo intraperitoneal do haloperidol
pudesse ser rompida ou atenuada apds a exposic¢ao imediata dos animais a situagdes estressoras.
De fato, quando os estimulos aversivos incondicionados foram apresentados no exato momento
do teste de catalepsia, foi observada a quebra do estado de imobilidade, mostrando que o
estresse incondicionado imediato poderia servir como gatilho para a resposta motora (WAKU,;
DE OLIVEIRA, 2018).

No entanto, apesar do estudo acima ter apontado para um possivel modelo para a cinesia
paradoxica, j& que os estimulos incondicionados aplicados no momento do teste foram capazes
de atenuar a catalepsia, ainda se faz necessario a melhor compreensao desses efeitos. Ademais,
ndo foram explorados os aspectos relacionados ao medo condicionado sobre a catalepsia, com
o0 estimulo sendo aplicado no exato momento do teste. Explorar estimulos condicionados é de

grande interesse considerando que, como observado por Barroca e colaboradores (2019) e
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Colombo e colaboradores (2013), esses estimulos aplicados em momentos distintos do teste
foram capazes de influenciar o estado cataléptico. Nesse sentido, uma avaliacdo mais ampla
dos efeitos dos estimulos aversivos incondicionados e condicionados imediatos sobre a
catalepsia ainda é necesséria.

Assim, como segunda etapa do presente trabalho, realizamos um estudo experimental,
em que os animais foram expostos a estimulos estressores condicionados e incondicionados e
a influéncia de tal exposicéo sobre a catalepsia foi investigada. Essa etapa foi dividida em trés
experimentos: O experimento I, em que foi realizada a avaliacdo da catalepsia induzida por
haloperidol ao longo do tempo; o experimento Il, em que foram avaliados os efeitos dos
estimulos incondicionados luz, som e choque sobre a catalepsia induzida por haloperidol; e o
experimento 111, em que foram avaliados os efeitos dos estimulos condicionados luz e som sobre
a catalepsia induzida por haloperidol.

Para o presente estudo foram utilizados os estimulos luz, som e choques nas patas.
Geralmente, em estudos sobre a neurobiologia do medo/ansiedade a luz € utilizada como
estimulo aversivo condicionado (CASSADAY; THUR, 2015; DE OLIVEIRA; REIMER;
BRANDAO, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2017; PEZZE et al., 2016). No entanto, dependendo
da duracdo e/ou intensidade, a luz pode por si s6 consistir em um estimulo aversivo, sendo
dependente da capacidade de captacio da luminosidade (SAITO; BRANDAO, 2016). Nesse
sentido, o escape de areas iluminadas € considerado resposta inata dos roedores, uma vez que
séo noturnos e mais vulneraveis na presenca de luz (BOURIN; HASCOET, 2003; CRAWLEY;
GOODWIN, 1980; REIS et al., 2004). De fato, em estudos que utilizam o teste de switch-off
induzido pela luz, baseado na motivagdo inata para cessar um estimulo aversivo (luz forte), o
estimulo luminoso evoca a resposta ao desligamento da luz, expressa quando o rato cruza de
um compartimento da caixa para outro, visando reduzir a exposi¢do ao estimulo (REIS et al.,
2004; SAITO; BRANDAO, 2016). O estimulo sonoro, por sua vez, é capaz de causar resposta
de sobressalto, caracterizada pela contragcdo generalizada da musculatura esquelética, em
resposta a estimulacdo acustica de carater repentino e intenso (DE OLIVEIRA; REIMER,;
BRANDAO, 2006). Ademais, a estimulacdo do coliculo inferior, regido envolvida com o
processamento de estimulos sonoros aversivos, parece desencadear a ativacao de circuitos
motores mesmo quando a transmissdo dopaminérgica esta prejudicada durante a catalepsia
induzida pelo haloperidol (MEDEIROS et al., 2014; MELO et al., 2010). J4 a exposicdo a
choques inescapaveis nas patas gera respostas vigorosas como tentativa de fuga, pulos e

vocalizagbes, uma vez que esse estimulo ativa nociceptores interferindo no sistema
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motivacional da dor, que tem papel importante na protecdo dos individuos contra injarias
corporais (BOLLES; FANSELLOW, 1980).

Nossa hipétese era que a catalepsia induzida pela administracdo intraperitoneal de
haloperidol em ratos pudesse ser rompida ou ao menos atenuada com a exposicao imediata dos
animais as situacdes estressoras. Resultados nessa dire¢do poderiam contribuir para o estudo da
cinesia paraddxica e, com isso, favorecer avancos futuros a respeito das bases neurais
associadas aos estados emocionais e ao parkinsonismo, bem como sobre os efeitos adversos

dos antipsicéticos.
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2 OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo investigar o modelo da catalepsia induzida por
haloperidol e, atraves desse modelo, avaliar a influéncia do estado emocional sobre a catalepsia
guando os animais sao expostos a distintas situacdes estressoras. Para isso, como primeira etapa
foi realizada uma revisdo sistematica da literatura, a fim de identificar publicacfes que reportam
0 uso da catalepsia induzida pelo haloperidol como modelo animal para o parkinsonismo,
explorando as caracteristicas metodoldgicas e principais questdes avaliadas por esses estudos.
Como segunda etapa, foi realizado um estudo experimental para avaliar a influéncia do estado
emocional sobre a catalepsia induzida pelo haloperidol, administrado intraperitonealmente em
ratos, e exposicdo a distintas situagdes estressoras. Dessa forma, trés experimentos foram
realizados a fim de: 1. Verificar a eficacia das doses de haloperidol 1 e 2 mg/kg na indugéo da
catalepsia em ratos; 2. Avaliar os efeitos da exposicdo imediata a estimulos aversivos
incondicionados durante o teste de catalepsia induzida pela administracdo de haloperidol em
ratos; 3. Avaliar os efeitos da exposicdo imediata a estimulos aversivos condicionado durante
0 teste de catalepsia induzida pela administragéo de haloperidol em ratos.

Assim, o presente estudo foi divido da seguinte maneira:

- Capitulo I. Revisdo Sistematica da Literatura;

- Capitulo Il. Estudo Experimental:

. Experimento I: avaliagdo da catalepsia induzida por haloperidol;

« Experimento IlI: efeitos dos estimulos incondicionados luz, som e choque sobre
a catalepsia induzida por haloperidol;

« Experimento IlI: efeitos dos estimulos condicionados luz e som sobre a

catalepsia induzida por haloperidol.
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3 CAPITULO I: REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Estratégia de busca

Uma revisdo cuidadosa da literatura sobre a catalepsia induzida por haloperidol em
roedores foi conduzida em trés bases de dados diferentes: Web of Science, PubMed e SCOPUS.
As seguintes palavras-chave foram utilizadas para a busca na literatura: catalepsy, and
haloperidol, and Parkinson’s or parkinsonism (busca #1: catalepsy and haloperidol and
Parkinson’s; busca #2: catalepsy and haloperidol and parkinsonism). A busca foi conduzida
em fevereiro de 2021 e foi limitada a estudos com data de publicacdo até e incluindo o ano de
2020. A data mais antiga utilizada para a busca foi a primeira data disponivel nas bases de dados
acessadas. A presente revisao foi conduzida de acordo com as regras do Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (LIBERATI et al., 2009; MOHER
et al., 2009). Optamos por limitar nosso estudo a artigos publicados em periddicos académicos,
portanto, pesquisas de dissertacdes ndo publicadas, resumos de conferéncias e outros, sao dados

que foram inerentemente excluidos.

3.1.2 Critérios de inclusdo e exclusdo

A selecdo e incluséo do estudo foi realizada com base no resumo e subsequentemente
na analise completa do texto. Este processo foi conduzido por dois revisores de maneira
independentemente e em caso de divergéncia, um terceiro revisor foi consultado. Foram
incluidos todos os estudos que descreveram o uso da catalepsia induzida por haloperidol como
modelo animal para parkinsonismo, usando camundongos e/ou ratos como sujeitos, que eram
de carater experimental e que administraram o haloperidol para induzir a catalepsia. Os critérios
de exclusdo foram o idioma ndo ser o inglés, estudos de revisdo, ndo usar haloperidol, nao
avaliar catalepsia, haloperidol ndo administrado sistemicamente, ndo ter ratos/camundongos

como sujeitos e artigos que nao estavam disponiveis.
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3.1.3 Extracédo de dados

A extracdo de dados dos estudos incluidos foi conduzida de maneira independente por
trés revisores. Para cada estudo, os seguintes dados foram extraidos: o objetivo do estudo, o
design do estudo - incluindo espécie e linhagem dos sujeitos, género, peso, e idade dos animais,
rota de administracdo da droga, a dose de haloperidol utilizada, tipo de teste de catalepsia

aplicado e a descricdo do teste de catalepsia — e resultado de interesse.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Resultados gerais da busca

A busca inicial identificou 1211 artigos (Fig. 2); 773 duplicatas foram excluidas,
resultando em um total de 438 artigos. Dos 438 artigos, um total de 157 foram excluidos ap6s
a revisdo do resumo: nao escrito em inglés (12); revisdes da literatura (91); ndo fez uso de
haloperidol (28); ndo avaliou catalepsia (9); ndo usou ratos ou camundongos como sujeitos
experimentais (16); e aqueles cujo resumo ndo estava disponivel (1). Apds esta analise,
permaneceram 281 estudos. Esses estudos tiveram o texto completo analisado e, durante essa
analise, 26 artigos foram excluidos. Nesta parte, foram excluidos os estudos em que o
haloperidol ndo foi administrado de forma sistémica (18), e aqueles em que o texto completo
ndo estava disponivel (8). Varios esforgcos foram feitos para localizar todos os artigos, mas, no
total, 9 (2%) das 438 referéncias potencialmente relevantes ndo foram encontradas. Ao final da

analise, um total de 255 artigos foram incluidos na presente revisao (Fig. 2).
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Figura 2- Fluxograma da metodologia de pesquisa para o processo de revisdo. * Estudos ndo encontrados apés
busca nas bases de dados selecionadas, utilizando plataformas que proporcionam acesso institucional aos artigos,
busca direta nos periddicos e contato com os autores do artigo.

Os anos de publicacdo variaram de 1981 a 2020 (Fig. 3). De 1981 a 1999, apenas 47

estudos usando catalepsia induzida por haloperidol como modelo animal para parkinsonismo

foram encontrados. Desde 2000, as publica¢des tornaram-se mais constantes - com um total de
208 artigos publicados, a publicacdo anual de pelo menos quatro artigos e uma média de 9,90
estudos publicados por ano. Os anos com maior numero de publicacBes foram: 2009 e 2012

com dezoito artigos cada (7,06%), 2017 com dezessete artigos (6,67%), 2003 com quinze

artigos (5,88%) e 2010 com quatorze artigos (5,49%).
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Figura 3- Tendéncia de publicacdo por ano para os estudos de catalepsia induzida por haloperidol incluidos na
revisdo. Inser¢des: tendéncia de publicagdo por ano para o nimero total de artigos publicados e para artigos
(excluindo-se revisdes) examinando modelos de roedores para parkinsonismo (ambos disponiveis na PubMed).

3.2.2 Caracteristicas dos roedores

Vérias linhagens de ratos e camundongos foram utilizadas nos 255 estudos incluidos
nesta revisao (Tabela 1). A maioria dos estudos utilizou ratos como sujeitos experimentais
(68,24%). As linhagens de ratos mais utilizadas foram Wistar (33,33% de todos os estudos
incluidos) e Sprague Dawley (25,10%), seguidos por ratos Long Evans (apenas 1,18%). Alguns
estudos ndo especificaram a linhagem de rato utilizada e foram classificados aqui como outros
(8,63%). As linhagens de camundongos mais usadas foram Swiss (12,94% de todos os estudos),
C57BL/6j (4,31%) e BALB/cJ (1,57%). 15,69% dos estudos usaram camundongos nocaute
(D2R-KO - camundongos nocaute para o receptor de dopamina tipo D2; ChI-D2RKO-
camundongos sem sinalizagdo D2 em interneurdnios colinérgicos estriatais; DAT-DTA-
camundongos gque expressam toxina da difteria em neurdnios positivos para o transportador de
dopamina; A2AR-KO - camundongos nocaute para 0 receptor de adenosina A2A; AK-
camundongos nocaute para adenilato quinase; DBA/2JM4- camundongos nocaute para 0
receptor M4 muscarinico) ou ndo especificaram a linhagem e séo classificados aqui como
outros. Alguns dos estudos usaram ratos e camundongos e/ou mais de uma linhagem (2,75%

dos 255 estudos incluidos na reviséo).



27

Dos 174 estudos realizados com ratos, 77 utilizaram animais com peso inferior a 250 g
e 65 entre 250-450 g. Apenas dois estudos realizaram experimentos com ratos acima de 450 g.
Em 30 estudos com ratos, as informagGes sobre 0 peso dos sujeitos experimentais ndo estavam
disponiveis. A maioria dos estudos (132) ndo especificou a idade dos ratos. Daqueles que
forneceram as informagdes, 5 usaram ratos com idades entre 0-8 semanas, 32 usaram ratos com
idades entre 8-24 semanas e 5 estudos usaram ratos com mais de 24 semanas. Em relacéo ao
sexo, 148 estudos utilizaram apenas machos, 14 utilizaram machos e fémeas e apenas um estudo
utilizou somente fémeas. Em 11 artigos as informacg6es sobre sexo ndo estavam disponiveis.

Dos 88 artigos em que 0s sujeitos do experimento foram camundongos, 51 usaram
animais com peso de até 30 g, 13 usaram camundongos acima de 30 g e 24 nao forneceram essa
informacdo. Em relacdo a idade, foram identificados 17 estudos que utilizaram camundongos
com 0-6 semanas, 25 com 6-18 semanas e 5 ultrapassaram essa faixa etaria. Em 41 estudos esta
informac&o ndo estava disponivel. O sexo mais utilizado nas pesquisas com camundongos foi
o masculino, correspondendo a 65 estudos; 11 estudos usaram machos e fémeas e 12 nédo

forneceram esses dados.
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Tabela 1- Comparacdo entre espécies e linhagens de roedores utilizadas nos estudos incluidos.

