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RESUMO

O aumento do reflexo de sobressalto na presenca de um estimulo que tenha sido
previamente pareado a choques nas patas é tomado como indice de medo e nomeado
sobressalto potencializado pelo medo (SPM). O congelamento, interrupcdo de todos os
movimentos observaveis, exceto aqueles associados com a respiracdo, também tem sido
utilizado como indice de medo em ratos. Um crescente numero de evidéncias sugere o
envolvimento de mecanismos dopaminérgicos em diferentes aspectos da memoria afetiva,
como sua formacéo, evocacao e expressdo. No entanto, resultados sobre como e por meio de
quais receptores 0s mecanismos dopaminérgicos influenciam o medo tém sido inconsistentes.
O presente estudo examina o envolvimento dos receptores dopaminérgicos na aquisi¢do e na
expressdao do medo condicionado & luz. Para isso, foram analisados os efeitos do antagonista
D;, SCH 23390, do agonista D1, SKF 38393, do antagonista D, sulpirida, e do agonista Dy,
quimpirole, no SPM e no congelamento. A atividade motora dos animais também foi avaliada
no teste do campo aberto. SCH 23390, SKF 38393, sulpirida e quimpirole, administrados
antes do condicionamento, ndo produziram efeitos no SPM, mas SCH 23390 diminuiu o
congelamento. As administracdes de SCH 23390, SKF 38393 e sulpirida antes do teste
também ndo produziram efeitos no SPM e no congelamento. Quimpirole, em doses que agem
em receptores pré-sinapticos, causou uma reducdo significativa no SPM e no congelamento,
guando administrado antes do teste. A acdo das drogas ndo foi devida a efeitos néo-
especificos uma vez que elas ndo produziram efeitos no teste do campo aberto. Os resultados
sugerem gue mecanismos dopaminérgicos devem estar envolvidos tanto na aquisicdo, quanto
na expressao do medo condicionado a luz. Receptores D; pOs-sinapticos parecem participar da
aquisicdo do congelamento condicionado a luz-CS, mas ndo do SPM. Por outro lado,
receptores D, pré-sinapticos parecem estar envolvidos na expressdo do medo condicionado a

luz-CS.



ABSTRACT

The increase in the startle reflex in the presence of a stimulus that has been previously
paired to footshock is taken as an index of fear and named fear potentiated startle (FPS).
Freezing behavior, a cessation of all observable movements, except those associated with
respiration, has also been used as an index of fear in rats. A growing body of evidence has
suggested that dopaminergic mechanisms are implicated in different aspects of affective
memory, namely its formation, expression or retrieval. However, the results of studies that
have examined how, and through which receptors, dopaminergic mechanisms influence fear
have been inconsistent. This work is aimed at examining the involvement of dopaminergic
receptors in the acquisition and expression of conditioned fear to ligth-CS. We evaluated the
effects of systemic administration of the D; antagonist, SCH 23390, the D; agonist, SKF
38393, the D, antagonist, sulpiride, and the D, agonist, quinpirole before and after
conditioning on FPS and freezing. The motor activity of the animals was also evaluated in an
open field test. SCH 23390, SKF 38393, sulpiride and quinpirole, injected before conditioning
sessions, did not produce any effect on FPS, but SCH 23390 decreased freezing. Injections of
SCH 23390, SKF 38393 and sulpiride before testing session did not produce any effect on
FPS or freezing. Quinpirole, injected at doses acting at presynaptic level, caused significant
reduction in FPS and freezing, when injected before testing. Drugs’ action was not due to
nonspecific effects since they had no effect in the open field test. Our findings indicate that
DA mechanisms are involved in the acquisition and expression of conditioned fear using
light-CS. Dopaminergic mechanisms mediated by postsynaptic D; receptors seem to be
involved in the acquisition of conditioned freezing to light-CS, but not in FPS. On the other
hand, dopaminergic mechanisms mediated by presynaptic D, receptors seem to be involved in

the expression of conditioned fear to light-CS.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do processo evolutivo, circuitos e mecanismos neurais relacionados ao
comportamento defensivo, os quais possibilitavam aos organismos enfrentarem as situagoes
de perigo da vida cotidiana, foram sendo selecionados. Apesar do comportamento defensivo e
da natureza dos sinais de ameaca variarem entre as espécies animais, algumas estratégias
comportamentais padronizadas sdo adotadas em funcdo dos diferentes niveis de ameaca com
0s quais 0s animais defrontam-se no seu meio ambiente.

Ja em 1872, em sua obra The expression of the emotions in man and in animals,
Charles Darwin destaca que os animais expressam o significado de suas emocg6es por meio
dos comportamentos que exibem e, assim, enquadra 0 medo no paradigma evolucionario. Sob
este angulo, fica claro que o medo tem suas raizes nas reacdes de defesa dos animais,
verificadas em resposta aos perigos comumente encontrados no ambiente em que vivem.
Assim, quando um animal é confrontado com uma ameaca ao seu bem estar ou a sua
integridade fisica, ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais e
neurovegetativas que caracterizam a reacdo de defesa. Tal ameaca pode ser representada por
um estimulo inato, como um predador ou um agressor da mesma espécie, ou por estimulos
aprendidos, que por associacdo repetida com estimulos dolorosos ou outras sensacGes
igualmente desagradaveis adquirem propriedades aversivas condicionadas (GRAEFF;
BRANDAO, 1999).

O medo parece produzir um complexo padrdo de respostas, as quais sao altamente
correlacionadas. Dentre elas destacam-se a interrupgdo do comportamento motor em curso,
dilatacdo da pupila, vocalizagdo, hipersensibilidade a estimulos sensoriais, alteracdes na
frequéncia cardiaca, pressdo sanglinea e freqliéncia respiratéria, aumento da vigilancia e

atencdo, além de alteracdes nas expressdes faciais em primatas (DAVIS et al., 1991, 1997).
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Mas, apesar da complexidade do medo, ele pode ser objetivamente medido em
laboratério. Por exemplo, 0 medo incondicionado pode ser medido pelo tempo de reacdo dos
animais a apresentacao abrupta de luz ou som intensos ou por meio da exposicdo do animal ao
seu predador natural. Por outro lado, 0 medo condicionado pode ser medido por meio de
procedimentos de condicionamento classico, nos quais um estimulo neutro é pareado a um
estimulo aversivo, como um choque nas patas. Sons, luzes, odores e estimulos tateis tém sido
utilizados como estimulos condicionados. Esses estimulos variam de alguns segundos a
alguns minutos de duracéo e sdo chamados estimulos condicionados discretos, unimodais ou
explicitos (FENDT; FANSELOW, 1999).

No exame da circuitaria neural envolvida na aquisicdo e armazenamento de
informacdes aversivas e na evocacao de respostas defensivas, pode-se interferir antes ou apds
0 procedimento de condicionamento, afetando desta forma a aquisi¢do do medo condicionado
ou sua expressdo, respectivamente (FENDT; FANSELOW, 1999). Durante a fase de
aquisicdo do medo condicionado, um estimulo inicialmente neutro é pareado a um estimulo
aversivo e adquire as propriedades aversivas deste, sendo entdo denominado estimulo
condicionado. J& na fase de expressao, o estimulo condicionado é apresentado sozinho e passa
a provocar respostas condicionadas de medo, similares aquelas produzidas pelo estimulo
aversivo (PEZZE; FELDON, 2004).

No estudo da psicobiologia do medo destacam-se trés abordagens. A primeira delas é a
utilizacdo das respostas comportamentais moduladas pelo medo como modelo para entender
de que maneira as emocdes influenciam o comportamento. Segunda, experiéncias aversivas
sdo rapidamente aprendidas e lembradas por muito tempo e, desta forma, o condicionamento
aversivo torna-se um excelente modelo para tentar desvendar 0s processos e mecanismos

subjacentes a aprendizagem e memdria. Terceira, a investigacdo das bases neuroanatdmicas e
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neuroquimicas do medo € um pré-requisito para o desenvolvimento de estratégias para tratar
os distarbios de ansiedade (FENDT; FANSELOW, 1999).

Os primeiros modelos animais utilizados em psicobiologia derivaram dos métodos
empregados nos laboratdrios de Psicologia Experimental e visavam, sobretudo, estudar os
principios basicos da aprendizagem. Mais recentemente passaram a predominar modelos
baseados em conhecimentos etoldgicos, o que implica na utilizacdo de principios da Zoologia
Comparada visando-se estabelecer a correspondéncia funcional entre comportamentos
aparentemente diferentes, porém relacionados, de espécies distintas (GRAEFF; BRANDAO,

1999).

1.1. SOBRESSALTO POTENCIALIZADO PELO MEDO

O padrdo béasico da resposta de sobressalto consiste em uma contracdo muscular
generalizada, iniciando-se pela boca, olhos e pescoco, e expandindo-se por todo o corpo,
produzindo um movimento abrupto de agachamento em resposta a um estimulo repentino e
intenso, que pode ser de natureza tatil, visual ou acuUstica. Além disso, sdo observadas a
interrupcdo dos comportamentos em curso e também a aceleragdo dos batimentos cardiacos e
da freqliéncia respiratéria (FLESHLER, 1965; KOCK, 1999).

A topografia da resposta de sobressalto apresenta pouca variagdo entre as diversas
espécies de mamiferos estudadas (FLESHLER, 1965). Em ratos e humanos, primeiramente 0s
olhos se fecham, os ombros se curvam para frente e para cima, enquanto o tamanho corporal
como um todo diminui. A superficie dorsal do pescoco é protegida com a contracdo dos
masculos ai localizados, caracteristica essa muito importante para vertebrados terrestres, uma

vez que o ponto mais vulneravel ao ataque por predadores é essa regido. A visao e o olfato
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estdo dirigidos para frente e a medula espinhal é pouco protegida por 0ssos € musculos. Em
razdo disso, qualquer movimento repentino, que resulte em estimulagdo tatil, acUstica e/ou
vestibular, produzira a resposta de sobressalto (YEOMANS; FRANKLAND, 1996).

Devido ao fato do sobressalto constituir uma resposta de protecdo, é intuitivo esperar
que ele seja aumentado em situagcOes aversivas. Em ratos, a resposta de sobressalto pode ter
sua laténcia e sua magnitude alteradas pela intensidade do estimulo eliciador (PILZ et al.,
1987), pelo intervalo interestimulos (DAVIS, 1970), pelo comportamento motor em curso
(PLAPPERT et al., 1993), além de ser variavel entre individuos (PLAPPERT et al., 1993).

Brown et al. (1951) demonstraram que a amplitude da resposta de sobressalto para um
estimulo acustico em ratos pode ser aumentada por meio da apresentacdo de um estimulo
condicionado (ex. luz) que tenha sido previamente pareado com um estimulo aversivo como
um choque nas patas. Tal fendmeno é denominado "potencializacdo da resposta de sobressalto
pelo medo" (Fig. 1), e tem sido reproduzido utilizando-se tanto estimulo condicionado
auditivo quanto visual, com o sobressalto sendo provocado tanto por um som forte quanto por

um jato de ar (BROWN et al., 1951; HITCHCOCK; DAVIS, 1987).
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Figura 1. Desenho esquemaético do paradigma da potencializa¢do do sobressalto pelo medo.
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No paradigma da potencializacdo da resposta de sobressalto, o estado de medo é
considerado como sendo a resposta condicionada (DAVIS et al., 1993). Desta forma, a
apresentacdo associada do estimulo neutro e do choque nas patas leva ao desenvolvimento de
um estado condicionado de medo que age facilitando a reacdo de sobressalto ao som
(BROWN et al., 1951).