Animal Linhagem

Numero de estudos

Referéncias

Wistar

85

SCHEEL-KRUGFR: MAGELUND, 1981; NUUTILA; KAAKKOLA; MANNISTO, 1987; MAJ ct al., 1990; VERHAGEN-KAMERBEEK ct al., 1993; JUSZKIEWICZ et al.,
1994; JUSZKIEWICZ et al, 1995, MIWA et al, 1996: MANDHANE: CHOPDE: GHOSH, 1997: KONIECZNY et al. 1999; MAJ: ROGOZ: SKUZA, 1999;
ANTKIEWICZ-MICHALUK et al, 2000; JAGTAP; INAMDAR, 2001; OSSOWSHA et al., 2001; BREYSSE et al, 2002; GONGORA-ALFARO, 2003; MOO-PUC et al.,
2003; OSSOWSKA et al, 2003; RUKOYATKINA et al, 2003: VETULANI et al., 2003; VILLANUEVA-TOLETO; WARDAS; PIETRASZEK;
DZIEDZICKA-WASYLEWSKA, 2003; TANGANELLI et al., 2004; ALVAREZ-CERVERA et al., 2005; OSSOWSKA et al., 2005: ZAZPE et al., 2006; KONIECZNY etal..
2007; LOPEZ et al., 2007; SIBILLE et al., 2007; LOPEZ et al,, 2008; SLEE et al., 2008; AHEMAD et al,, 2009; BEURRIER et al., 2009; GOLEMBIOWSKA etal., 2009;
GONGORA-ALFARO et al. 2009, KONIECZNY; PRZEGALINSKI; POKORSKI, 2009; KULKARNL BISHNOL CHOPRA. 2009, FERGER et al, 2010;
GONZALEZ-LUGO et al, 2010; GRECO et al, 2010; NOWAK et al. 2010; XUE; CHEN, 2010: ARDASHOV et al, 2011; JOSHI; BOTHARA: SURANA, 2011;
TREVIZOL et al., 2011; GOUDET et al., 2012: IONOV, SEVERTSEY] 2012a; LOPEZ et al., 2012: SHYAMIITH et al., 2012: ACUNA-LIZAMA et al., 2013: COLOMBO et
al.,, 2013; IONOYV, PUSHINSKAYA, 2013; KONIECZNY; LENDA, 2013; ATACK et al, 2014: EROSA-RTVER et al, 2014; ITTIYAVIRAH; RUBY. 2014; MAKHIJA;
JAGTAP, 2014; PAVLOVA et al., 2014; ZHENG et al., 2014; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014; GMIRO et al., 2015; MAURICE et al., 2015, MELO-THOMAS;
THOMAS, 2015; NADE et al., 2015; BHANGALE; ACHARYA, 2016; DHINGRA: GAHALAIN, 2016; KUMAR: ALL: BABOOTA, 2016: YANG etal., 2016; BASU et al.,
2017; CHITRA et al, 2017; GUPTA et al,, 2017; KRONBAUER et al., 2017: KUMARI; AGRAWAL; LUTHRA, 2017; MIKSYS et al., 2017; TIAN et al., 2017: TONELLI et
al.. 2017: AHMADI: SABAHI; HADDADI, 2018; ENGELHARDT et al. 2018; IONOV et al.. 2018; TONELLI et al.. 2018; AHMADI; SABAHL: HADDADIL, 2019:
BARROCA et al., 2019: SALEEM etal., 2019; KABRA et al., 2020: LAZEWSKA et al., 2020; SHARMA et al., 2020; SITA; JADHAV: VAVLA, 2020,

Rato

Sprague Dawley

CHIU; PAULOSE: MISHRA, 1981: SCHALLERT: TEITELBAUM, 1981; HARTGRAVES; KELLY, 1984: ANTELMAN etal., 1986; SCHMIDT: BUBSER, 1989; MEHTA:
TICKU, 1990; SCHMIDT et al.,, 1991: FOWLER: MORTELL, 1992; DANYSZ etal,, 1994; KRETSCHMER. 1994; KRETSCHMER et al,, 1994; ZADOW; SCHMIDT, 1994;
EGAN: FERGUSON: HYDE, 1995; HYDE et al., 1995: DELFS et al.. 1996: MCALLISTER, 1996; KRETSCHMER et al., 1997: SCHMIDT et al., 1997: COSTAIN etal..
1999; KARCZ-KUBICHA; LORENZ; DANYSZ, 1999; SCHMIDT; TZSCHENTKE; KRETSCHMER, 199%; BRADLEY et al., 2000; HILLE et al,, 2001; BREYSSE et al.,
2002; ; KAPUR; MCCLELLAND, 2002: ROSS et al., 2002; SCHMIDT ct al., 2002; FRANK; SCHMIDT, 2003: KLEIN: SCHMIDT, 2003: SRINTVASAN: SCHMIDT,
2003a; SRINIVASAN; SCHMIDT. 2003b: LYLES-EGGLESTON et al. 2004: MARCHESE et al., 2004: MARTI et al., 2004; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2004; LEBSANFT
et al, 2005; PINNA et al., 2005; WANG et al,, 2005; DEKUNDY et al., 2006; MIHARA et al., 2007; NISWENDER et al., 2008; TREVITT et al., 2009; SHOOK et al., 2010;
RIEDINGER et al,, 2011: COLLINS et al,, 2012; JONES et al, 2012: LE POUL etal, 2012; SHOOK et al., 2012: XIANG et al., 2012: BENNOUAR et al., 2013; JOHNSON
et al,, 2013: JONES et al, 2013; VAN DER WALT et al, 2013; PATEL et al,, 2014; IDERBERG et al, 2015a: IDERBERG et al., 2015b; ROBINSON et al., 2015:
NISWENDER ef al.. 2016; WANG et al., 2017; NUNEZ et al.. 2018; BOLLINGER el al, 2019; BHATTAMISRA el al., 2020: CHAUDHARY; DHANDE, 2020; PARDO el
al., 2020.

Long Evans

DARBAKY et al., 2003; JACKSON el al., 2008; CLARK et al.. 2009.

Outros

PYCOCK: DAWBARN; O’SHAUGHNESSY. 1982; KINON: KANE. 1989; MOORE et al. 1993; CHOPDE et al, 1995: FIELD: WHISHAW; PELLIS, 2000;
STEECE-COLLIER et al, 2000: INVERNIZZI: GARAVAGLIA: SAMANIN, 2002: DAGAEV et al., 2004: NEUSTADT et al, 2007; Zhang et al, 2008: CIUCCL CONNOR,
2009; HODGSON et al., 2009; NEUSTADT et al., 2009; EAST et al., 2010; FATHI-MOGHADDAM et al., 2010: POVARNINA ectal., 2011; AGHASADEGHTI et al,, 2012;
JENAetal. 2014; AAMIR et al. 2017; KISELEV et al,, 2019: NURMAGANBETOV et al, 2019: PANARESE et al_, 2019.

Swiss

WEIHMULLER et al,, 1988a; WEIHMULLER et al., 1988b; WEIHMULLER et al.,, 1989; NEVES et al 2003; LAZZARINT: SALUM: DEL BEL. 2005: ABDEL-SALAM:
BATUOMY, 2007 LUTHRA; BARODIA; RAGHUBIR, 2008; AZAM, 2009; AZAM, ALKSKAS; AHMED, 2009; AZAM et al., 2009; GIRDHARI; AVTAR, 2009;
KASTURE et al, 2009a; LUTHRA etal, 2009; AZAM et al.. 2010; MABROUK: MARTI; MORARI. 2010;: MISHRA et al., 2010; NAYEBI; SHEIDAEI, 2010; BARODLA et
al, 2011; ABDEL-SALAM et al,, 2012: AZAM et al,, 2012: JOY; SHYAMIITH; BHAT, 2012; SHASTRY; KIRAN: ASWATHANARAYANA, 2012; GOMES: DEL BEL;
GUIMARAES, 2013: SINNATHAMBL 2013; ADEDEJL; ISHOLA: ADEYEML 2014: KUMARI et al., 2014; KASTURE et al., 2015: PINGALE: PRABHAVALKAR. 2015;
TAMILANBAN et al.,, 2015; RAJPUT et al,, 2016; INGALE; KASTURE, 2017; MOGRABI et al., 2017; SHARMA et al,, 2018.

Camundongo C57BL/6)

SHIOZAKI et al., 1999: MABROUK; MARTI: MORARI, 2010: BANERJEE et al, 2012; GREENBAUM et al.. 2012: CANNELLA et al, 2015: HAGINO et al., 2015;
CELORRIO et al., 2016; KORANDA et al., 2016: CELORRIO et al., 2017: CHARVIN et al, 2017; CORTES et al., 2017.

BALB/cJ

STRIEM et al., 1997; SHOOK et al., 2010; IONOV, SEVERTSEV, 2012b; ATACK et al,, 2014.

Outros

40

HIMORI et al., 1994; KANDA et al, 1994; KINOSHITA et al., 1994 HARAGUCHI et al., 1996: HARAGUCHI et al.. 1997; KOBAYASHI et al., 1997: MATSUI ef al., 1998;
SHIOZAKI et al.,, 1999; MATSUO et al., 2000; NASU et al., 2000; WANG et al., 2000; ARAKI et al., 2001; EL. YACOUBI et al,, 2001; XU et al., 2002; KARASAWA;
TAKETO; MATSUL 2003; PIRES et al., 2003; TSUJIKAWA et al., 2003: PIRES; BONIKOVSKI: FUTURO-NETO. 2005; KUMAR; KULKARNI, 2006; STASI et al., 2006:
MARAZZITI et al, 2007: MIHARA et al., 2007; KASTURE et al, 2009b; ARDAYFIO et al., 2010; BATEUP et al., 2010: GRECO et al., 2010; FINK-JENSEN et al.. 2011;
MANIKANDASELART et al., 2012; GOLDEN et al., 2013; RTVARA et al., 2013; STASI et al,, 2015; KHARKWAL et al., 2016; VALDMAN et al,, 2017; TAURA et al,, 2017;
TAURA et al, 2018: KALININA et al, 2019: OLAYA et al.. 2019: OLAYA et al., 2020, PARAMBI et al., 2020 SANAWAR et al., 2020.
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3.2.3 Caracteristica da administracédo de haloperidol

Todos os estudos nesta revisdo administraram haloperidol para induzir o estado
cataléptico em roedores. As doses variaram de 0,01 a 30 mg/kg para ratos (Fig. 4A), e a dose
mais frequentemente usada foi 1,0 mg/kg - em 81 estudos (46,55% dos estudos usando ratos).
2,87% dos estudos com ratos ndo especificaram a dose utilizada (NI). Para camundongos, as
doses variam de 0,01 a 20 mg/kg (Fig. 4C) e a dose mais frequente usada também foi 1,0 mg/kg
- em 40 estudos (45,45% dos estudos usando camundongos). 1,14% dos estudos com
camundongos nédo especificaram a dose utilizada (NI). 9,8% dos estudos que utilizaram ratos
como sujeitos utilizaram mais de uma dose, contra 7,45% para 0s que utilizaram ratos como
sujeitos.

Em geral, trés vias de administracdo foram utilizadas pelos 255 artigos incluidos nesta
revisdo. A via de administracdo mais frequente para ratos (Fig. 4B) foi a intraperitoneal (IP) -
em 134 estudos (77,01%); a segunda via mais comum foi a subcutanea (SC) (18,97%). Outra
via utilizada foi a via intramuscular (IM) (2,87%). 1,72% dos artigos que utilizaram ratos ndo
especificaram a via de administracdo utilizada (N1). Para camundongos (Fig. 4D), a via de
administragdo mais frequente também foi IP - em 78 estudos (88,64%); a segunda via mais
comum foi SC (12,50%). 1,14% dos artigos que utilizaram camundongos ndo especificaram a
via de administracéo utilizada (NI).

A maioria dos estudos (85,49% dos 255 estudos incluidos em nossa revisdo) nao
realizou uma analise especifica da evolucdo temporal do efeito do haloperidol na catalepsia.
Entre os estudos que realizaram uma analise temporal, algum grau de catalepsia pdde ser
observado apés 30 min de administracdo (BEURRIER et al., 2009; COLOMBO et al., 2013;
BARROCA et al., 2019; PARAMBI et al., 2020). Uma inducdo de catalepsia consistente
frequentemente aparece a partir de 60 min (DARBAKY et al., 2003; JENA et al., 2014;
NUUTILA; KAAKKOLA; MANNISTO, 1987; SHARMA et al., 2020) e pode durar até 240-
300 min apos a administracdo (ARDASHOV et al., 2011; INVERNIZZI; GARAVAGLIA;
SAMANIN, 2002; IONOV; SEVERTSEV, 2012b; MOO-PUC et al., 2003; PAVLOVA et al.,
2014; VERHAGEN-KAMERBEEK et al., 1993).
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Figura 4- A. Tendéncia de publicagdo por dose de haloperidol utilizada em estudos incluidos e que utilizaram
ratos. B. Via de administracdo do haloperidol para ratos. C. Tendéncia de publicacdo por dose de haloperidol
utilizada em estudos incluidos e que utilizaram camundongos. D. Via de administracdo do haloperidol para
camundongos. IP = intraperitoneal; SC = subcuténeo; IM = intramuscular; NI = ndo informado.
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3.2.4 Tipo de teste comportamental para avaliagdo da catalepsia

Em geral, seis variacdes de testes para avaliar a catalepsia induzida por haloperidol
foram utilizadas pelos 255 artigos incluidos nesta revisao. As variagdes e a respectiva descricao
dos testes sdo apresentadas na Tabela 2. O teste da barra horizontal foi o teste de catalepsia
mais utilizado (90,20% dos estudos). O segundo teste de catalepsia mais comum foi o teste de
grade (14,51%). Outros testes utilizados para avaliar a catalepsia foram o teste da mesa (1,57%),
o teste do plano inclinado (0,39%) e o monitor de locomogéo (0,39%). Seis dos 255 artigos
incluidos ndo informaram o tipo de teste de catalepsia utilizado (2,35%). 9,41% dos estudos
utilizaram mais de um teste, sendo 7,84% utilizando o teste de barra e o teste de grade e 1,57%
usando o teste de barra e o teste de tabela. Os testes comportamentais descritos na Tabela 2
foram geralmente aplicaveis tanto a ratos quanto a camundongos. Os Unicos destaques sdo 0
uso do plano inclinado e do teste do monitor de locomogéo, ambos encontrados em apenas um
artigo cada, que usaram ratos como sujeitos (FIELD; WHISHAW; PELLIS, 2000; HILLE et
al., 2001).
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Tabela 2- Comparacéo dos testes comportamentais de catalepsia utilizados nos estudos incluidos.