O modelo do sobressalto potencializado pelo medo oferece diversas vantagens como
método de andlise do efeito de diferentes drogas sobre o medo. Segundo Davis (1979, 1990),
devido ao fato da potencializacdo consistir em uma diferenca na amplitude do sobressalto de
um mesmo sujeito na presenca (tentativas luz-som) e auséncia (tentativas s6-som) de um
estimulo condicionado, ela torna-se uma medida sensivel, pois reduz os problemas causados
pela variabilidade da resposta entre os sujeitos. Esse teste permite a avaliacdo de efeitos
especificos (reducdo do sobressalto nas tentativas luz-som) e ndo-especificos (reducdo do
sobressalto nas tentativas s6-som), de maneira que tanto o perfil quantitativo quanto o
qualitativo da acdo de drogas podem ser avaliados. Além disso, ndo ha apresentacdo de
choques no dia do teste e, portanto, os efeitos observados ndo podem ser explicados em
termos de mudangas na reatividade ao choque. A separacdo entre as sessoes treino e a sesséo
teste permite a avaliacdo da atuacdo da droga tanto na aprendizagem (aquisigdo) quanto no
desempenho (expressao) do animal. Além disso, o sobressalto potencializado pelo medo néo
envolve nenhum operante 6bvio, portanto o animal ndo é requerido a executar ou ndo uma
resposta voluntaria para indicar medo ou auséncia deste. Assim, este modelo torna-se uma
alternativa Util para comparacdo com outros métodos frequientemente utilizados para avaliar a

acao de drogas no medo.
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1.2. CONGELAMENTO

Outro indicador de medo em animais é o comportamento de congelamento, que é a
reacdo de defesa mais comum em ratos e camundongos. O congelamento consiste em um
padrdo comportamental complexo e coordenado, caracterizado pela auséncia de todos os
movimentos corporais, exceto movimentos respiratérios (BOLLES; COLLIER, 1976;
FANSELOW, 1991). Além disso, no congelamento observamos um alto nivel de alerta e
consideravel tonicidade muscular. Esse comportamento tipicamente, mas nem sempre, ocorre
em uma postura de agachamento proximo a alguma protecdo disponivel, como 0s cantos de
uma camara de observacdo (FANSELOW, 1991).

Em roedores, o congelamento é uma resposta com alto valor adaptativo para evitar um
perigo potencial, uma vez que as movimentacdes tornam esses animais mais visiveis, agindo
como estimulo para ataques de predadores (FENDT; FANSELOW, 1999). AlteracGes
inesperadas no ambiente sdo suficientes para causar congelamento (HOFER, 1970). O
congelamento reflete medo e pode ser produzido por um estimulo neutro que tenha sido
previamente pareado a um estimulo aversivo (FANSELOW; BOLLES, 1979). O
comportamento de congelamento também pode ser desencadeado por estimulacdo elétrica
e/ou quimica de algumas estruturas encefalicas, como a substancia cinzenta periaquedutal e os
coliculos inferiores (KRIEGER; GRAEFF, 1985; MELO et al., 1992).

Existe um crescente interesse na utilizacdo do congelamento como medida de medo,
visto que ele constitui parte proeminente do comportamento defensivo de roedores. Medidas
diretas de congelamento a estimulos condicionados discretos comecaram a ser efetuadas no
final da década de 1970, no laboratério de Robert Bolles. Esses estudos demonstraram que a
quantidade de congelamento varia com a intensidade e com o nimero de choques recebidos

pelos animais (FANSELOW; BOLLES, 1979). Mais recentemente, Borszcz et al. (1989),
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Leaton & Cranney (1990) e Plappert et al. (1993) demonstraram que a extensdo do
congelamento experimentado pelo animal influi na intensidade da resposta de sobressalto.
Nesses experimentos constatou-se que quanto maior o grau de congelamento apresentado pelo

animal, maior também é a amplitude da resposta de sobressalto exibida pelo mesmo.

1.3. MECANISMOS DOPAMINERGICOS

Varios neurotransmissores tém sido implicados no medo. Entre eles figuram aminas
biogénicas, como a noradrenalina, a serotonina e a dopamina, aminoécidos como o GABA e a
glicina, peptideos como o fator de liberacéo da corticotropina, 0 ACTH e a colecistocinina, e
esterides como a corticosterona (GRAEFF; BRANDAO, 1999). Muito tem sido feito no
intuito de esclarecer o envolvimento de GABA, serotonina, neuropeptideos e aminoacidos
excitatérios no medo. Comparativamente, o esforco dispensado na investigacdo do papel de
mecanismos dopaminérgicos tem sido menor.

Quanto a mediacdo quimica das respostas de sobressalto e congelamento, ja foi
demonstrado, em nosso laboratério, que mecanismos serotoninérgicos e GABAGérgicos,
participam da elaboragdo do medo condicionado ao contexto e a certos estimulos
condicionados explicitos, como a luz (AVANZI; BRANDAO, 2001; AVANZI et al., 2003;
BORELLLI et al., 2005; SANTOS et al., 2005; SILVA et al., 2002, 2004). O envolvimento de
outros neurotransmissores tem sido pouco analisado, havendo uma caréncia evidente de
estudos que investiguem a participacdo de mecanismos dopaminérgicos tanto na aquisicao
quanto na expressao do medo condicionado a estimulos com distintos significados bioldgicos.

A dopamina, um neurotransmissor da familia das catecolaminas, é sintetizada no

sistema nervoso central em neurdnios encontrados no mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo.



Introducéo 16

As vias dopaminérgicas ascendentes do sistema nervoso central de mamiferos podem ser
divididas em dois grandes sistemas: 0 nigroestriatal, que tem origem na substancia nigra e
inerva predominantemente o estriado, € 0 mesocorticolimbico, que surge da area tegmental
ventral (ATV) e projeta-se para o coértex pré-frontal, hipocampo, amigdala e ndcleo
accumbens (ALBANESE; MINCIACCHI, 1983). O sistema dopaminérgico nigroestriatal tem
sido classicamente associado com o controle da movimentacdo voluntéria. Por outro lado,
diferentes condicgdes fisioldgicas e patoldgicas como alerta, estresse, adiccdo a drogas, e
desordens neuropsiquiatricas tém sido associadas a alteragdes na liberagcdo de dopamina no
sistema mesocorticolimbico.

Os receptores dopaminérgicos sdo glicoproteinas com 7 dominios transmembrana,
ligadas a proteina G e, portanto, pertencentes a superfamilia dos receptores metabotrdpicos.
Cinco receptores dopaminérgicos farmacologicamente distintos ja foram identificados e
encontram-se divididos em duas subfamilias, D; e D, (CALLIER et al., 2003; MONSMA et
al., 1990; SIBLEY; MONSMA, 1992).

Na subfamilia D; temos os receptores D; e Ds, que estdo ligados a uma proteina G
estimulatoria (Gs) por meio da qual ativam a enzima adenilil ciclase, resultando no aumento
dos niveis intracelulares de AMPc. Como conseqiiéncia, proteinas quinase dependentes de
AMPc sdo ativadas e induzem a fosforilacdo de diversas outras proteinas celulares. Além
disso, existem evidéncias de que o0s receptores D; e Ds também modulam a atividade de
canais de calcio, potéssio e sédio (CALLIER et al., 2003; MONSMA et al., 1990; SIBLEY;
MONSMA, 1992). Esses receptores apresentam maior afinidade por antagonistas do que por
agonistas dopaminérgicos (GRAEFF; BRANDAO, 1999).