Tipo de teste de & Nuimero S
g Descricio Referéncias
catalepsia de estudos
CHIU; PAULOSE: MISHRA, 1981; SCHEEL-KRUGER; MAGELUND, 1981; HARTGRAVES; KELLY, 1984; ANTELMAN et al., 1986: WETHMULLER et al., 1988a; WETHMULLER et al., 1988b; KINON;
KANE, 1989; SCHMIDT; BUBSER, 1989; WETHMULLER et al., 1989; MAJ et al., 1990; MEHTA: TICKU, 1990; FOWLER: MORTELL, 1992; MOORE et al., 1993; VERHAGEN-KAMERBEEK et al.,
1993; DANYSZ et al., 1994; HIMORI et al., 1994; JUSZKIEWICZ et al., 1994; KANDA et al., 1994; KINOSHITA et al., 1994; KRETSCHMER, 1994; KRETSCHMER et al., 1994; ZADOW; SCHMIDT, 1994;
CHOPDE et al., 1995; EGAN; FERGUSON: HYDE et al., 1995; HYDE, 1995; JUSZKIEWICZ et al., 1995; DELFS et al, 1996; HARAGUCHI et al., 1996; MCALLISTER, 1996; MIWA et al., 1996;
HARAGUCHI et al., 1997; KOBAYASHI et al., 1997; KRETSCHMER et al., 1997; MANDHANE: CHOPDE; GHOSH, 1997; SCHMIDT et al., 1997; STRIEM et al., 1997; MATSUI et al., 1998; COSTAIN et
al, 1999; KARCZ-KUBICHA: LORENZ; DANYSZ, 1999: KONIECZNY et al. 1999; KRETSCHMER. 1999; MAJ; ROGOZ; SKUZA: 1999: SCHMIDT; TZSCHENTKE: SHIOZAKI et al.. 1999;
ANTKIEWICZ- MICHALUK et al.. 2000; BRADLEY et al., 2000: MATSUO et al., 2000; NASU et al., 2000; STEECE-COLLIER et al.. 2000: WANG, etal., 2000; ARAKI et al.. 2001: EL YACOUBI et al.,
2001; JAGTAP: INAMDAR. 2001; OSSOWSHA et al., 2001; BREYSSE et al., 2002; INVERNIZZI: GARAVAGLIA: SAMANIN, 2002; ROSS et al., 2002; SCHMIDT et al., 2002; XU etal., 2002; DARBAKY
et al., 2003; FRANK: SCHMIDT. 2003; KARASAWA: TAKETO; MATSUL 2003; KLEIN: SCHMIDT, 2003; MOO- PUC et al., 2003; NEVES et al., 2003; OSSOWSKA et al., 2003; PIRES et al., 2003;
RUKOYATKINA et al, 2003; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2003a; SRINIVASAN; SCHMIDT. 2003b; TSUJIKAWA et al, 2003; VETULANI et al, 2003;: VILLANUEVA-TOLETO; MOO-PUC;
GONGORA-ALFARO, 2003; WARDAS; PIETRASZEK; DZIEDZICKA-WASYLEWSKA, 2003: DAGAEV" et al., 2004; LYLES-EGGLESTON et al., 2004; MARCHESE et al., 2004; MARTI et al., 2004
SRINIVASAN; SCHMIDT, 2004; TANGANELLI et al., 2004; ALVAREZ-CERVERA et al., 2005; LAZZARINL; SALUM; DEL BEL, 2005; LEBSANFT et al., 2005; OSSOWSKA et al., 2005; PIRES;
BONIKOV'SKIL; FUTURO-NETO, 2005; WANG et al., 2005; DEKUNDY et al., 2006; KUMAR; KULKARNI, 2006; ZAZPE et al., 2006; ABDEL- SALAM; BATUOMY, 2007; KONIECZNY et al., 2007;
0 animal é posicionado com uma ou duas LOPEZ et al., 2007; MARAZZITI et al., 2007; MIHARA et al., 2007; SIBILLE et al., 2007; JACKSON et al., 2008; LOPEZ et al., 2008; LUTHRA: BARODIA: RAGHUBIR, 2008; NISWENDER et al., 2008;
patas em uma superficie horizontal acima SLEE et al, 2008; AHEMAD et al., 2009; AZAM. 2009; AZAM: ALKSKAS; AHMED. 2009; AZAM et al, 2009; BEURRIER et al.. 2009; CIUCCI; CONNOR, 2009; GIRDHARIL: AVTAR, 2009;
Testedih hiotizontal, dochsol b e i Varve s bl 230 GOLEMBIOWSKA et al., 2009; GONGORA-ALFARO et al., 2009: KASTURE et al, 2009a; KASTURE et al., 2009b; KONIECZNY: PRZEGALINSKI; POKORSKI, 2009; KULKARNI: BISHNOL
Pl Arra NORZoNTAL: G6SIRoIGUS OGS BECUIMEDRLIS, T UI9CO CHOPRA, 2009; LUTHRA et al., 2000; TREVITT et al., 2009; ARDAYFIO et al., 2010; AZAM et al., 2010; BATEUP et al,, 2010; EAST et al., 2010; FATHI-MOGHADDAM et al., 2010; FERGER et al., 2010;
ouuma "“_5“) sendo medido o tempo até o GONZALEZ-LUGO et al., 2010; GRECO et al., 2010; MABROUK; MARTI; MORARI, 2010; MISHRA et al., 2010; NAYEBI; SHEIDAEI, 2010; SHOOK et al., 2010; XUE; CHEN, 2010; ARDASHOV et al.,
animal descer da superficie. 2011; BARODIA et al., 2011; FINK-JENSEN et al, 2011; JOSHI; BOTHARA; SURANA, 2011; POVARINA et al., 2011; RIEDINGER et al., 2011; ABDEL-SALAM et al., 2012; AGHASADEGHI et al.,
2012; AZAM et al., 2012; BANERJEE et al, 2012; COLLINS et al,, 2012; GOUDET et al., 2012; GREENBAUM et al., 2012; IONOV, SEVERTSEY, 2012a; JONES et al., 2012; JOY: SHYAMJITH; BHAT,
2012; LOPEZ et al.,, 2012; SHASTRY; KIRAN; ASWATHANARAYANA, 2012; SHOOK et al, 2012; SHYAMJITH et al,, 2012; XIANG et al,, 2012; ACUNA-LIZAMA et al., 2013; BENNOUAR et al., 2013;
COLOMBO et al., 2013; GOMES; DEL BEL; GUIMARAES, 2013; GOLDEN et al., 2013; IONOV; PUSHINSKAYA, 2013; JOHNSON et al., 2013; KONTECZNY; LENDA, 2013; RIVARA et al., 2013;
SINNATHAMBI et al.,, 2013; VAN DER WALT et al., 2013; ADEDEJL; ISHOLA: ADEYEMI, 2014; ATACK et al., 2014; EROSA-RIVERO et al., 2014; ITTIYAVIRAH; RUBY, 2014; JAGTAP, 2014; JENA et
al, 2014; KUMARI et al., 2014; MAKHIJA; ZHENG et al., 2014; PATEL et al, 2014; PAVLOVA et al., 2014; ZOLBANIN; ZOLALL NAYEBI, 2014; CANNELLA et al., 2015; HAGINO et al,, 2015;
IDERBERG et al, 2015a; IDERBERG et al, 2015b; KASTURE et al, 2015; MAURICE et al, 2015; MELO-THOMAS; THOMAS, 2015; NADE et al., 2015; PINGALE; PRABHAVALKAR. 2015;
ROBINSON et al., 2015; TAMILANBAN et al., 2015; BHANGALE; ACHARYA, 2016: CELORRIO et al., 2016: DHINGRA:; GAHALAIN, 2016; KHARKWAL et al., 2016; KORANDA et al., 2016; KUMAR;
ALL; BABOOTA, 2016; NISWENDER et al., 2016: RAJPUT et al., 2016; YANG et al., 2016; AAMIR et al., 2017; BASU et al., 2017; CELORRIO et al., 2017; CHARVIN et al., 2017; CHITRA et al., 2017;
CORTES et al., 2017; GUPTA et al,, 2017; INGALE; KASTURE, 2017; KUMARI: AGRAWAL; LUTHRA, 2017; MIKSYS et al., 2017; MOGRABI et al., 2017; TAURA et al., 2017; TIAN et al., 2017;
TONELLI et al,, 2017; WANG et al,, 2017; AHMADL SABAHI; HADDADI, 2018; ENGELHARDT et al., 2018; IONOV’ et al., NUNEZ et al., 2018; SHARMA et al,, 2018; TAURA et al., 2018;
TONELLI et al, 2018; AHMADL: SABAHI; HADDADI, 2019; BARROCA et al., 2019; BOLLINGER et al., 2019; KALININA et al., 2019; KISELEV et al., 2019; NURMAGANBETOV et al., 2019; OLAYA
2019; SALEEM et al., 2019; BHATTAMISRA et al., 2020; CHAUDHARY; DHANDE, 2020; KABRA et al., 2020; LAZEWSKA et al., 2020; OLAYA et al., 2020; PARAMBI et al., 2020; PARDO et al.,
ANAWAR et al., 2020; SHARMA et al., 2020; SITA: JADHAV; VAVIA, 2020.
. o SCHALLERT; TEITELBAUM, 1981; SCHEEL-KRUGER: MAGELUND, 1981; PYCOCK; DAWBARN: O'SHAUGHNESSY, 1982; NUUTILA; KAAKKOLA: MANNISTO, 1987; SCHMIDT; BUBSER,
O animal ¢ posicionado com as quatro 1989; SCHMIDT et al., 1991; DANYSZ et al., 1994: KRETSCHMER et al.. 1994; ZADOW; SCHMIDT. 1994; KRETSCHMER et al., 1997: SCHMIDT etal., 1997; KARCZ-KUBICHA: LORENZ; DANYSZ,
Teste d d patas em uma grade (que pode ser vertical 37 1999; SCHMIDT; TZSCHENTKE: KRETSCHMER, 1999; BRADLEY et al, 2000 KAPUR et al.. 2002; SCHMIDT et al., 2002; SRINIVASAN; SCHMIDT. 2003a: SRINIVASAN: SCHMIDT. 2003b;
este ¢a grade ou inclinada) sendo medido o tempo até MARCHESE et al., 2004: TANGANELLI et al., 2004: SRINIVASAN: SCHMIDT. 2004: LEBSANFT et al.. 2005; PINNA et al., 2005: DEKUNDY et al.. 2006: STASI et al., 2006: CLARK et al., 2009;
que 0 animal se mova. HODGSON et al.. 2009;: NOWAK et al., 2010: XUE; CHEN, 2010: TREVIZOL et al., 2011: RIEDINGER et al. 2011; IONOV; SEVERTSEV. 2012b: LE POUL et al., 2012: JONES et al.. 2013: GMIRO:
SERDYUK: VESELKINA, 2015; STASI et al., 2015; KRONBAUER et al., 2017.
O animal é posicionado sobre uma mesa
sendo avaliado se o animal se move quando . ’ . 5 " . . 5
Teste da mesa tie il Bua Aty nas chstas o0 4 MEHTA AND TICKU, 1990; CHOPDE et al., 1995; MANDHANE; CHOPDE; GHOSH, 1997; KULKARNI; BISHNOI; CHOPRA, 2009.
empurrado.
O animal é posicionado em uma prancha
- < sendo avaliado se ele pula quando a 5 2 5
Teste do p]ano inclinado prancha é inclinada, levantando sua 1 EIRED; WIIRBAW, PRCLIS; 2000;
extremidade caudal.
O animal € posicionado em uma arena
sendo avaliado quatro indicadores de
. movimento: contagens méveis e tempo
Monitor de moével (duas quebras do feixe em menos de
AR 1 HILLE etal., 2001.
locomoc;éo 1 s e duracéo desta atividade), e contagens
estaticas e tempo ativo (duas quebras do
feixe que levaram mais de 1 s e a duragao
desta atividade).
Nio informado 6 NEUSTADT etal., 2007; ZHANG et al., 2008; NEUSTADT et al., 2009; MANIKANDASELVT et al., 2012; VALDMAN et al., 2017; PANARESE et al., 2019.
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3.2.5 Principais objetivos abordados

Para caracterizar os principais objetivos perseguidos ao usar o modelo animal de
catalepsia induzida por haloperidol para parkinsonismo, os 255 estudos incluidos foram
analisados e quatro categorias principais de objetivos puderam ser identificadas (Tabela 3).
Cento e quarenta e nove estudos (58,43%) usaram o modelo de catalepsia induzida por
haloperidol para explorar os efeitos de novas abordagens terapéuticas potenciais para o
parkinsonismo. Vinte e dois estudos (8,63%) tiveram como objetivo avaliar os efeitos de
tratamentos ja consagrados na clinica, para validar o modelo de catalepsia induzida por
haloperidol e/ou compreender melhor os mecanismos de acdo desses tratamentos. Quarenta e
nove estudos (19,22%) objetivaram investigar a ocorréncia no modelo de caracteristicas
fisiopatologicas/comportamentais jé estabelecidas para o parkinsonismo. Por fim, trinta e cinco
estudos (13,73%) enfocaram a exploracdo de novas caracteristicas potenciais, como o
envolvimento de estruturas neurais especificas, neurotransmissores e/ou receptores que
poderiam no futuro ser abordados em pesquisa clinica. Alguns dos artigos incluidos em nossa
revisdo poderiam ser classificados em mais de uma categoria considerando todo o seu conteudo.
Consideramos o que foi descrito em cada artigo como seu principal objetivo para classifica-lo

em uma das quatro categorias listadas na Tabela 3.
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Tabela 3- Sumario dos principais objetivos abordados nos estudos incluidos.

Principais usos do modelo de
catalepsia induzida por
haloperidol

Numero de

estudos de publicagao

Primeiro e altimo ano

Referéncias

Verificar os efeitos no modelo
de tratamentos ja estabelecidos 22
para o parkinsonismo

1982 ¢ 2020

PYCOCK: DAWBARN: O'SHAUGHNESSY., 1982; NUUTILA: KAAKKOLA; MANNISTO, 1987; VERHAGEN-KAMERBEEK et al., 1993; DANYSZ et al., 1994; HIMORI et al., 1994;
KOBAYASHI et al.,, 1997; DARBAKY et al., 2003; VILLANUEVA-TOLETO; MOO-PUC: GONGORA-ALFARO, 2003; PIRES; BONIKOVSKI; FUTURO-NETO, 2005; ABDEL- SALAM;
BAIUOMY, 2007; JACKSON et al., 2008; GOLEMBIOWSKA et al., 2009; FERGER et al., 2010; GONZALEZ-LUGO et al., 2010; NAYEBIL; SHEIDAEL 2010; BENNOUAR et al., 2013;
PATEL et al., 2014; KUMAR; ALL; BABOOTA, 2016; CORTES et al., 2017; AHMADI; SABAHI; HADDADI, 2019; BHATTAMISRA et al., 2020; SITA; JADHAV; VAVIA, 2020.

Explorar os efeitos de novos
tratamentos potenciais para o 149
parkinsonismo

1981 € 2020

CHIU; PAULOSE; MISHRA, 1981; WEIHMULLER et al., 1988b; SCHMIDT; BUBSER, 1989; MAJ et al., 1990; SCHMIDT et al, 1991; MOORE et al., 1993; JUSZKIEWICZ et al., 1994;
KANDA et al., 1994; KINOSHITA et al., 1994; KRETSCHMER, 1994; KRETSCHMER et al., 1994; EGAN: FERGUSON: HYDE, 1995; JUSZKIEWICZ et al., 1995; MCALLISTER, 1996;
MANDHANE; CHOPDE: GHOSH, 1997; KRETSCHMER et al.,.1997; SCHMIDT et al., 1997; STRIEM et al., 1997; COSTAIN et al., 1999; KARCZ-KUBICHA: LORENZ:; DANYSZ, 1999;
KONIECZNY et al., 1999: SHIOZAKI et al., 1999;: BRADLEY et al.. 2000: STEECE-COLLIER et al., 2000; HILLE et al., 2001: JAGTAP: INAMDAR. 2001: OSSOWSKA et al.. 2001;
BREYSSE et al., 2002; INVERNIZZI: GARAVAGLIA: SAMANIN, 2002; ROSS et al., 2002; SCHMIDT et al., 2002;: MOO-PUC et al., 2003; NEVES et al., 2003; OSSOWSKA et al., 2003;
RUKOYATKINA et al., 2003; WARDAS; PIETRASZEK; DZIEDZICKA-WASYLEWSKA, 2003; MARTI et al., 2004; TANGANELLI et al., 2004; LEBSANFT et al., 2005; OSSOWSKA et al.,
2005; PINNA et al., 2005; DEKUNDY et al., 2006, KUMAR: KULKARNI, 2006; STASI ET AL., 2006; ZAZPE et al., 2006; LOPEZ et al., 2007, MIHARA et al., 2007, NEUSTADT et al,, 2007;
SIBILLE et al., 2007; NISWENDER et al., 2008; SLEE et al,, 2008; ZHANG et al., 2008; AHEMAD et al., 2009; AZAM, 2009; AZAM; ALKSKAS; AHMED, 2009; AZAM et al., 2009;
BEURRIER et al., 2009; GIRDHARI; AVTAR, 2009; GONGORA-ALFARO et al., 2009; HODGSON et al, 2009; KASTURE et al., 2009a; KASTURE et al., 2009b; KONIECZNY;
PRZEGALINSKI; POKORSKI, 2009; LUTHRA et al., 2009;: NEUSTADT et al., 2009; TREVITT et al., 2009; AZAM et al., 2010; EAST et al., 2010; FATHI-MOGHADDAM et al., 2010;
MISHRA et al., 2010; SHOOK et al., 2010; ARDASHOV et al., 2011: BARODIA et al., 2011; JOSHI; BOTHARA:; SURANA, 2011; POVARNINA et al., 2011; TREVIZOL et al., 2011;
ABDEL-SALAM et al., 2012; AGHASADEGHI etal., 2012; AZAM et al., 2012; BANERJEE et al., 2012; COLLINS et al., 2012; GOUDET et al., 2012; JONES et al., 2012; JOY: SHYAMJITH;
BHAT, 2012;: LE POUL et al., 2012; LOPEZ etal., 2012: MANIKANDASELV1 et al., 2012; SHASTRY: KIRAN: ASWATHANARAYANA, 2012; SHOOK et al., 2012; SHYAMJITH etal., 2012;
ACUNA-LIZAMA et al., 2013: GOMES; DEL BEL; GUIMARAES, 2013; JOHNSON et al., 2013; JONES et al., 2013; KONIECZNY; LENDA, 2013; RIVARA etal.. 2013; VAN DER WALT et
al., 2013; ATACK et al,, 2014; ADEDEJI; ISHOLA: ADEYEMI, 2014; ITTIYAVIRAH; RUBY, 2014; JENA et al., 2014; KUMARI et al., 2014; PAVLOVA et al, 2014: ZHENG et al,, 2014;
GMIRO; SERDYUK: VESELKINA, 2015; IDERBERG et al., 2015a; IDERBERG et al, 2015b; KASTURE et al, 2015; MAURICE et al,, 2015; NADE et al, 2015; PINGALE;
PRABHAVALKAR, 2015; ROBINSON et al,, 2015; STASI etal., 2015; TAMILANBAN et al., 2015; BHANGALE: ACHARYA, 2016; DHINGRA; GAHALAIN, 2016; KORANDA et al., 2016;
NISWENDER et al.,, 2016: RAJPUT et al., 2016; YANG et al., 2016; AAMIR et al. 2017; BASU et al., 2017; CHARVIN et al.,, 2017; CHITRA et al., 2017; GUPTA et al., 2017; INGALE,
KASTURE, 2017; KUMARI; AGRAWAL; LUTHRA, 2017; KRONBAUER et al., 2017; TIAN et al., 2017; VALDMAN et al., 2017; WANG et al., 2017; ENGELHARDT etal., 2018; NUNEZ et
al., 2018: SHARMA et al., 2018; TAURA et al., 2018; BOLLINGER et al., 2019;: KALININA et al., 2019; KISELEV et al., 2019; NURMAGANBETOV et al, 2019; OLAYA et al., 2019;
PANARESE et al., 2019: SALEEM et al.,, 2019; CHAUDHARY; DHANDE, 2020; KABRA et al., 2020; EAZEWSKA et al., 2020; OLAYA et al, 2020; PARAMBI et al., 2020; PARDO et al.,
2020: SANAWAR et al. 2020.

Verificar o modelo para
caracteristicas
fisiopatologicas/comportament 35
ais ja estabelecidas para
parkinsonismo

1981 € 2020

SCHALLERT. TEITELBAUM, 1981;: WEIHMULLER et al,, 1988a; KINON; KANE, 1989; FOWLER: MORTELL, 1992; ZADOW; SCHMIDT, 1994; CHOPDE et al., 1995; HYDE etal., 1995;
HARAGUCHI et al., 1996; HARAGUCHI et al., 1997; MATSUI et al., 1998; ANTKIEWICZ-MICHALUK et al., 2000; NASU et al., 2000; FRANK: SCHMIDT, 2003; PIRES et al,
2003; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2003b; MARCHESE et al., 2004; ALVAREZ-CERVERA et al.,, 2005; LUTHRA: BARODIA; RAGHUBIR, 2008; CLARK et al., 2009; ARDAYFIO et al.,
2010; MABROUK; MARTI; MORARI, 2010; RIEDINGER etal,, 2011; IONOV; SEVERTSEY, 2012a; IONOV; SEVERTSEYV, 2012b; COLOMBO et al., 2013; IONOV; PUSHINSKAYA, 2013;
MAKHIJA; JAGTAP, 2014; ZOLBANIN; ZOLALI; NAYEBI, 2014; CANNELLA et al,, 2015; HAGINO et al,, 2015; MELO-THOMAS; THOMAS, 2015; TONELLI et al., 2017; AHMADI;
SABAHL HADDADI, 2018; IONOV et al., 2018; BARROCA et al., 2019.

Explorar novas caracteristicas
fisiopatologicas/comportament
ais potenciais para
parkinsonismo

49 1981 ¢ 2019

SCHEEL-KRUGER; MAGELUND, 1981; HARTGRAVES; KELLY, 1984; ANTELMAN et al., 1986; WEIHMULLER et al., 1989; MEHTA: TICKU, 1990; DELFS et al., 1996; MIWA et al.,
1996; MAJ; ROGOZ; SKUZA; 1999; SCHMIDT; TZSCHENTKE; KRETSCHMER, 1999; FIELD; WHISHAW:; PELLIS, 2000; MATSUO et al,, 2000; WANG et al., 2000; ARAKI et al., 2001;
EL YACOUBI et al., 2001; KAPUR et al., 2002: XU et al., 2002; KARASAWA; TAKETO; MATSUIL, 2003; KLEIN; SCHMIDT, 2003; SRINIVASAN, SCHMIDT, 2003b; TSUJIKAWA etal.,
2003; VETULANI et al., 2003; DAGAEV" et al., 2004; LYLES-EGGLESTON et al, 2004; SRINIVASAN, SCHMIDT, 2004; LAZZARINI: SALUM; DEL BEL, 2005; WANG et al., 2005;
KONIECZNY et al., 2007: MARAZZITT et al., 2007; LOPEZ et al., 2008; CTUCCI: CONNOR, 2009; KULKARNI; BISHNOI;: CHOPRA, 2009; BATEUP et al., 2010; GRECO et al., 2010;
NOWAK et al.,, 2010; XUE; CHEN, 2010; FINK-JENSEN et al., 2011; GREENBAUM et al,, 2012; XIANG et al., 2012; GOLDEN et al.,, 2013; SINNATHAMBI et al., 2013; EROSA-RIVERO
et al,, 2014; CELORRIO et al., 2016; KHARKWAL et al., 2016; CELORRIO et al., 2017; MIKSYS et al., 2017; MOGRABI et al., 2017; TAURA et al., 2017; TONELLI et al., 2018; SHARMA et
al., 2020.
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3.3 DISCUSSAO

Analisamos sistematicamente o uso da catalepsia induzida por haloperidol como modelo
animal para parkinsonismo. Tal avaliagdo com base em estudos experimentais existentes pode
nos dar uma visdo geral deste modelo animal, orientando novos estudos e/ou evitando
replicacdes desnecessarias. Mostramos que o modelo de catalepsia induzida por haloperidol
tem sido usado rotineiramente e com sucesso. O modelo tem sido empregado para se obter um
melhor entendimento da neurobiologia subjacente ao parkinsonismo e, principalmente, na
busca e desenvolvimento de novas terapias. A variacdo de publica¢Bes por ano é um dado
importante. Como observado, o modelo de catalepsia induzida por haloperidol para
parkinsonismo foi aplicado pela primeira vez no inicio da década de 1980 (CHIU; PAULOSE;
MISHRA, 1981; PYCOCK; DAWBARN; O’SHAUGHNESSY, 1982; SCHALLERT;
TEITELBAUM, 1981; SCHEEL-KRUGER; MAGELUND, 1981) e ainda é amplamente
utilizado atualmente (BHATTAMISRA et al., 2020; CHAUDHARY; DHANDE, 2020;
KABRA et al., 2020; LAZEWSKA et al., 2020; OLAYA et al., 2020; PARDO et al., 2020;
PARAMBI et al., 2020; SANAWAR et al., 2020; SHARMA et al., 2020; SITA; JADHAV;
VAVIA, 2020). De fato, desde 2000, o numero de artigos publicados com esse modelo
aumentou e se tornou mais constante (Fig. 3). E importante notar, entretanto, que também tem
havido um aumento constante no nimero total de artigos publicados ao longo dos anos e de
publicacdes por ano envolvendo modelos de roedores para parkinsonismo. Portanto, 0 aumento
de artigos com o modelo de catalepsia induzida por haloperidol pode estar apenas refletindo
esse aumento mais geral. Apesar disso, 0 uso constante do modelo nos dltimos 20 anos indica
que ele ainda é amplamente escolhido para investigacdes relevantes para o parkinsonismo.

Devido a sua complexidade, ndo é possivel modelar todo o espectro de doencas
humanas, como a DP em animais. No entanto, podemos modelar objetivamente pelo menos
alguns aspectos da DP avaliando pardmetros comportamentais especificos (BETARBET;
SHERER; DUTY; JENNER, 2011; GAMBER, 2018; GREENAMYRE, 2002; KIN et al.,
2019). O modelo de catalepsia induzida por haloperidol tem validade de face para deficiéncias
motoras, especialmente a bradicinesia observada na DP e outras doengas relacionadas
(CIUCCI; CONNOR, 2009; CLARK; SACREY; WHISHAW, 2009; FOWLER; MORTELL,
1992; FRANK; SCHMIDT, 2003; HYDE et al., 1995; KINON; KANE, 1989; SCHALLERT;
TEITELBAUM, 1981). A validade preditiva, como vimos, foi a mais explorada até agora.
Varios estudos demonstraram a eficacia dos tratamentos usados para a DP, como a L-DOPA,

na reducdo do estado cataléptico induzido pelo haloperidol em roedores (BENNOUAR et al.,



36

2013; GIRDHARI; AVTAR; 2009; HAGINO et al., 2015; HIMORI et al., 1994; KOBAYASHI
et al., 1997; LUTHRA,; BARODIA; RAGHUBIR, 2008). Com base nisso, outros estudos
exploraram novos tratamentos para o parkinsonismo (Tabela 3). A validade de construto foi
menos investigada. Embora a fisiopatologia do parkinsonismo ainda ndo seja totalmente
compreendida, a caracteristica fisiopatoldégica mais conhecida, a diminui¢cdo da atividade
dopaminérgica no corpo estriado, é reproduzida pelo modelo (ANTKIEWICZ-MICHALUK et
al., 2000; ARDAYFIO et al., 2010; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2003b; WEIHMULLER et al.,
1988b; ZADOW; SCHMIDT, 1994). A catalepsia induzida por haloperidol é geralmente usada
como o teste principal do estudo. Alguns estudos, no entanto, usaram haloperidol para fins de
comparacao para explorar a eficiéncia de outras drogas na inducéo de catalepsia (IONOV et al.,
2018; IONOV; PUSHINSKAYA, 2013; IONOV; SEVERTSEV, 2012b; HARAGUCHI et al.,
1996; NEVES et al., 2003). Este achado reforca a importancia e confiabilidade do modelo
animal de catalepsia induzida por haloperidol.

A maioria dos estudos incluidos na presente revisdo usou o modelo de catalepsia
induzida por haloperidol para explorar os efeitos de novos tratamentos potenciais para o
parkinsonismo. Nessa categoria, a maioria dos estudos buscou explorar os efeitos de compostos
capazes de atuar na neurotransmissao da adenosina e do glutamato. Os antagonistas do receptor
de adenosina diminuiram a catalepsia induzida por haloperidol (por exemplo, ATACK et al.,
2014; TREVITT et al., 2009; WARDAS; PIETRASZEK; DZIEDZICKA-WASYLEWSKA,
2003; ZHENG et al., 2014); também, os compostos que atuam como antagonista duplo
A2A/inibidor da MAO-B demonstraram alta eficacia antiparkinsoniana (RIVARA et al., 2013;
WANG et al., 2017). Na mesma direcdo, moduladores alostéricos positivos do receptor
metabotrdpico de glutamato, de forma dose dependente, diminuiram a catalepsia induzida por
haloperidol (por exemplo, BOLLINGER et al., 2019; CHARVIN et al., 2017; NISWENDER
et al., 2008). Drogas usadas para tratar outras doencas também foram testadas como potenciais
agentes terapéuticos para o parkinsonismo no modelo de catalepsia. A vareniclina, um
medicamento antitabagismo, e a metformina, usada para tratar diabetes tipo Il, causaram
reducdes significativas na duracédo da catalepsia induzida por haloperidol (ADEDEJI; ISHOLA;
ADEYEMI, 2014; SHARMA et al., 2018). O felbamato, um anticonvulsivante, também
demonstrou ter potencial para acdo adjuvante no tratamento de distarbios parkinsonianos
(KRETSCHMER, 1994).

O objetivo principal de outro grupo de estudos foi verificar os efeitos no modelo de
tratamentos ja utilizados para o parkinsonismo. Considerando que o precursor da dopamina é

atualmente o principal tratamento disponivel, alguns estudos investigaram os efeitos da L-
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DOPA na catalepsia em roedores (BENNOUAR et al., 2013; GOLEMBIOWSKA et al., 2009).
Os efeitos da L-DOPA na reducao da catalepsia também mostraram ser potencializados quando
em conjunto com inibidores da catecol-O-metiltransferase (COMT) (NUUTILA;
KAAKKOLA; MANNISTO, 1987). Curiosamente, o haloperidol aumentou a catalepsia em
animais tratados cronicamente com L-DOPA, ao contrario dos animais tratados apenas uma vez
com L-DOPA, nos quais a catalepsia foi diminuida. Isso foi relacionado a mudancas na
sensibilidade dos receptores de dopamina e tolerancia a L-DOPA, que frequentemente se
desenvolve no tratamento da DP (PYCOCK; DAWBARN; O’SHAUGHNESSY, 1982). Outros
estudos, por outro lado, investigaram os efeitos motores no modelo de medicamentos
comumente usados para tratar sintomas ndo motores associados ao parkinsonismo, como
antidepressivos e ansioliticos. Os resultados indicam que essas drogas também podem ser
benéficas para o tratamento dos sintomas motores (por exemplo, ABDEL-SALAM,;
BAIUOMY, 2007; AHMADI; SABAHI; HADDADI, 2019; NAYEBI; SHEIDAEI, 2010;
PIRES; BONIKOVSKI; FUTURO-NETO; 2005).

Alguns estudos investigaram, no modelo de catalepsia induzida por haloperidol,
caracteristicas ja estabelecidas para a DP, como a relacdo entre sintomas motores e ndo motores,
explorando, por exemplo, as interagfes entre medo/ansiedade e o estado cataléptico. Os
resultados desses estudos reforcam a relacdo clinica sugerida entre a DP e transtornos de
ansiedade (BARROCA et al., 2019; COLOMBO et al., 2013). Outros estdo investigando a
cinesia paraddxica - a habilidade repentina de pacientes com DP de realizar tarefas motoras
dependendo de fatores externos. Os resultados apontam para uma redugdo da catalepsia e
sugerem que o coliculo inferior é uma estrutura chave envolvida na cinesia paradédxica (por
exemplo, CLARK; SACREY; WHISHAW, 2009; MELO-THOMAS; THOMAS, 2015;
TONELLI etal., 2017; TONELLI et al., 2018).

Finalmente, alguns estudos usaram o modelo de catalepsia para explorar novas
caracteristicas fisiopatologicas/comportamentais potenciais para a DP. O papel de duas
isoformas do receptor D2 tem sido estudado, a forma longa (D2L) e a forma curta (D2S). Os
resultados sugerem que D2L e D2S podem contribuir diferencialmente para a regulacdo de
certas fun¢des motoras e a inducéo dos efeitos colaterais extrapiramidais associados ao uso de
antipsicoticos tipicos (WANG et al., 2000; XU et al., 2002). A importancia dos neurdnios
noradrenérgicos do locus coeruleus na catalepsia induzida por haloperidol também foi
explorada. Os resultados mostram propriedades neuromodulatérias e neuroprotetoras da
noradrenalina nos neurbnios dopaminérgicos dos ganglios da base, sugerindo que a

degeneracdo noradrenérgica pode contribuir para a etiologia e fisiopatologia da DP
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(SRINIVASAN; SCHMIDT, 2003b; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2004). Um estudo também
sugeriu o envolvimento dos canais de calcio e potéssio na patogénese da DP, contribuindo
conceitualmente para a ideia de que esses podem ser novos alvos terapéuticos para o
parkinsonismo (WANG et al., 2005).