Na subfamilia D, temos os receptores D,, D3 € D4 que, por meio de uma proteina G
inibitdria (Gi), inibem a atividade da adenilil ciclase. Esses receptores também podem estar

ligados a outros sistemas de segundo mensageiros cuja ativacdo pode resultar em inibicdo da
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taxa de renovacdo do fosfatidil inositol, ativacdo de canais de potassio e inibicdo de canais de
calcio, mobilizagdo de reservatorios intracelulares de célcio, ativacdo da proteina quinase C,
liberacdo de acido araquidonico, entre outras (CALLIER et al., 2003; MONSMA et al., 1990;
SIBLEY; MONSMA, 1992). Esses receptores apresentam alta afinidade tanto por agonistas
quanto por antagonistas dopaminérgicos (GRAEFF; BRANDAO, 1999).

A liberacdo de dopamina é modulada por receptores pré-sinapticos localizados nos
terminais nervosos, denominados auto-receptores. Estes auto-receptores sdo do tipo D,
inibitérios, diminuem a sintese e liberacdo de dopamina, e mostram-se cerca de dez vezes
mais sensiveis aos efeitos da dopamina ou da apomorfina, um agonista dopaminérgico direto
e inespecifico, que os receptores pos-sinapticos (SKIRBOLL et al., 1979).

A dopamina é um dos neurotransmissores mais provaveis na modulacdo dos
mecanismos subjacentes aos estados de medo (MILLAN, 2003). Recentemente, evidéncias
sugerem que mecanismos dopaminérgicos sdo importantes para diferentes aspectos da
memoria afetiva, como sua formacdo, evocacdo e expressdo (PEZZE; FELDON, 2004).
Mecanismos dopaminérgicos tém sido associados a producdo e elaboracdo de estresses agudo
e cronico (FEENSTRA et al., 1995). O conhecimento corrente indica que projecOes corticais
dopaminérgicas sdo ativadas por uma ampla variedade de estimulos aversivos (FEENSTRA,;
BOTTERBLOM, 1996; GOLDSTEIN et al., 1996). Nesse contexto, tem sido demonstrado
que estressores ambientais agudos causam liberagdo de dopamina dos terminais
dopaminérgicos corticais (BIGGIO et al., 1990; FEENSTRA et al., 1995; FEENSTRA,;
BOTTERBLOM, 1996). Suporte para a hipotese de que a liberacdo de dopamina esta
associada as propriedades aversivas dos estimulos vem do fato de que tal liberacéo é inibida
por diazepam (FEENSTRA et al., 1995).

Tais achados podem ser considerados como evidéncias para um envolvimento

secundario da dopamina em estados de medo eliciados por estimulos aversivos agudos. No
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entanto, estudos comportamentais visando esclarecer o envolvimento da dopamina no medo
tém relatado efeitos ansioliticos, ansiogénicos ou auséncia de efeitos com o uso de agonistas e
antagonistas dopaminérgicos em diferentes modelos animais de medo (DAVIS et al., 1993;
GARCIA et al., 2005; GREBA; KOKKINIDIS, 2000; INOUE et al., 2000; REIS et al., 2004;
RODGERS et al., 1994). Sugere-se que tais efeitos dependam da natureza do estimulo
aversivo, isto é, o sinal modulatério do mecanismo dopaminérgico no comportamento
defensivo dependeria do tipo de estimulo emocional eliciador da resposta.

Em trabalho recente deste laboratdrio, a apomorfina aumentou e 0 SCH 23390 e a
sulpirida diminuiram os efeitos aversivos da luz-CS, a qual sinalizava choque nas patas, no
teste de esquiva de duas vias (REIS et al., 2004). Esses dados estdo de acordo com a idéia de
que agonistas dopaminérgicos aumentam ao passo que antagonistas diminuem a aquisicao da
resposta de esquiva condicionada. Por outro lado, a apomorfina diminuiu e a sulpirida
aumentou o efeito aversivo da luz no teste do switch-off, uma medida de medo incondicionado
(REIS et al., 2004). Resultados similares para o medo incondicionado foram obtidos com o
labirinto em cruz elevado, no qual a apomorfina causou um aumento seletivo na exploracéo
dos bragos abertos, neste caso especifico interpretado ndo como um efeito ansiolitico, mas sim
como resultante do aumento do componente de aproximacao no conflito aproximagao/averséo
presente neste teste (GARCIA et al., 2005).

A caracterizacdo de qual tipo de receptor dopaminérgico esta envolvido na aquisicao e
expressao do medo condicionado permanece, no entanto, pouco esclarecida. Disso decorre a
necessidade de estudos com agonistas e antagonistas especificos dos receptores D; e D,. Em
trabalho anterior, mostramos que a apomorfina diminuiu tanto a aquisi¢do quanto a expressao
do medo condicionado a luz (OLIVEIRA, 2003). Uma vez que a apomorfina, apesar de ser

um agonista dopaminérgico inespecifico, age preferencialmente sobre receptores D,
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(CREESE et al., 1983), nossa hipotese de trabalho é que esses seriam 0s receptores

dopaminérgicos envolvidos no medo condicionado.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho realizamos um estudo do envolvimento dos receptores dopaminérgicos
D; e D, na aquisicdo e na expressdo do medo condicionado a luz. Para isso, os efeitos do
agonista D;, SKF 38393, do antagonista D1, SCH 23390, do agonista D, quimpirole, e do
antagonista D, sulpirida, foram analisados por meio da utilizacdo do teste do sobressalto
potencializado pelo medo. Os efeitos das drogas foram também examinados sobre a resposta
de congelamento, medida concomitantemente a resposta de sobressalto. Além disso, os efeitos
da administracdo dessas drogas sobre a atividade locomotora dos animais também foram
avaliados no teste do campo aberto.