No contexto do desenvolvimento de novas terapias, 0 modelo de catalepsia induzida por
haloperidol é atualmente mais utilizado como uma ferramenta para o rastreamento rapido de
potenciais compostos antiparkinsonianos. O modelo de catalepsia induzida por haloperidol €
extremamente atraente pela facilidade e baixo custo de seu uso. Em uma segunda etapa,
entretanto, os resultados obtidos em experimentos com este modelo sdo geralmente
confirmados em um modelo animal de neurodegeneracdo (GAMBER, 2018; KIN et al., 2019;
SALARI; BAGHERI, 2019). Os modelos de neurodegeneracdo se assemelham melhor a
condicdo humana do que o modelo do haloperidol, que é essencialmente uma forma de
parkinsonismo pds-sinéptico causado pelo bloqueio transitério dos receptores D2 (LORENC-
KOCI; WOLFARTH; OSSOWSKA, 1996; REYNOLDS, 1992; WADENBERG et al., 2001).
Modelos de neurodegeneracdo podem ser instrutivos na modelagem dos diferentes estagios de
perda de dopamina durante a progressdo da DP, desde o estagio inicial, em que mecanismos
compensatorios ainda permitem a manutencdo da funcdo motora adequada, até os estagios
tardios da doenca, em que a perda de dopamina ¢ tdo drastica que os sintomas motores aparecem
(JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012; JAGMAG et al., 2016). No modelo de
catalepsia induzida por haloperidol, tal avaliacdo nédo € possivel devido a sua incapacidade de
gerar déficits progressivos na transmissdo dopaminérgica e, consequentemente, as alteraces
adaptativas que os acompanham. Apesar desta vantagem dos modelos neurodegenerativos, a
disponibilidade de um modelo experimental que simule todas as principais caracteristicas
patoldgicas e fenotipicas dos disturbios parkinsonianos ainda é uma necessidade (DAWSON;
KO; DAWSON, 2010; RAZA; ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Ao tentar modelar aspectos de um distdrbio humano, os procedimentos de teste devem
ser padronizados dentro dos laboratérios, sendo desejavel também essa padronizacgao entre 0s
laboratorios, para facilitar uma comparacao robusta (KEELER; ROBBINS, 2011). Embora,
conforme apresentado nesta revisdo, 0 modelo de catalepsia induzida por haloperidol seja
amplamente utilizado, os métodos empregados ainda ndo sao padronizados. Por exemplo, ratos
Wistar foram 0s sujeitos mais comumente usados, mas outras linhagens de ratos e camundongos
também foram empregadas (Tabela 1). O uso de diferentes espécies e linhagens deve ser
considerado ao comparar os resultados entre os estudos. Em relagdo as doses de haloperidol,

foi encontrada uma grande variedade, tanto para ratos quanto para camundongos (Fig. 4).
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Embora as respostas ao haloperidol variem amplamente entre os estudos, os efeitos catalépticos
do haloperidol emergem especialmente com doses de 0,5 mg/kg e superiores (IONOV;
SEVERTSEV, 2012a; IONOV et al., 2018; KORANDA et al., 2016; LUTHRA; BARODIA;
RAGHUBIR, 2008; MANDHANE; CHOPDE; GHOSH, 1997; MARAZZITI et al., 2007). A
dose mais utilizada foi de 1,0 mg/kg, capaz de induzir catalepsia independente da espécie ou
linhagem utilizada (DARBAKY et al., 2003; KASTURE et al., 2009a; LAZEWSKA et al.,
2020; MELO-THOMAS; THOMAS, 2015). A prevaléncia da dose de 1,0 mg/kg pode ser
justificada pelo fato de que, embora a dose do haloperidol deva induzir catalepsia, € importante
evitar doses excessivas que dificultariam a observacéo de reversdes da catalepsia por potenciais
terapéuticos. Optamos por limitar nosso estudo a artigos que utilizaram a administracao
sisttmica de haloperidol para termos um conjunto de estudos comparaveis, favorecendo
analises em termos de doses, tempo de acdo e efeitos, por exemplo. Os estudos em que 0
haloperidol ndo foi administrado sistemicamente podem fornecer informagdes sobre os
mecanismos importantes para 0 modelo. No entanto, essa analise esta além do escopo da
presente revisao.

Grande variagdo também foi observada nos protocolos de avaliacdo da catalepsia
(Tabela 2). Embora o teste mais comum seja o da barra horizontal (ou seus equivalentes), outros
tipos de testes também tém sido aplicados, como o teste de grade, o teste de mesa, o teste de
plano inclinado e o monitor de locomocéo. No geral, eles tém em comum o proposito de avaliar
0 comportamento motor de animais tratados com haloperidol. Nao foram observadas diferencas
importantes nos resultados obtidos com dois testes distintos em estudos que utilizaram o teste
da barra e o teste de grade. Ou seja, ao usar a mesma espécie/linhagem e a mesma dose/via de
administracdo, o haloperidol foi capaz de induzir graus equivalentes de catalepsia no teste da
barra e no teste de grade (BRADLEY et al., 2000; DANYSZ et al., 1994; DEKUNDY et al,
2006; KARCZ-KUBICHA; LORENZ; DANYSZ, 1999; KRETSCHMER et al., 1994,
KRETSCHMER et al., 1997; LEBSANFT et al., 2005; MARCHESE et al., 2004; RIEDINGER
et al., 2011; SCHMIDT; BUBSER, 1989; SCHMIDT et al., 1997; SCHMIDT et al.,
2002; SRINIVASAN; SCHMIDT, 2003a; 2003b; 2004; XUE; CHEN, 2010; ZADOW;
SCHMIDT, 1994). Os estudos que utilizaram o teste da barra e o teste de mesa, por outro lado,
ndo apresentaram os dados de forma a permitir a comparagdo dos resultados entre os testes
(CHOPDE et al., 1995; KULKARNI; BISHNOI; CHOPRA, 2009; MANDHANE; CHOPDE;
GHOSH, 1997; MEHTA; TICKU, 1990).

Embora os parametros possam variar por espéecie e linhagem (e por idade e género, entre

outras caracteristicas), uma possivel forma de padronizar e favorecer as comparagdes entre 0s
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estudos seria, para ratos Wistar, por exemplo, utilizar ratos machos com a administragdo de 0,5
ou 1,0 mg/kg de haloperidol por via intraperitoneal e avaliando a catalepsia com o teste da barra
horizontal. Por outro lado, as fémeas e outras especie/linhagens também devem continuar a ser
estudadas para entender até que ponto os resultados podem ser generalizados. Trabalho
adicional também é necessario para elucidar o impacto da qualidade do estudo e dos fatores de
design na modelagem animal para o parkinsonismo.

Progresso significativo foi feito na compreensdo da fisiopatologia do parkinsonismo e
na descoberta de novas terapias para as doengas relacionadas. No entanto, a necessidade de
identificar intervencdes que alcancem eficcia substancial com efeitos adversos minimos ainda
permanece. Nesse sentido, 0 modelo de catalepsia induzida por haloperidol provavelmente
continuaré a desempenhar um papel critico em nossa busca continua pela proxima geracéo de
intervengdes terapéuticas para o parkinsonismo. Os dados aqui apresentados, com a
identificacdo dos pardmetros que provaram ser mais comuns e Uteis no modelo de catalepsia
induzida por haloperidol, fornecem uma estrutura que pode ajudar a projetar e interpretar

futuros estudos pré-clinicos sobre parkinsonismo.
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4 CAPITULO Il: ESTUDO EXPERIMENTAL

41 EXPERIMENTO | - AVALIACAO DA CATALEPSIA INDUZIDA POR
HALOPERIDOL

No experimento | verificamos a eficacia das doses de haloperidol 1 e 2 mg/kg na inducéo
da catalepsia em ratos, sem a presenca de estimulacdo aversiva. O grupo controle recebeu o
equivalente em veiculo. No total, os animais passaram por oito testes de catalepsia, um a cada
quinze minutos, totalizando 120 minutos de experimento. Esperdvamos que a catalepsia ndo
seria induzida no grupo controle e que para ambas as doses de haloperidol, a catalepsia seria
significativa e homogénea ao longo do tempo. A partir dos resultados obtidos, selecionamos a
dose de haloperidol a ser utilizada para a avaliacdo dos efeitos dos estimulos aversivos sobre a
catalepsia e escolhemos os dois momentos que serviriam como linha de base (sem estimulo) e

teste (aplicacdo do estimulo aversivo) para 0s experimentos seguintes.

4.1.1 Material e Métodos

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando em meédia 320 g. Os animais foram
provindos do Biotério Central da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) — campus Sao
Carlos e transferidos para o biotério setorial do Laboratério de Psicologia da Aprendizagem
(LPA), que possui um sistema de iluminacdo artificial com ciclo claro-escuro 12 x 12 h, com
as luzes sendo ligadas as 7:00 horas e temperatura controlada entre 23 e 25 °C. Os animais
foram alojados em grupos de quatro, em gaiolas de polipropileno com dimensdes 40 x 33 x 25
cm, forradas com maravalha, com livre acesso a agua e comida. Os experimentos foram
realizados durante a fase clara do ciclo e com o menor nimero de animais possivel, evitando
ao maximo o estresse e o sofrimento dos mesmos, de acordo com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi
submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFSCar) e encontra-
se protocolado sob o0 n® 5413130319 (ANEXO A).
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Droga

A droga utilizada foi o antagonista D2 haloperidol (TocrisBioscience, Bristol, UK). O
haloperidol foi dissolvido em salina fisiologica (0,9%) contendo 2% de Tween 80, a fim de
obter as concentracgdes de 1 e 2 mg/ml. As inje¢Oes foram administradas intraperitonealmente
em volume constante de 1 ml/kg, 15 min antes do inicio dos testes. O grupo controle recebeu
volume equivalente de salina fisioldgica contendo 2% de Tween 80 (veiculo). As doses foram
baseadas em estudos prévios do grupo de pesquisa (BARROCA et al., 2019; COLOMBO et al.,
2013; WAKU; DE OLIVEIRA, 2018).

Equipamentos e procedimento experimental

Para a realizacdo dos testes de catalepsia foi utilizada uma caixa experimental medindo
26 x 20 x 20 cm, que possui a parede do fundo, as duas paredes laterais e o teto de metal pintado
de branco, a porta de vidro transparente e o assoalho com 13 barras de metal de 5 mm de
didmetro distando 1,5 cm entre si. A caixa continha uma barra transversal de acrilico, de um
lado a outro, elevada a 8 cm do assoalho. A lateral possuia uma lampada amarela e uma caixa

de som acopladas (Fig. 5). A caixa experimental estava contida em uma camara de atenuacao

acustica medindo 65 x 43 x 45 cm, feita de aluminio.

Figura 5- Caixa experimental utilizada nos experimentos I, Il e Ill. Fonte: Prépria.

Dado inicio ao experimento, 0os animais receberam a administracdo intraperitoneal de
haloperidol nas doses de 1 ou 2 mg/kg ou o equivalente em veiculo (grupo controle). Em
seguida, os animais foram transferidos para a caixa de experimento e 15 minutos apds a
administracdo intraperitoneal, foi realizado o primeiro teste de catalepsia. O teste de catalepsia

consistiu em posicionar as patas anteriores do animal sobre a barra transversal, enquanto as
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patas posteriores permaneceram no assoalho, sendo registrado entdo, o tempo que o animal
demorava para retirar as patas da barra e retornar ao assoalho. O tempo de permanéncia foi
limitado a um maximo de 5 min, sendo que apds esse periodo, caso 0 animal permanecesse na
barra, a contagem era interrompida e o animal retirado da mesma (BARROCA et al., 2019;
COLOMBO et al., 2013; WAKU; DE OLIVEIRA, 2018). 15 minutos ap6s o primeiro teste,
foram realizados outros 7 testes de catalepsia, um a cada 15 minutos. No total, foram 120 min
de experimento com oito testes de catalepsia. Em nenhum momento os animais receberam
estimulagdo aversiva. Com base nos resultados deste experimento, além de selecionar a dose
de haloperidol a ser utilizada nos experimentos seguintes, foram também selecionados dois
momentos apds a administracdo, o primeiro para servir como linha de base (sem aplicacéo de
estimulo) e o segundo para a aplicacdo dos estimulos aversivos. Essa sele¢do contribuiu para
que nos experimentos seguintes fosse possivel a avaliagdo mais precisa dos efeitos que os

estimulos poderiam ter sobre o estado cataléptico.

Delineamento experimental

Os animais chegaram ao biotério setorial, onde foram separados em caixas, em grupos
de quatro, e passaram por uma fase de habituacdo durante um periodo de pelo menos trés dias
(Fig. 6). Apds a habituacdo, foi dado inicio ao experimento. Os animais receberam injecao
intraperitoneal de veiculo ou haloperidol na dose de 1 ou 2 mg/kg. Apo6s a administracdo de
veiculo ou haloperidol, cada animal foi submetido no total a oito testes de catalepsia (um a cada
15 min), sem estimulacéo aversiva, a fim de avaliar a catalepsia ao longo do tempo (Fig. 6).
Assim, os seguintes grupos foram formados: Veiculo; Haloperidol 1 e Haloperidol 2 (Tabela
4). Cada animal passou uma Unica vez pelo delineamento experimental de acordo com o seu

respectivo grupo.

Habl;tu?’(;go ao Adm. i.p ¥ v h 4 h 4 b 4 - h 4 b4 v
loterio Testes de catalepsia
P 3dias 1| Velculo '

i Halo1mgkg |

' Halo 2 mg/kg

..............

Figura 6- Delineamento do experimento | para a avaliacdo da catalepsia induzida pelo haloperidol. Fonte:
Propria.
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Tabela 4- Representacdo dos grupos e nimeros de animais utilizados durante a realizacdo do experimento I.

Grupos Numero de animais por grupo
Veiculo (controle) 12
Haloperidol 1 mg/kg 12
Haloperidol 2 mg/kg 12

Fonte: Prépria.

Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Para anlise dos dados da catalepsia foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, sendo um fator o
tratamento (veiculo x halo 1 x halo 2) e o outro o tempo apo6s administracdo (15 x 30 x 45 x
60 x 75 x 90 x 105 x 120 min). No caso de significancia estatistica, seguiu-se o teste post-hoc
de Newman-Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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4.1.2 Resultados

A figura 7 apresenta os resultados referentes a média do tempo até a retirada das patas
no teste da catalepsia ap6s a administragao intraperitoneal de veiculo, haloperidol 1 ou 2 mg/kg
nos diferentes tempos, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 min apo6s administragdo. A ANOVA de
duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator tratamento (F2,231 =
16,45, p < 0,05), para o fator tempo (F7,287= 11,54, p < 0,05), e interac&o significativa entre 0s
dois fatores (F14,287 = 2,36, p < 0,05). A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou
que o grupo que recebeu haloperidol 1 mg/kg apresentou tempo médio de catalepsia nos tempos
de 60, 75, 90, 105 e 120 min pds-administracao estatisticamente maior do que o grupo veiculo
nos mesmos tempos (p < 0,05). Ja o grupo que recebeu haloperidol 2 mg/kg apresentou tempo
médio de catalepsia nos tempos de 45, 60, 75, 90, 105 e 120 min po6s-administracao
estatisticamente maior do que o grupo veiculo nos mesmos tempos (p < 0,05). A anélise post
hoc também revelou que o grupo que recebeu haloperidol 2 mg/kg apresentou tempo médio de
catalepsia nos tempos de 45 e 105 min pos-administracédo estatisticamente maior do que o grupo
que recebeu haloperidol 1 mg/kg nos mesmos tempos (p < 0,05). O grupo que recebeu
haloperidol 1 mg/kg apresentou maior tempo de catalepsia aos 75, 90 e 105 min em relagéo ao
mesmo grupo no tempo de 15 min e aos 120 min em relagdo aos 15, 30 e 45 min (p < 0,05).
Para o grupo que recebeu haloperidol 2 mg/kg houve diferenca dentro do préprio grupo em 45,
60, 75, 90 e 105 min em relacao aos tempos de 15 e 30 min, e no tempo de 120 min em relacéo
aos tempos de 15, 30 e 45 min (p < 0,05).



46

OVeiculo = Haloperidol 1 m Haloperidol 2

300
*
250 *
* +
* # # #
200 * *

. #

150

Lan i-ji+ R R

75 90 105 120
Tempo apés administragao (min)

Tempo até a retirada das patas (s)

Figura 7- Tempo até a retirada das patas no teste de catalepsia, nos tempos 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 min
apés administragdo de veiculo, haloperidol 1 mg/kg, ou haloperidol 2 mg/kg. * Diferenga estatistica em relacéo ao
grupo Veiculo no mesmo tempo; + Diferenca estatistica em relacdo ao grupo Haloperidol 1 no mesmo tempo; #
Diferenca em relagdo ao prdprio grupo no tempo de 15 min. (p < 0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguida pelo teste de Newman-Keuls). Média + EPM. n = 12 para os grupos Veiculo, Haloperidol 1 e Haloperidol
2. Fonte: Propria.
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4.2 EXPERIMENTO Il - EFEITOS DOS ESTIMULOS AVERSIVOS INCONDICIONADOS
LUZ, SOM E CHOQUE SOBRE A CATALEPSIA INDUZIDA POR HALOPERIDOL

No experimento Il avaliamos os efeitos da exposicdo imediata a estimulos aversivos
incondicionados luz de 100 lux, som de 75 dB e choque de 0,6 mA, durante o teste de catalepsia
induzida pela administracdo de haloperidol 1,0 mg/kg. A dose foi selecionada de acordo com
os resultados do experimento anterior, a fim de causar catalepsia significativa e homogénea ao
longo do tempo. Foram realizados dois testes de catalepsia, o primeiro utilizado como linha de
base, sem a apresentacdo de estimulos aversivos (75 min ap6s a administracdo do haloperidol)
e 0 segundo, como teste associado com a apresentacdo dos estimulos aversivos (aos 90 min
apos a administracao do haloperidol). O estimulo choque foi apresentado com duracdo de 1 s,
enquanto os estimulos som e luz foram aplicados com duracdo de 1 ou 20 s. O grupo ndo
estimulado ndo recebeu estimulos aversivos. Esperdvamos que a catalepsia induzida por
haloperidol fosse rompida ou ao menos atenuada com a exposi¢do imediata dos animais aos

estimulos aversivos incondicionados.

4.2.1 Material e Métodos

Animais
Foram utilizados 72 ratos Wistar machos, pesando em média 340 g. Os animais foram
provindos do Biotério Central da UFSCar e foram transferidos para o biotério setorial do LPA,

sendo mantidos sob as mesmas condic¢des descritas para o experimento anterior.

Droga

A droga utilizada foi o antagonista D2 haloperidol (TocrisBioscience, Bristol, UK). O
haloperidol foi dissolvido em salina fisioldgica (0,9%) contendo 2% de Tween 80, a fim de
obter a concentragdo de 1 mg/ml. As injecGes foram administradas intraperitonealmente em
volume constante de 1 ml/kg, 75 min antes da realizacao do primeiro teste de catalepsia. A dose
de 1 mg/kg e o tempo de espera para o teste de catalepsia apds a administracdo foram

selecionados de acordo com os resultados do experimento I.
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Equipamentos e procedimento experimental

Para os testes de catalepsia o aparato e o procedimento experimental utilizados foram
0s mesmos descritos no experimento | (Fig. 5). No experimento I, foram realizados dois testes
de catalepsia, em momentos distintos, aos 75 e 90 min apds a administragdo do haloperidol,
sendo que o momento da realizagdo do primeiro e do segundo teste de catalepsia foram
selecionados de acordo com os resultados encontrados no experimento I. O tempo de
permanéncia foi limitado a um maximo de 3 min, também com base nos resultados do
experimento |. Assim, dado inicio ao experimento, 0s animais receberam administracao
intraperitoneal da dose de haloperidol 1 mg/kg e em seguida, foram colocados na caixa de
experimento. 75 minutos apds a administragdo, foram submetidos ao primeiro teste de
catalepsia, realizado sem exposicao aos estimulos aversivos, servindo como linha de base para
0 préximo teste. 15 min apos a linha de base, 90 min apds a administragdo, o teste foi realizado
em associacdo a apresentacdo de um dos estimulos aversivos incondicionados: ruido do tipo
tom puro de 75 dB, luz amarela de 100 lux ou choque nas patas de intensidade de 0,6 mA.
Assim, o animal era posicionado com as patas anteriores na barra transversal e, ap6s 20 s de
permanéncia, o estimulo era aplicado de acordo com o respectivo grupo. As aplicacdes dos
choques tiveram duracdo de 1 s, ja as aplica¢fes da luz ou do som, tiveram duracdo de 1 s ou
de 20 s, de acordo com o respectivo grupo. Os estimulos aversivos incondicionados foram
utilizados a fim de averiguar os efeitos dos mesmos sobre a catalepsia no exato momento de
sua aplicagéo. Especificamente, os estimulos com duracdo de 20 s foram utilizados para avaliar
se, por si s0, atenuariam ou romperiam a catalepsia, levando em consideracdo que durante o
experimento seguinte esses estimulos com duracdo de 20 s seriam utilizados durante o
condicionamento aversivo. Para o grupo ndo estimulado, ndo houve aplicacdo de estimulos

aversivos durante o teste de catalepsia.
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Delineamento Experimental

Os animais chegaram ao biotério setorial, onde foram separados em caixas, em grupos
de quatro, e passaram por uma fase de habituacdo durante um periodo de pelo menos trés dias
(Fig. 8). Apos a habituacdo, os animais receberam administracéo intraperitoneal de haloperidol
1 mg/kg. 75 min apds a administracdo, os animais foram submetidos ao teste de catalepsia pré-
estimulacdo, que serviu como linha de base para o teste seguinte. 15 minutos ap6s a linha de
base, 90 min apds a administracdo, o teste de catalepsia foi realizado em associacdo a
apresentacdo do estimulo aversivo incondicionado de acordo com o respectivo grupo, exceto
pelo grupo que passou pelos testes sem a estimulacdo (Fig. 8). Assim, os seguintes grupos foram
formados: ndo estimulado; som 1 s; som 20 s; luz 1s; luz 20 s e choque (Tabela 5). Cada animal

passou uma Unica vez pelo delineamento experimental de acordo com o seu respectivo grupo.

{78 min: 90 min
_________________ e .
Habituagdo ao Adm.ip. [ Linha Ej_e_b_a??_ S U Teste
biotério Teste de catalepsm] [Teste de catalepsmi)Estlmulo aversivo

: 3 dias !\ Halo1mgkg | ¢ Nao estimulado
""""""" SomomoomeTeTes ! Som

! Luz

R Chogue _____.

Figura 8- Delineamento do experimento |1 para avaliagdo dos efeitos dos estimulos incondicionados luz, som e
choque sobre a catalepsia induzida por haloperidol. Fonte: propria.

Tabela 5- Representacdo dos grupos e nimeros de animais utilizados durante a realizagdo do experimento II.

Haloperidol 1 mg/kg

Grupos Niumero de animais por grupo
Nao esfimulado 13

Som 1s 13

Som 20s 1

Luz 1s 12

Luz 20s 10

Choque 13

Fonte: Prépria.

IS
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Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como media = EPM. Para analise dos dados da catalepsia
induzida pelo haloperidol, foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sendo um
fator o estimulo aversivo (ndo estimulado x luz 1s x luz 20s x som 1s x som 20s x choque) e 0
outro a condicdo (linha de base x teste). No caso de significancia estatistica, seguiu-se o teste

post-hoc de Newman-Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.



51

4.2.2 Resultados

A figura 9 apresenta os resultados referentes a média do tempo até a retirada das patas
no teste da catalepsia ap6s a administracdo intraperitoneal de haloperidol na dose de 1 mg/kg
nos diferentes tempos, 75 (linha de base) e 90 min (teste), para 0s grupos que receberam
estimulos aversivos som 1s, som 20s, luz 1s, luz 20s, choque ou para o grupo que néo foi
estimulado. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo
para os fatores tratamento (Fsso = 1,07, p > 0,05) ou tempo (Fy111 = 1,50, p > 0,05), houve
interacéo significativa entre os dois fatores (Fs 111 = 2,97, p < 0,05). A analise post hoc com 0
teste de Newman-Keuls revelou que o grupo que recebeu choque apresentou tempo médio de
catalepsia no teste estatisticamente menor do que o prdprio grupo na linha de base (p < 0,05).
A analise post hoc também revelou que o grupo que recebeu choque apresentou tempo médio
de catalepsia no teste estatisticamente menor do que o grupo que recebeu som 1s no mesmo
tempo (p < 0,05) e do que o grupo que recebeu som 20s no mesmo tempo (p < 0,05). A analise
post hoc ndo revelou diferencga entre o grupo que recebeu choque e o grupo ndo estimulado no
teste (p = 0,051).
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Figura 9- Tempo até a retirada das patas no teste de catalepsia (linha de base e teste) apds a administracdo de
haloperidol 1 mg/kg, para os grupos que receberam o estimulo aversivo luz (Luz 1s ou Luz 20s), som (Som 1s ou
Som 20s), Choque e ndo estimulado (NE). # Diferenca estatistica em relacéo ao proprio grupo na linha de base. (p
< 0,05, ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste de Newman-Keuls). A diferenga entre o
grupo Choque e o grupo NE no teste aparece de forma marginal (p = 0,051) na analise estatistica. Média = EPM.
n = 13 para os grupos Néo estimulado, som 1 s e choque; n= 11 para o grupo som 20 s; n=12 para o grupo luz 1 s
e n= 10 para os grupos luz 20 s. Fonte: Propria.
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4.3 EXPERIMENTO Ill - EFEITOS DOS ESTIMULOS AVERSIVOS CONDICIONADOS
LUZ E SOM SOBRE A CATALEPSIA INDUZIDA POR HALOPERIDOL

No experimento 111 avaliamos os efeitos da exposicdo imediata aos estimulos aversivos
condicionados luz e som durante o teste de catalepsia induzida pela administragdo de
haloperidol 1,0 mg/kg. O experimento foi dividido em duas etapas e inicialmente os animais
passaram pela sessdo de condicionamento aversivo, em que os estimulos condicionados (CS)
luz de 100 lux ou som de 75 dB, foram pareados ou ndo com o estimulos incondicionados (US)
choques de intensidade aproximada de 0,6 mA. Vinte e quatro horas depois, foram realizados
dois testes de catalepsia, o primeiro como linha de base, sem a apresentacdo de estimulos
aversivos (75 min apés a administracdo do haloperidol) e o segundo, o teste com a reexposi¢ao
aos estimulos CS (aos 90 min apds a administracdo do haloperidol). Os estimulos foram
aplicados durante 20 s com base nos resultados do experimento anterior, que demonstraram que
por si so, esses estimulos, com essa duracdo, ndo foram capazes de alterar a catalepsia. Dessa
forma, esperavamos que os estimulos luz e som, ao serem pareados com choques, adquirissem

propriedades aversivas capazes de romper ou a0 menos atenuar a catalepsia.

4.3.1 Material e Métodos

Animais
Foram utilizados no total 52 ratos Wistar machos, pesando em média 329 g. Os animais
foram provindos do Biotério Central da UFSCar e foram transferidos para o biotério setorial do

LPA e mantidos sob as mesmas condicOes descritas para 0s experimentos anteriores.

Droga

A droga utilizada foi o antagonista D2 haloperidol (TocrisBioscience, Bristol, UK). O
haloperidol foi dissolvido em salina fisiologica (0,9%) contendo 2% de Tween 80, a fim de
obter a concentracdo de 1 mg/ml. As injecdes foram administradas intraperitonealmente em
volume constante de 1 ml/kg, 75 min antes da realizacéo do primeiro teste de catalepsia. A dose
de 1 mg/kg e o tempo de espera para o teste de catalepsia apds a administragdo foram

selecionados de acordo com os resultados do experimento 1.
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Equipamentos e procedimento experimental

Para o experimento Ill, composto por duas sessfes (treino e teste), a caixa utilizada
recebeu modificacGes de acordo com a sessdo em vigor, a fim de gerar diferenca de contexto
para o animal. Para a primeira sessdo (treino), em que foi feito o condicionamento, a caixa
experimental ndo continha a barra transversal de acrilico — utilizada para o teste de catalepsia —
e foi adicionado um odor de acido acético 2% ao ambiente (Fig. 10A). Para a segunda sessdo
(teste), em que foi feita a avaliacdo da catalepsia, a caixa continha a barra transversal de acrilico,
de um lado a outro, elevada a 8 cm do assoalho que, nesse caso, era constituido por um suporte
de polipropileno (Fig. 10B). A caixa para o teste foi colocada em uma camara de atenuacéo
acustica diferente da que foi realizada o treino. O aparato e o procedimento experimental para

0s testes de catalepsia foram 0s mesmos descritos no experimento |I.

Figura 10- Caixa experimental utilizada durante o experimento Ill. A. Treino. B. Teste. Fonte: Propria.

Inicialmente, os animais passaram pela sessdo de condicionamento aversivo, em que 0S
estimulos condicionados (CS) luz de 100 lux ou som de 75 dB, foram pareados ou ndo com o
estimulos incondicionados (US) choques de intensidade aproximada de 0,6 mA. 24h depois,
passaram pela sessdo teste, em que foi realizado o teste de catalepsia em associagdo a
reexposicao aos estimulos som ou luz, sem a apresentacdo de choques. Assim, quatro grupos
experimentais foram formados: Pareado-luz; Nao pareado-luz; Pareado-som; N&o pareado-som
(Tabela 6). Todos os animais passaram uma Unica vez por cada sessdo de acordo com o

respectivo grupo.
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Condicionamento aversivo (treino): A sessdo de treino teve duracdo de 20 min.