O estudo foi desenvolvido em trés experimentos:

= Experimento I: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, na aquisicéo
de informac0es aversivas condicionadas a luz;

= Experimento I1: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, na expressao
de respostas defensivas condicionadas a luz;

= Experimento Ill: Efeitos dos agonistas e antagonistas dopaminérgicos na atividade

locomotora de ratos.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso médio de 250 gramas, provenientes
do biotério central da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto. Os animais
foram agrupados (5 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm),
forradas com maravalha, tendo livre acesso a agua e alimento. Os animais foram mantidos em
um biotério com temperatura controlada de 23 °C + 1 °C e um programa de iluminacdo
artificial com ciclo claro-escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo claro as 7:00 horas. Todos
0s experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo. Os animais foram
transportados individualmente até a sala experimental em uma caixa de polipropileno forrada

com maravalha, medindo 28 X 17 X 13 cm.

3.2. EQUIPAMENTOS

Caixas de Condicionamento: Durante o procedimento de condicionamento foram
utilizadas duas caixas idénticas medindo 20 x 20 x 25 cm (caixa A). A parede do fundo, assim
como as duas paredes laterais, eram de aluminio, e o teto e a porta, de acrilico transparente. O
assoalho das caixas era constituido por barras de metal de 5 mm de diametro, distando 1,5 cm
entre si. Estas caixas encontravam-se encerradas em duas camaras de atenuacao acustica (45 x
45 x 45 cm) feitas de compensado de madeira e revestidas por Eucatex (Fig. 2 - esquerda). Os
choques elétricos, de intensidade de 0,6 mA e duracdo de 1 s, foram administrados por meio

de um gerador de chogues (Albarsh). Uma lampada vermelha de 6 W e uma camera de video,
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instaladas no interior de cada camara de isolamento acustico, permitiram a observacao do
animal durante o condicionamento. Uma luz proveniente de uma lampada branca de 6 W,
localizada no teto de cada caixa, serviu como estimulo condicionado.

Caixas de Medida do Sobressalto: Durante as sessdes de balanceamento e teste foram
utilizadas duas caixas de restricdo idénticas, construidas em ago inoxidavel e suspensas em
uma armacdo de PVC, medindo internamente 16,5 x 7,5 x 7,5 cm (caixa B). Estas caixas
encontravam-se abrigadas em duas camaras de atenuacdo sonora (64 x 60 x 40 cm),
fabricadas em madeira, possuindo um revestimento acustico de espuma (ENV-018S, Med
Associates) (Fig. 2 - direita). A resposta de sobressalto foi registrada por meio de uma
plataforma sensivel a pressdo (estabilimetro, PHM250-60, Med Associates). O sobressalto do
animal gerava movimentos nesta plataforma que eram captados por sensores COmMoO
deslocamento de corrente e entdo amplificados, gerando um sinal analdgico que era
digitalizado e analisado por um programa computacional (Startle Reflex, verséo 4.10, Med
Associates). A apresentacdo dos estimulos, o tipo, a duracéo, a intensidade e a amplitude dos
mesmos também eram computadorizados por meio de uma interface (Dig 729, Med
Associates). A resposta de sobressalto foi medida durante os primeiros 100 ms apos a
apresentacdo do estimulo sonoro, que consistiu em um ruido branco de intensidade de 100 dB
e duracdo de 50 ms, com rise-decay de 5 ms, sendo liberado por um alto-falante localizado a
10 cm de distancia da caixa contendo o animal. O ruido de fundo foi apresentado pelo mesmo
alto-falante e consistiu em um ruido branco de 55 dB. Uma lampada vermelha de 6 W e uma
camera de video, instaladas no interior das cAmaras de isolamento acustico, permitiram a
observacao do animal durante as sessdes de balanceamento e teste. Uma lampada branca de 6
W, localizada no teto de cada caixa, serviu como estimulo condicionado. As plataformas
foram calibradas no inicio de cada sessdo para garantir igual nivel de sensibilidade ao longo

dos experimentos.
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Arena: Durante o teste do campo aberto foi utilizada uma arena circular de acrilico
transparente (60 cm de didmetro e 50 cm de altura), colocada sobre uma base dividida em 12
quadrantes (Fig. 3). Os comportamentos emitidos pelos animais foram registrados por uma

camera de video posicionada em frente a arena.

Figura 2. Fotografias das caixas experimentais. Esquerda - Caixa de condicionamento (caixa A).

Direita - Caixa de sobressalto (caixa B).

Figura 3. Fotografia da arena na qual foi realizado o teste do campo aberto.
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3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

SessOes de Balanceamento: Foram realizadas duas sessdes de balanceamento nas quais
os animais foram colocados na caixa B e, 5 minutos apos, receberam 30 estimulos sonoros de
intensidade de 100 dB com um intervalo fixo de 30 s entre cada estimulo. A amplitude média
do sobressalto ao longo das 30 tentativas de estimulos sonoros da Gltima sessdo de
balanceamento foi utilizada para distribuir, de maneira homogénia, 0s animais aos diversos
grupos dos experimentos.

Sessbes de Condicionamento: No dia seguinte a Ultima sessdo de balanceamento foi
dado inicio ao condicionamento aversivo. Essas sessGes ocorreram por dois dias consecutivos,
apo6s 5 minutos da colocagdo dos animais na caixa A, quando estes foram submetidos a 10
associacOes de luz (CS) e choque nas patas (US). Cada tentativa consistiu em 4 segundos de
luz e o choque era apresentado no ltimo segundo de cada apresentacdo do CS. O choque de
intensidade de 0,6 mA, teve duracdo de 1 s e o intervalo entre os pareamentos foi variavel em
2 min (faixa de 1-3 min). Os choques e os estimulos condicionados foram liberados por meio
de uma interface controlada por um software instalado em um computador em uma sala
adjacente.

Sessao Teste: No dia seguinte a segunda sessdo de condicionamento, os animais foram
avaliados no teste do sobressalto potencializado pelo medo. Cada animal foi entéo colocado
na caixa B sobre a plataforma e, ap6s 5 minutos de adaptacdo, recebeu um total de 60
estimulos sonoros na intensidade de 100 dB, sendo que 30 apresentacfes consistiram apenas
no estimulo sonoro (tentativas sé-som) e foram intercaladas aleatoriamente com 30
apresentagdes de som precedido por luz (tentativas luz-som). As amplitudes das respostas de
sobressalto de cada animal foram registradas e armazenadas no disco rigido do computador e,

posteriormente, transferidas para planilhas do Excel para analise dos dados. A resposta de
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congelamento foi registrada por cameras de video (Everfocus, USA) posicionadas em frente
as caixas de observacdo, permitindo assim a discriminacdo de todos os comportamentos
emitidos pelos animais, com 0s sinais enviados a um monitor em uma sala adjacente por meio
de um circuito interno de TV. O congelamento foi operacionalmente definido neste trabalho
como a auséncia total de movimentos do corpo e das vibrissas por um periodo minimo de 6
segundos, acompanhado de pelo menos duas das seguintes respostas: dorso arqueado,
piloerecéo, exoftalmia ou retragéo das orelhas.