Inicialmente os animais foram colocados na caixa e passaram por um periodo de 5 min de
habituacdo. Apoés a habituagdo, teve inicio o condicionamento, em que 0s animais receberam
os CS pareados com choques elétricos (grupos pareados) ou intercalado com os choques
(grupos nédo pareados), de acordo com o respectivo grupo. Dessa forma, os animais dos grupos
pareado-luz e pareado-som foram submetidos a 10 apresentacdes de luz ou som, com duracéo
de 20 s cada e, 10 choques nas patas, aplicados de forma pareada, no ultimo segundo de cada
aplicacdo do CS. Os pareamentos ocorreram em intervalos de 30-90 s. J& 0s animais dos grupos
ndo pareado-som ou ndo pareado-luz, foram submetidos a 10 apresentacGes de luz ou som, com
duracdo de 20 s cada e, 10 choques nas patas, aplicados de forma alternada com a aplicacéo do
CS, com intervalos de 15-45 s entre as apresentacdes (DE OLIVEIRA et al, 2013;
ZAPPAROLI; DE OLIVEIRA, 2017). Nessa sessdo, 0s grupos ndo receberam administracéo
de haloperidol. Os choques foram administrados por meio de um gerador de chogues conectado
a caixa. A intensidade de aplicacdo e a duracdo dos estimulos foram mantidas levando em
consideracdo que os estimulos luz e som, com duracdo de 20 s, ndo foram capazes de romper
ou atenuar a catalepsia durante o experimento Il. Para a andlise, foram utilizadas as respostas
de congelamento, definidas como auséncia total de movimentos do animal em um periodo

minimo de 6 s, eliciadas na ultima apresentacdo de luz ou som da sessdo treino.

Teste de catalepsia (teste): Vinte e quatro horas ap6s a sessdo treino, ocorreu a sessao

teste, que consistiu na realizacdo do teste de catalepsia em associacdo com a reexposicao aos
estimulos utilizados na sessdo anterior, sem a administracdo de choques. Inicialmente, o0s
animais receberam administracdo intraperitoneal de haloperidol 1 mg/kg e em seguida foram
colocados na caixa de experimento. 75 min apds a administracdo, foram submetidos ao primeiro
teste de catalepsia sem a reexposi¢do aos estimulos, servindo como linha de base para o teste
seguinte. 15 min apo6s a linha de base, aos 90 min apos a administragéo, foi realizado o segundo
teste de catalepsia em associacdo com a reexposi¢do ao estimulo luz ou som, utilizados durante
0 treino. Assim, o animal era posicionado com as patas anteriores na barra transversal e, apos
20 s, era emitido 0 som-CS ou a luz-CS, durante 20 s. O protocolo para a avalia¢do da catalepsia

foi 0 mesmo utilizado no experimento anterior.

Delineamento experimental
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Os animais chegaram ao biotério setorial, onde foram separados em caixas, em grupos
de quatro, e passaram por uma fase de habituacdo durante um periodo de pelo menos trés dias
(Fig. 11). Passado esse periodo, foi dado inicio ao experimento que foi dividido em duas
sessOes, treino e teste. Na primeira sesséo foi realizado o condicionamento (treino), de modo
gue os animais receberam os estimulos luz ou som, pareado ou ndo pareado com choques nas
patas, de acordo com 0 seu respectivo grupo. 24h apos a sessao treino, foi dado inicio a sessdo
teste. Inicialmente os animais receberam administracao intraperitoneal de haloperidol 1 mg/kg.
75 min apds a administragdo, foram submetidos ao primeiro teste de catalepsia pré-estimulacéo,
servindo como linha de base para o teste seguinte. 15 min ap6s a linha de base, 90 min apds a
administracdo, os animais passaram pelo teste de catalepsia em associacdo a reexposi¢ao aos
estimulos condicionados som ou luz, utilizados no treino, de acordo com o respectivo grupo
(Fig. 11). Assim, os seguintes grupos foram formados: Pareado-luz; ndo pareado-luz; pareado-
som ou ndo pareado-som (Tabela 6). Cada animal passou uma Unica vez pelo delineamento

experimental de acordo com o seu respectivo grupo.

. ~ Condicionamento
Habituacao ao trei

biotério — (reino)
_____________ y ' 5 minutos de habituag&o '
. 3 dias ' 1+ 15 minutos com apresentagdes de SOM ou LUZ, pareado ou n&o!
e ity H pareado com CHOQUES !

\ 24n |
190 min 175 min’

e i ol b
: Teste P Linha de base :
--------------------------------------- L <«

| Reexposi¢&o ao estimulo

1+ SOM condicionado ou
. LUZ condicionado
]

. __ _(SEM CHOQUES) |

[Teste de catalepsiag)fr@ Estimulos ] [Teste de catalepsia]

Figura 11- Delineamento do experimento |11 para avaliagdo dos efeitos dos estimulos aversivos condicionados
luz e som sobre a catalepsia induzida por haloperidol . Fonte: Propria.

Tabela 6- Representacdo dos grupos e nimeros de animais utilizados durante a realizacdo do experimento I11.
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Haloperidaol 1 mg/kg

Grupos Nimero de animais por grupo
Pareado-som 13
M&o Pareado-som 11
Pareado-luz 13
Wao pareado-luz 15

Fonte: Prdpria

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como media £ EPM. Para analise dos dados do congelamento
foi utilizado o teste t de Student (ndo condicionado-som x condicionado-som; nao
condicionado-luz x condicionado-luz). Para a analise da catalepsia induzida pelo haloperidol,
foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas, sendo um fator o estimulo aversivo
(ndo condicionado-som x condicionado-som; ndo condicionado-luz x condicionado-luz) e o
outro a condicdo (linha de base x teste). No caso de significancia estatistica, seguiu-se o teste
post-hoc de Newman-Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.

4.3.2 Resultados

A figura 12A apresenta os resultados referentes a fase de treino para 0s grupos néo
pareado-luz e pareado-luz. O teste t revelou que o grupo pareado-luz apresentou tempo médio
de congelamento estatisticamente maior do que o grupo ndo pareado-luz (tzs = 3,35; p < 0,05).
A figura 12B apresenta os resultados referentes a fase de teste, ou seja, a média do tempo até a
retirada das patas no teste da catalepsia ap6s a administracdo intraperitoneal de haloperidol na
dose de 1 mg/kg nos diferentes tempos, 75 (linha de base) e 90 min (teste), para 0s grupos que
foram reexpostos ao estimulo luz utilizado durante o treino. A ANOVA de duas vias com
medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para o fator tratamento (F126 = 1,07, p >
0,05), revelou efeito significativo para o fator tempo (F155= 12,43, p < 0,05), e houve interacao
significativa entre os dois fatores (F1s5 = 4,27, p < 0,05). Para o grupo pareado-luz, a analise
post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou diminui¢do significativa no tempo médio de
catalepsia no teste em relacdo a linha de base (p < 0,05). J& para o grupo ndo pareado-luz, a
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls ndo revelou diminuigéo significativa no tempo

médio de catalepsia no teste em relagdo a linha de base (p > 0,05). Ainda, a anélise post hoc
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com o teste de Newman-Keuls ndo relevou efeito significativo para o tratamento entre a linha
de base ou entre o teste (p > 0,05).

A figura 12C apresenta os resultados referentes a fase de treino para 0s grupos ndo
pareado-som e pareado-som. O teste t ndo revelou significAncia estatistica no tempo médio de
congelamento entre o grupo pareado-som e o grupo nao pareado-som (p > 0,05). A figura 12D
apresenta os resultados referentes a fase de teste, ou seja, a média do tempo até a retirada das
patas no teste da catalepsia apos a administracdo intraperitoneal de haloperidol na dose de 1
mg/kg nos diferentes tempos, 75 (linha de base) e 90 min (teste), para os grupos que foram
reexpostos ao estimulo som utilizado durante o treino. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas nao revelou efeito significativo para os fatores tratamento (F1,22 = 0,000782, p > 0,05)
e tempo (F147=0,10, p > 0,05), também ndo houve interacéo significativa entre os dois fatores
(F1,47= 0,92, p > 0,05).



59

200 OMN&o Pareado-Luz  ©Pareado-Luz B O Né&o Pareado-Luz o Pareado-Luz
1 200
w
175 4 w175
8
- 150 4 * o 150 |
- "
o | ]
£ 125 1 T 25 [ ]
£ B [ I I
5 100 [ £ 100 -
3 l 8 | #
£ 75 o 75
o ‘@ [
(&) ©
50 1 o 50 A I
o
E
25 @ 25 4
0 , 0 T
Grupos Linha de base Teste
200 OMN&o Pareado-Som mPareado-Som D ON&o Pareado-Som m Pareado-Som
1 200 -
175 L 475 ]
[
g l
- 150 1 g 150 | i |
° g
£ 125 4 [ T 125 4 I
] [ 3
£ 100 £ 100
° o
s H
c 75 575
o @
[} ®
50 g_ 50
£
25 4 = 25
0 , 0 T
Grupos Linha de base Teste

Figura 12- A. Tempo de congelamento para 0os grupos que passaram pelo condicionamento aversivo com o
estimulo luz de forma ndo pareada (N&o pareado-luz) ou pareada (Pareado-luz) com choques. B. Tempo até a
retirada das patas no teste de catalepsia, ap6s administragdo de haloperidol 1 mg/kg de ratos que passaram pelo
condicionamento aversivo e que foram reexpostos ao estimulo luz (Pareado-luz ou Néo pareado-luz). C. Tempo
de congelamento para os grupos que passaram pelo condicionamento aversivo com o estimulo som de forma nao
pareada (N&o pareado-som) ou pareada (Pareado-som) com choques. D. Tempo até retirada das patas no teste de
catalepsia, apds administracdo de haloperidol 1 mg/kg de ratos que passaram pelo condicionamento aversivo e que
foram reexpostos ao estimulo luz (Pareado-luz ou Néao pareado-luz). * Diferenca estatistica em relagdo ao grupo
Né&o-pareado. (p < 0,05, teste t). # Diferenca estatistica em relacdo a linha de base. (p < 0,05, ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguida pelo teste de Newman-Keuls). Média £+ EPM. n = 15 para o grupo Néo
pareado-luz. N = 13 para os grupos Pareado-luz e Pareado-som e n=11 para o grupo N&o pareado-som. Fonte:
Propria.
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4.4 DISCUSSAO

De acordo com nossa hipdtese inicial, era esperado que a exposicdo imediata aos
diferentes estimulos aversivos, incondicionados (luz, som e choque) e condicionados (luz-CS e
som-CS), fosse capaz de romper ou ao menos atenuar a catalepsia induzida pelo haloperidol.
Nesse sentido, de acordo com os resultados, a catalepsia foi significativamente atenuada pela
exposi¢do ao estimulo aversivo incondicionado choque e ao estimulo aversivo condicionado
luz. Tais resultados indicam validade de face para 0 modelo aqui proposto para estudo da cinesia
paraddxica, ja que houve a quebra do estado cataléptico com a exposicao a estimulacao aversiva
no exato momento da realizacdo do teste de catalepsia. Esses achados s@o similares ao que €
observado durante o fendmeno da cinesia paradoxica em humanos, em que alguns pacientes
com DP, apesar dos graves sintomas motores, conseguem realizar movimentos quando expostos
a situacdes estressoras repentinas (GLICKSTEIN; STEIN, 1991; JANKOVIC, 2008). Além
disso, de maneira geral, os resultados aqui apresentados indicam que os efeitos sobre a
catalepsia induzida por haloperidol sdo dependentes da modalidade/intensidade dos estimulos
aversivos utilizados.

No experimento I, buscamos avaliar os efeitos de duas doses de haloperidol sobre a
resposta de catalepsia ao longo do tempo. O grupo controle desse experimento, tratado com
veiculo, ndo apresentou catalepsia ao longo do tempo nos testes realizados apds a administracdo
da solugéo. Tais resultados estdo de acordo com evidéncias da literatura (BARROCA et al.,
2019; COLOMBO et al., 2013; SITA; JADHAV; VAVIA, 2020), e atestam que a catalepsia
n&o é predominante no repertério comportamental de ratos expostos a situacfes experimentais
como as aqui utilizadas. Por outro lado, a catalepsia foi o principal efeito produzido pelo
haloperidol, o que esta de acordo com diversos estudos (BARROCA et al., 2019; COLOMBO
et al., 2013; GRECO et al., 2010; LORENC-KOCI et al., 1996; WADENBERG et al., 2001),
sendo observada nas duas doses utilizadas, 1 e 2 mg/kg. Ambas as doses foram escolhidas com
base em estudos prévios, com o intuito de causar catalepsia significativa ao longo do tempo
(BARROCA et al., 2019; COLOMBO et al., 2013; WAKU; DE OLIVEIRA, 2018) e, assim,
definir a melhor dose e momento pds-administracdo para serem utilizados nos experimentos
seguintes.

Em comparacdo com o grupo que recebeu veiculo no mesmo tempo, a dose de
haloperidol 1 mg/kg causou catalepsia significativa a partir de 60 min ap6s a administracao,
enquanto a dose de haloperidol 2 mg/kg causou catalepsia significativa a partir de 45 min ap6s

a administracdo. Em comparacdo com o préprio grupo aos 15 min, primeiro momento avaliado
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em nosso estudo, o grupo haloperidol 1 mg/kg apresentou diferenca significativa no tempo de
catalepsia a partir de 75 min ap6s a administracdo; ja no grupo tratado com haloperidol 2 mg/kg,
tal diferenca ocorreu a partir de 45 min apds a administracdo. Com as duas doses, a catalepsia
se manteve significativa até 120 min apds a administracdo, ultimo momento avaliado em nosso
estudo. Esses resultados estdo de acordo com relatos do efeito cataléptico do haloperidol se
prolongando por pelo menos 120 min apos sua administracdo (GRECO et al., 2010), podendo
durar até 240-300 min apds a administracdo em alguns casos (ARDASHOV et al., 2011;
IONOV; SEVERTSEV, 2012b; MOO-PUC et al., 2003; PAVLOVA et al., 2014,
VERHAGEN-KAMERBEEK et al., 1993). Ademais, o haloperidol 2 mg/kg em comparagéo
com o haloperidol 1 mg/kg, causou catalepsia significativamente maior apenas aos 45 e 105
min apos a administracdo. Dessa forma, consideramos a catalepsia induzida por haloperidol 1
mg/kg suficiente para avaliar os efeitos dos estimulos aversivos nos experimentos seguintes e
escolhemos os tempos de 75 e 90 min apds sua administracao para servirem como 0s momentos
em que a linha de base e o teste seriam realizados. De fato, a dose de 1 mg/kg é amplamente
utilizada na literatura, sendo capaz de induzir catalepsia independente da espécie ou linhagem
utilizada (BASU et al., 2017; CHAUDHARY; DHANDE, 2020; GRECO et al., 2010; JONES
etal., 2013; KASTURE et al., 2009a; LAZEWSKA et al., 2020; MELO-THOMAS; THOMAS,
2015).

No experimento |1, avaliamos os efeitos da exposicdo imediata aos estimulos aversivos
incondicionados luz, som e choque nas patas sobre a catalepsia induzida por haloperidol. O
estimulo choque foi aplicado com duracédo de 1 s enquanto a luz e 0 som com duracao de 1 ou
20 s. A aplicagdo de 20 s foi utilizada para avaliar se, por si s0, esses estimulos atenuariam ou
romperiam a catalepsia, levando em consideracdo que durante o experimento seguinte seriam
pareados com choques a fim de realizar o condicionamento aversivo. Para 0 grupo nédo
estimulado, ndo houve aplicacdo de estimulos aversivos durante o teste de catalepsia. Dessa
forma, o grupo que néo recebeu nenhuma estimulacéo aversiva apresentou catalepsia similar
ao que foi observado no experimento I, aproximadamente 100 s para retirada das patas, sendo
que ndo houve diferenca significativa entre a linha de base (75 min apds administracdo) e o
teste (90 min apos administracdo). Tais resultados estdo de acordo com a hipdtese inicial,
demonstrando que, na auséncia da estimulacdo aversiva, a catalepsia se mantém ao longo do
tempo.