Teste do Campo Aberto: O estudo da acdo das drogas dopaminérgicas sobre a
atividade locomotora dos animais foi realizado com o teste do campo aberto. Apds 10
minutos de adaptacdo na arena, cada animal recebeu injecdo intraperitonial (i.p.) de droga ou
salina e, transcorrido o tempo de espera de cada droga, foi recolocado na arena para a sessao
teste que teve duracdo de 30 minutos. O registro comportamental foi realizado minuto a
minuto, e consistiu das medidas de cruzamento (resposta de cruzar com as quatro patas um
dos quadrantes do assoalho da arena), levantamento (resposta de erguer-se sobre as duas patas
traseiras, mantendo as duas dianteiras elevadas, com ou sem apoio na parede da arena) e

autolimpeza (higiene, com as patas dianteiras, da cabeca e/ou do corpo).

3.4. DROGAS

As drogas utilizadas foram: o antagonista de receptores da subfamilia D;, SCH 23390
(hidrocloreto de R-(+)-SCH-23390, Sigma, USA), o agonista D1, SKF 38393 (hidrocloreto de
(£)-SKF-38393, Sigma, USA), o antagonista de receptores da subfamilia D,, sulpirida ((-)-
sulpiride, Sigma, USA), e o agonista D,, quimpirole (hidrocloreto de (-)-quinpirole, Sigma,

USA). As drogas foram preparadas pouco tempo antes do uso e as doses foram administradas
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em um volume constante de 1 ml/Kg. SCH 23390, SKF 38393 e quimpirole foram dissolvidos
em salina fisiolégica (0,9%). Sulpirida foi primeiramente misturado a Tween 80 - 2% (Sigma)
e, em seguida, também dissolvido em salina fisioldgica (0,9%).

Nos experimentos | e Il foram administrados i.p.: salina, salina + tween, SCH 23390
(nas doses de 0,05 ou 0,1 mg/Kg), sulpirida (20 ou 40 mg/Kg), SKF 38393 (5 ou 10 mg/Kg)
ou quimpirole (0,25 ou 0,5 mg/Kg no experimento I e 0,1 ou 0,25 mg/Kg no experimento I1).
No experimento I, sulpirida, SKF 38393 e quimpirole foram administrados 10 minutos antes
de cada uma das duas sessOes de condicionamento e SCH 23390 foi administrado 30 minutos
antes dessas sesstes. No experimento Il as injeces de sulpirida, SKF 38393 e quimpirole
ocorreram 10 minutos antes da sessdo teste e as de SCH 23390, 30 minutos antes dessa
sessdao. No experimento 111 as mesmas drogas e 0s mesmos tempos de espera foram utilizados.
No entanto, apenas as doses mais altas de SCH 23390 (0,1 mg/Kg), sulpirida (40 mg/Kg) e
SKF 38393 (10 mg/Kg) e a dose intermediaria de quimpirole (0,25 mg/Kg) foram testadas.

As doses das drogas e os tempos de espera foram selecionados com base em estudos
deste e de outros laboratorios (GARCIA et al., 2005; KAMEI et al., 1995; REIS et al., 2004;

RODGERS et al., 1994).

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como média+EPM e foram analisados com auxilio do
programa estatistico SigmaStat 3.1. Para a andlise do tempo de congelamento foi utilizada
uma analise de varidncia (ANOVA) de uma via. Para analise dos dados do teste de sobressalto
potencializado pelo medo foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias com

medidas repetidas, onde o fator 1 referiu-se aos tratamentos (controle; SCH 23390; sulpirida;
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SKF 38393; quimpirole) e o fator 2 as condic¢Bes (s6-som ou luz-som). Apos as analises de
variancia seguiu-se, no caso de significancia estatistica, o teste de Newman-Keuls. Para
analise das medidas de cruzamento, levantamento e autolimpeza do teste do campo aberto, foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis. No caso de significancia estatistica, seguiu-se o teste de
Dunn. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo. O numero de animais foi
igual a 15 para os grupos do experimento I. No experimento I, 0 nUmero de animais por
grupo foi igual a 20 para SCH 23390 e SKF 38393 e 15 para os demais grupos. No
experimento |1l o nimero de animais foi igual a 9 para o grupo controle e 7 para 0s demais

grupos.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTO I: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, na

aquisicdo de informacdes aversivas condicionadas a luz

A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e & medida de congelamento dos animais tratados com o antagonista seletivo de
receptores dopaminérgicos da subfamilia D;, SCH 23390, trinta minutos antes do inicio de
cada uma das duas sessdes de condicionamento. A Figura 4A apresenta a média da amplitude
de sobressalto dos animais que receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE) ou de
SCH 23390 nas doses de 0,05 (SCH 0,05) ou 0,1 mg/Kg (SCH 0,1). A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para o fator tratamento (CONTROLE;
SCH 0,05; SCH 0,1), F289) = 1,05; p > 0,1. A mesma analise revelou efeito significativo para
o fator condi¢do (s6-som X luz-som), Fuge = 79,50; p < 0,001. N&o houve intera¢éo
significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢do), Fpse = 1,16; p > 0,1. A analise
post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto ao som nos animais dos grupos CONTROLE, SCH 0,05 e SCH 0,1, p < 0,05. A
Figura 4B ilustra a média do tempo total de congelamento dos animais que receberam
injecBes i.p. de salina ou SCH 23390 nas doses de 0,05 ou 0,1 mg/Kg. A ANOVA de uma via
aplicada aos tratamentos revelou efeito significativo, F 42 = 8,41; p < 0,001. O teste post hoc
de Newman-Keuls revelou uma reducao significativa na resposta de congelamento dos grupos
SCH 0,05 e SCH 0,1 em comparacao ao grupo CONTROLE, p < 0,05.

A Figura 5 apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo e na medida de congelamento, de animais tratados com SKF 38393,
agonista seletivo de receptores dopaminérgicos da subfamilia D, dez minutos antes do inicio

de cada uma das duas sessdes de condicionamento. A Figura 5A apresenta a média da
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amplitude de sobressalto dos animais que receberam administracdo i.p. de salina
(CONTROLE) ou de SKF 38393 nas doses de 5 (SKF 5) ou 10 mg/Kg (SKF 10). A ANOVA
de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento
(CONTROLE; SKF 5; SKF 10), Fpsy = 2,24; p > 0,1. A mesma anéalise revelou efeito
significativo no fator condi¢do (s6-som X luz-som), Fu g9 = 97,98; p < 0,001. Ndo houve
interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condigéo), Fzg9) = 0,09; p > 0,5. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto ao som nos animais dos grupos CONTROLE, SKF 5 e SKF 10, p < 0,05. A Figura
5B ilustra a média do tempo total de congelamento dos animais que receberam injecdes i.p. de
salina ou de SKF 38393 nas doses de 5 ou 10 mg/Kg. A ANOVA de uma via aplicada aos
tratamentos néo revelou efeito significativo, F.42 = 0,26; p > 0,5.

A Figura 6 apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo e na medida de congelamento, de animais tratados com sulpirida,
antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos da subfamilia D,, dez minutos antes do
inicio de cada uma das duas sessGes de condicionamento. A Figura 6A mostra a média da
amplitude de sobressalto dos animais que receberam administragéo i.p. de salina + tween 2%
(CONTROLE) ou de sulpirida nas doses de 20 (SUL 20) ou 40 mg/Kg (SUL 40). A ANOVA
de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento
(CONTROLE; SUL 20; SUL 40), Fpse = 1,97; p > 0,1. A mesma anélise revelou efeito
significativo no fator condi¢do (s6-som X luz-som), F(1s9 = 135,86; p < 0,001. N&o houve
interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condigéo), Fzg9) = 0,25; p > 0,5. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto a0 som nos animais dos grupos CONTROLE, SUL 20 e SUL 40, p < 0,05. A

Figura 6B ilustra a média do tempo total de congelamento dos animais que receberam
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injecOes i.p. de salina + tween 2% ou de sulpirida nas doses de 20 ou 40 mg/Kg. A ANOVA
de uma via aplicada aos tratamentos nao revelou efeito significativo, Fp 42 = 1,75; p > 0,1.

A Figura 7 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e a medida de congelamento, de animais tratados com o agonista seletivo de
receptores dopaminergicos da subfamilia D, quimpirole, dez minutos antes do inicio de cada
uma das duas sessdes de condicionamento. A Figura 7A apresenta a média da amplitude de
sobressalto dos animais que receberam administragcdo i.p. de salina (CONTROLE) ou de
quimpirole nas doses de 0,25 (QUIN 0,25) ou 0,5 mg/Kg (QUIN 0,5). A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento
(CONTROLE; QUIN 0,25; QUIN 0,5), F2,89) = 0,16; p > 0,5. A mesma anélise revelou efeito
significativo no fator condi¢do (s6-som X luz-som), Fu g9 = 65,62; p < 0,001. Ndo houve
interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢ao), F(2g9) = 2,98; p > 0,05. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou a potencializacdo da resposta de
sobressalto pela luz nos animais dos grupos CONTROLE, QUIN 0,25 e QUIN 0,5; p < 0,05.
A Figura 7B mostra a média do tempo total de congelamento dos animais que receberam
injecOes i.p. de salina ou de quimpirole nas doses de 0,25 ou 0,5 mg/Kg. A ANOVA de uma

via aplicada aos tratamentos néo revelou efeito significativo, F.42) = 2,95; p > 0,05.
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Figura 4. A - Efeitos da injecdo i.p. de salina (CONTROLE) ou SCH 23390 nas doses de 0,05 ou
0,1 mg/Kg antes das sessfes de condicionamento sobre a amplitude do sobressalto no dia do teste,
nas condi¢cdes s6-som e luz-som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessdo
teste, em animais que receberam inje¢es i.p. de salina (CONTROLE) ou SCH 23390 nas doses de
0,05 ou 0,1 mg/Kg, antes das sessdes de condicionamento. # Significancia estatistica em relagdo a
condigdo so-som; * SignificAncia estatistica em relacdo ao grupo controle. (p<0,05, teste de

Newman-Keuls). Média + EPM. N = 15 para todos 0s grupos.
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Figura 5. A - Efeitos da injecéo i.p. de salina (CONTROLE) ou SKF 38393 nas doses de 5 ou 10
mg/Kg antes das sessGes de condicionamento sobre a amplitude do sobressalto no dia do teste, nas
condicdes s6-som e luz-som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessao teste,
em animais que receberam injecdes i.p. de salina (CONTROLE) ou SKF 38393 nas doses de 5 ou 10
mg/Kg, antes das sessdes de condicionamento. # Significancia estatistica em relagdo a condicdo sé-

som. (p<0,05, teste de Newman-Keuls). Média + EPM. N = 15 para todos 0s grupos.
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Figura 6. A - Efeitos da injecdo i.p. de salina + tween 2% (CONTROLE) ou sulpirida nas doses de
20 ou 40 mg/Kg antes das sessfes de condicionamento sobre a amplitude do sobressalto no dia do
teste, nas condicdes s6-som e luz-som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na
sessdo teste, em animais que receberam injecGes i.p. de salina + tween 2% (CONTROLE) ou
sulpirida nas doses de 20 ou 40 mg/Kg, antes das sessdes de condicionamento. # Significancia
estatistica em relacéo a condigdo s6-som. (p<0,05, teste de Newman-Keuls). Média + EPM. N =15

para todos 0s grupos.
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Figura 7. A - Efeitos da injeg&o i.p. de salina (CONTROLE) ou quimpirole nas doses de 0,25 ou 0,5
mg/Kg antes das sessdes de condicionamento sobre a amplitude do sobressalto no dia do teste, nas
condicdes s6-som e luz-som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessao teste,
em animais que receberam injecdes i.p. de salina (CONTROLE) ou quimpirole nas doses de 0,25 ou
0,5 mg/Kg, antes das sessdes de condicionamento. # Significncia estatistica em relagdo a condicdo

s6-som. (p<0,05, teste de Newman-Keuls). Média + EPM. N = 15 para todos 0s grupos.