A exposi¢do ao estimulo som com duracdo de 1 s ou 20 s, no momento do teste, ndo
causou diminuicdo significativa no tempo de catalepsia, em compara¢do com o proprio grupo

na linha de base (sem exposi¢do ao estimulo) ou em relacéo ao grupo nao estimulado no teste.
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Os resultados aqui apresentados, ao contrario do que era esperado, indicam que um ruido de 75
dB ndo é eficiente em romper o estado de imobilidade, de modo que o estimulo utilizado pode
ter sido pouco ou ndo aversivo. Quando comparamos o estimulo aqui utilizado com, por
exemplo, o estimulo sonoro capaz de causar resposta de sobressalto, esses diferem entre si na
intensidade de 75 dB contra, no geral, a de 100 dB (DE OLIVEIRA; REIMER; BRANDAO,
2006). Além disso, o som aqui utilizado € um tom puro enquanto o utilizado para o sobressalto
é um ruido branco (DE OLIVEIRA; REIMER; BRANDAO, 2006). No entanto, ndo podemos
descartar que o estimulo sonoro seja capaz de induzir a cinesia paradoxica, ja que na literatura,
a estimulacdo elétrica de regides envolvidas no processamento de estimulos sonoros (coliculo
inferior), considerada aversiva, foi capaz de induzir a cinesia paradéxica em ratos (MELO-
THOMAS; THOMAS, 2015). Por outro lado, é possivel que a influéncia do estimulo sonoro
sobre a catalepsia ndo seja decorrente de aversividade, considerando evidéncias de que
estimulos sonoros familiares sdo capazes de melhorar a movimentagdo em pacientes com DP
(SACKS, 1973; RUBINSTEN; GILADI; HAUSDORFF, 2002; ARIAS; CUDEIRO, 2008) e
que ratos expostos a um estimulo ultrassénico de 50 kHz, considerado atrativo, apresentaram
quebra da catalepsia induzida por haloperidol (TONELLI et al., 2018). Dessa forma, podemos
hipotetizar que o estimulo sonoro aqui utilizado pode ndo possuir caracteristicas motivacionais
capazes de induzir o fenbmeno da cinesia paradoxica.

Da mesma forma, a exposi¢do ao estimulo luz, com 1 ou 20 s de dura¢do, no momento
do teste, ndo causou diminuig&o significativa no tempo de catalepsia, em comparagédo com o
préprio grupo na linha de base (sem exposi¢do ao estimulo) ou em relacdo ao grupo nao
estimulado no teste. Os resultados aqui apresentados, ao contrario do que era esperado, indicam
que uma luz de 100 lux ndo é eficiente em romper o estado de imobilidade, de modo que o
estimulo utilizado pode ter sido pouco aversivo ou nao aversivo. Nesse sentido, deve-se
considerar que o estimulo luminoso € frequentemente utilizado como estimulo condicionado,
sendo poucos os estudos que utilizam apenas a luz como estimulo aversivo a fim de desencadear
uma resposta inata do rato (CASSADAY,; THUR, 2015; DE OLIVEIRA; REIMER;
BRANDAO, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2017; PEZZE et al., 2016). Quando comparamos o
estimulo aqui utilizado com o estimulo luminoso utilizado no teste de switch-off induzido pela
luz, em que o rato cruza de um compartimento de uma caixa para outro visando reduzir a
exposicao ao estimulo (REIS et al., 2004; SAITO; BRANDAO, 2016), esses diferem entre si
na intensidade de 120 lux contra a de 100 lux. Além disso, é possivel que a magnitude da
aversividade desencadeada pela luz seja dependente das condi¢cbes em que o animal esta

exposto, como a quantidade de luz apresentada e o local em que o experimento esta sendo
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realizado (SAITO; BRANDAO, 2016). Dessa forma, ndo podemos descartar que estimulos
visuais sejam capazes de induzir a cinesia paradoxica, ja que diversos relatos clinicos apontam
que objetos/pessoas em movimento e dicas visuais sdo capazes de eliciar 0 movimento
repentino em pacientes parkinsonianos (GLICKSTEIN; STEIN, 1991; JANKOVIC, 2008).
Sendo assim, possivelmente o estimulo luminoso aqui utilizado ndo possui caracteristicas
motivacionais suficientes para alterar a catalepsia.

Por outro lado, a exposi¢cdo ao choque nas patas foi capaz de reduzir significativamente
0 tempo da catalepsia em comparagdo com o proprio grupo na linha de base (sem exposicao ao
estimulo) e de forma marginalmente significativa (p = 0,051) em relacdo ao grupo nédo
estimulado no teste. Tal resultado estd de acordo com nossa hipotese inicial de que a
apresentacdo breve do choque durante o teste de catalepsia seria capaz de romper o estado de
imobilidade, induzindo o fendbmeno da cinesia paradoxica. Além disso, esse resultado esta de
acordo com trabalho anterior, que também demonstrou a quebra do estado cataléptico no
momento da aplicacdo de choques nas patas, em comparacao com a linha de base (WAKU; DE
OLIVEIRA, 2018).

No experimento 111, utilizamos os testes de medo condicionado ao som e a luz como
estimulagdo aversiva. A intensidade de aplicacdo e a duracdo dos estimulos foram mantidas, ja
que os estimulos luz e som, com duragdo de 20 s, ndo foram capazes de romper ou atenuar a
catalepsia no experimento Il. Dessa forma, esperavamos que ao serem pareados com choques,
a luz e o som adquirissem propriedades aversivas capazes de romper ou a0 menos atenuar a
catalepsia. Na fase de treino, para 0s grupos que passaram pelo condicionamento a luz, os
resultados apontam que o medo condicionado foi estabelecido para o grupo que foi submetido
ao treino com apresentac6es de luz e de choques de forma pareada. Nesse grupo, o tempo de
congelamento no final do treino foi significativamente maior do que o do grupo ndo pareado.
Tais resultados estdo de acordo com nossa hipétese inicial e com trabalhos realizados
anteriormente em nosso laboratério (ZAPPAROLI, 2017; DE VITA et al., 2021). Na fase de
teste, quando os grupos foram reexpostos ao estimulo luz sem a presenca de choques, apenas 0
grupo pareado-luz apresentou reducéo significativa no tempo de catalepsia em comparacgéo ao
resultado da linha de base (sem exposi¢do ao estimulo). Tais resultados estdo de acordo com
nossa hipétese de que a reexposicao breve a luz-CS durante o teste de catalepsia seria capaz de
romper o estado de imobilidade, similar ao fenbmeno da cinesia paradoxica observado em
pacientes com DP. Para o grupo pareado luz, esse resultado indica que o estimulo inicialmente
neutro (luz), ao ser pareado com o estimulo incondicionado aversivo (choque), se tornou um

estimulo aversivo condicionado capaz de romper a catalepsia. Para o grupo nao pareado-luz os
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resultados encontrados estdo de acordo com a hipotese inicial de forma que era esperado que a
associacdo CS-US ndo se estabelecesse e, assim, que a luz ndo adquirisse propriedades
aversivas capazes de atenuar a catalepsia no momento do teste. Retornando para a analise do
congelamento, entretanto, podemos observar que o tempo de congelamento também foi alto
para 0 grupo ndo pareado-luz, o que sugere alguma generalizacdo. Uma possivel melhoria
poderia ser alcancada alterando-se o protocolo do grupo nao pareado, modificando o tempo dos
intervalos entre as aplicacbes em experimentos futuros, por exemplo.

Em relagdo ao medo condicionado ao som, na fase de treino, os resultados apontam
problemas no protocolo experimental utilizado, uma vez que o tempo de congelamento néo
diferiu estatisticamente entre o grupo que recebeu o choque pareado com som e 0 grupo que
recebeu som e choque de forma intercalada. Tais resultados sdo contrarios a hipotese inicial, ja
que era esperado que O grupo pareado-som apresentasse tempo de congelamento
significativamente maior do que o0 grupo ndo pareado-som. A auséncia de diferenca
significativa para o congelamento entre os grupos pode ser considerada uma limitacédo do
presente estudo. Foi a primeira vez que tal protocolo foi testado em nosso laboratorio, ao passo
que o protocolo do medo condicionado a luz ja havia sido padronizado, considerando o tempo
de habituacdo do animal ao ambiente das sessfes, condi¢fes de luminosidade e ruido deste
ambiente, o nimero e tempo de apresentacdo do estimulo condicionado, além dos intervalos
entre suas apresentacdes (ZAPPAROLLI, 2017; DE VITA et al., 2021). Assim, um estudo de
padronizacdo pode ser necessario para que futuros experimentos usando o protocolo de medo
condicionado ao som possam ser realizados. Na fase de teste, quando os grupos foram
reexpostos ao estimulo som sem a presenca de choques, ndo houve alteracdo significativa no
tempo de catalepsia no momento em que o estimulo foi apresentado, em comparacdo com a
linha de base. Esses resultados sdo similares aos observados no experimento Il, em que o
estimulo som incondicionado néo foi capaz de romper ou atenuar a catalepsia. Desta forma, ndo
é possivel concluir se ndo houve aprendizagem associativa em nenhum dos grupos suficiente
para induzir alteracdes na catalepsia ou se, apesar da aprendizagem, o som-CS ndo é capaz de
romper a catalepsia. Novos estudos sdo necessarios para uma melhor compreenséo da influéncia
do medo condicionado ao som sobre a catalepsia.

De maneira geral, os resultados apresentados no presente estudo indicam ser possivel
reduzir a catalepsia quando o estimulo aversivo incondicionado choque ou o estimulo aversivo
condicionado luz sdo apresentados durante a realizacdo do teste de catalepsia. Tais resultados
sugerem validade de face para um modelo animal para cinesia paraddxica utilizando a

exposicdo imediata a esses estimulos aversivos. Na clinica, a cinesia paradoxica € um fenémeno
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em que apesar dos sintomas motores graves, pacientes sdo capazes de realizar movimentos
repentinos e até mesmo precisos, em face de uma situacéo aversiva imediata, como um perigo
iminente (GLICKSTEIN; STEIN, 1991; JANKOVIC, 2008). De fato, 0 medo e a ansiedade
motivam comportamentos que visam reduzir perigos potenciais para o individuo, como
excitacdo e comportamentos de fuga (BRANDAO, 2004). Sendo assim, a exposicio imediata
a estimulacdo aversiva foi capaz de desencadear respostas motoras repentinas, similar ao que
se pode observar quando pacientes com DP sdo expostos a situacdes que geram emocdes
intensas como o medo (GLICKSTEIN; STEIN, 1991; JANKOVIC, 2008).

considerando que a DP tem como caracteristica fisiopatoldgica chave a deficiéncia de
neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal (DICKSON, 2012; STANDAERT,;
GALANTER, 2009), uma possivel hipétese é que o sistema dopaminérgico contribua para o
fendmeno da cinesia paraddxica, considerando que os mecanismos dopaminérgicos participam
da regulacéo de respostas adaptativas a situacdes aversivas (BRANDAO et al., 2003, 2015; DE
OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, evidéncias de modelos animais certamente parecem
favorecer um mecanismo ndo dopaminérgico para o fenbmeno da cinesia paradoxica. De fato,
foi demonstrado que ratos catalépticos através da administracdo de 6-hidroxidopamina e
subsequentemente tratados com haloperidol, continuaram exibindo o comportamento de nado
guando colocados em um tanque de agua profunda e de escape quando colocados em um banho
de gelo em &guas rasas (KEEFE et al., 1989), apontando para o envolvimento de outros
circuitos, que ndo os dopaminérgicos, nesse fendmeno. Em acordo com essa hipotese,
evidéncias demonstraram que a catalepsia induzida pelo haloperidol é reduzida pela
microinjecdo de antagonistas NMDA (N-Metil-D-Aspartato) no coliculo inferior,
desencadeando respostas defensivas como estado de alerta, congelamento e fuga (MELO et al.,
2010). Ademais, a estimulacdo enceféalica profunda do coliculo inferior é capaz de
temporariamente interromper a catalepsia induzida pelo haloperidol (MELO-THOMAS;
THOMAS, 2015). Dessa forma, diversos achados indicam que o coliculo inferior pode ser um
alvo relevante para manipulag¢fes visando um melhor entendimento da cinesia paradoxica
(MELO et al., 2010; MELO-THOMAS; THOMAS, 2015). Por fim, levando em consideracao
que o coliculo inferior é parte do sistema encefalico mediador de estados aversivos (GRAEFF,
1990; BRANDAO; MELO; CARDOSO, 1993), seria possivel sugerir que a exposicio aos

estimulos choques nas patas e luz-CS levaram a ativacao dessa regido, rompendo a catalepsia.

Em suma, os resultados obtidos indicam que apenas estimulos aversivos especificos sdo

capazes de induzir a cinesia paradoxica, ao passo que 0s outros estimulos ndo parecem ter
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efeitos importantes para esse fendmeno. Assim, pontua-se a necessidade de mais investigagdes
nessa linha para melhor entendimento da cinesia paradoxica e desenvolvimento de um modelo

animal apropriado para seu estudo.



67

5 CONCLUSOES

A catalepsia induzida por haloperidol como modelo animal para parkinsonismo tem sido
usada rotineiramente e com sucesso, sendo empregada para obtencdo de um melhor
entendimento da neurobiologia subjacente ao parkinsonismo e, principalmente, na
busca e desenvolvimento de novas terapias para DP.

A administracdo sistémica de haloperidol, nas doses de 1 ou 2 mg/kg, afeta a atividade
motora em ratos, induzindo catalepsia. A catalepsia é reduzida com a exposi¢do
imediata ao estimulo aversivo incondicionado choque e a uma luz previamente
associada a apresentacdo de choques nas patas, mas ndo com exposi¢do a uma luz de
100 lux incondicionada ou a um som de 75 dB incondicionado ou condicionado.

A exposigdo imediata a diferentes estimulos aversivos condicionados e incondicionados
sugere, de maneira geral, que o efeito sobre a catalepsia induzida por haloperidol é
dependente da modalidade/intensidade dos estimulos utilizados. Tais resultados
também apontam para a validade de face de um modelo animal para estudo da cinesia
paraddxica que utilize a exposicdo a estimulos aversivos imediatos para romper a

catalepsia induzida por haloperidol.
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ANEXO A- Certificado da Comissdo de Etica no uso de animais da UFSCar.

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o
a Universidade Federal de Séo Carlos
5 Pesquisa UFF:{ L

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DA EXPOSICAO A ESTIMULOS AVERSIVOS IMEDIATOS SOBRE A CATALEPSIA
INDUZIDA POR HALOPERIDOL: POSSIVEL MODELO ANIMAL PARA CINESIA PARADOXICA", protocolada sob o CEUA n2 5413130319 (o
001176), SOb a responsabilidade de Amanda Ribeiro de Oliveira e equipe; Isabelle Waku - que envolve a produgdo, manutengao
e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - est4 de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 15/04/2019.

We certify that the proposal "EFFECTS OF EXPOSURE TO IMMEDIATE AVERSIVE STIMULATIONS ON HALOPERIDOL-INDUCED
CATALEPSIA: POSSIBLE ANIMAL MODEL FOR PARADOXICAL KINESIA", utilizing 228 Heterogenics rats (228 males), protocol number
CEUA 5413130319 (i 001176), under the responsibility of Amanda Ribeiro de Oliveira and team, Isabelle Waku - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 04/15/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 04/2021 Area: Psicologia
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 75 dias N: 228
Linhagem: Wistar Peso: 240a260g

Local do experimento: Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) - DPsi
Sao Carlos, 03 de junho de 2019

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sao Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Horéario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUA N 5413130319