Resultados 36

4.2. EXPERIMENTO II: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, na
expressao de respostas defensivas condicionadas a luz

A Figura 8 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e & medida de congelamento dos animais tratados com o antagonista seletivo de
receptores dopaminérgicos da subfamilia D1, SCH 23390, trinta minutos antes do inicio da
sessdo teste. A Figura 8A apresenta a media da amplitude de sobressalto dos animais que
receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE) ou de SCH 23390 nas doses de 0,05
(SCH 0,05) ou 0,1 mg/Kg (SCH 0,1). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo
revelou efeito significativo para o fator tratamento (CONTROLE; SCH 0,05; SCH 0,1),
Fra19) = 0.72; p > 0.05. A mesma analise revelou efeito significativo para o fator condicéo
(s6-som X luz-som), Fq 119y = 98.03; p < 0.001. N&o houve interagdo significativa entre os
dois fatores (tratamento x condigéo), F2119) = 0.86; p > 0.05. A analise post hoc com o teste
de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som nos
animais dos grupos CONTROLE, SCH 0,05 e SCH 0,1, p < 0,05. A Figura 8B ilustra a média
do tempo total de congelamento dos animais que receberam injecdes i.p. de salina ou SCH
23390 0,05 ou 0,1 mg/Kg. A ANOVA de uma via aplicada aos tratamentos nao revelou efeito
significativo, F257) = 1.92; p > 0.05.

A Figura 9 ilustra os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo e na medida de congelamento, de animais tratados com o agonista
seletivo de receptores dopaminérgicos da dubfamilia D;, SKF 38393, dez minutos antes do
inicio da sessao teste. A Figura 9A apresenta a média da amplitude de sobressalto dos animais
gue receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE) ou de SKF 38393 nas doses de 5
(SKF 5) ou 10 mg/Kg (SKF 10). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou
efeito significativo no fator tratamento (CONTROLE; SKF 5; SKF 10), F119) = 0.50; p >

0.05, mas mostrou efeito significativo no fator condicdo (s6-som X luz-som), F 119) =
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169.15; p < 0.001. Nao houve interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x
condicdo), Fp.119) = 2.72; p > 0.05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou
que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som nos animais dos grupos
CONTROLE, SKF 5 e SKF 10, p < 0,05. A Figura 9B ilustra a média do tempo total de
congelamento dos animais que receberam injec6es i.p. de salina ou de SKF 38393 5 ou 10
mg/Kg. A ANOVA de uma via aplicada aos tratamentos ndo revelou efeito significativo,
Fs7) = 1.94; p > 0.05.

A Figura 10 apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo e na medida de congelamento, de animais tratados com sulpirida,
antagonista seletivo de receptores dopaminérgicos da subfamilia D,, dez minutos antes do
inicio da sessao teste. A Figura 10A mostra a média da amplitude de sobressalto dos animais
que receberam administragdo i.p. de salina + tween 2% (CONTROLE) ou de sulpirida nas
doses de 20 (SUL 20) ou 40 mg/Kg (SUL 40). A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento (CONTROLE; SUL 20; SUL
40), F289y= 1,75; p > 0,1, mas sim no fator condig¢&o (s6-som X luz-som), F gg) = 126,65; p <
0,001. Houve interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢ao), Fpge =
3,33; p < 0,05. A andlise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz
potencializou a resposta de sobressalto ao som nos animais dos grupos CONTROLE, SUL 20
e SUL 40, p < 0,05. A Figura 10B ilustra a média do tempo total de congelamento dos
animais que receberam injeces i.p. de salina + tween 2% ou de sulpirida 20 ou 40 mg/Kg. A
ANOVA de uma via aplicada aos tratamentos nao revelou efeito significativo, F.42) = 2,56; p
> 0,05.

A Figura 11 apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo e na medida de congelamento, de animais tratados com quimpirole,

agonista seletivo de receptores dopaminérgicos da subfamilia D, dez minutos antes da sessdo
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teste. A Figura 11A apresenta a média da amplitude de sobressalto dos animais que receberam
administracdo i.p. de salina (CONTROLE) ou de quimpirole nas doses de 0,1 (QUIN 0,1) ou
0,25 mg/Kg (QUIN 0,25). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas néo revelou efeito
significativo no fator tratamento (CONTROLE; QUIN 0,1; QUIN 0,25), Fg9 = 1,84; p >
0,1. A mesma analise revelou efeito significativo no fator condicdo (s6-som X luz-som),
Fassy = 84,65; p < 0,001. Houve também interacdo significativa entre os dois fatores
(tratamento x condicdo), Fg9) = 5,40; p < 0,01. A anélise post hoc com o teste de Newman-
Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som nos animais dos
grupos CONTROLE, QUIN 0,1 e QUIN 0,25, p < 0,05. Além disso, a andlise post hoc
mostrou uma diminuicdo significativa na resposta de sobressalto na condi¢do luz-som dos
grupos QUIN 0,1 e QUIN 0,25 em relagdo aquela do grupo CONTROLE, p < 0,05. A Figura
11B ilustra a média do tempo total de congelamento dos animais que receberam injecoes i.p.
de salina ou quimpirole 0,1 ou 0,25 mg/Kg. A ANOVA de uma via aplicada aos tratamentos
revelou efeito significativo, Fp4z) = 29,23; p < 0,001. O teste post hoc de Newman-Keuls
revelou uma diminuigéo significativa na resposta de congelamento dos grupos QUIN 0,1 e

QUIN 0,25 em comparagéo ao grupo CONTROLE, p < 0,05.
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Figura 8. A - Efeitos da injecéo i.p. de salina (CONTROLE) ou SCH 23390 nas doses de 0,05 ou
0,1 mg/Kg antes da sessdo teste sobre a amplitude do sobressalto, nas condi¢des s6-som e luz-som.
B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sesséo teste, de animais que receberam
injecOes i.p. de salina (CONTROLE) ou SCH 23390 nas doses de 0,05 ou 0,1 mg/Kg, antes desta
sessdo. # Significancia estatistica em relacéo a condigdo s6-som. (p<0,05, teste de Newman-Keuls).
Média + EPM. N = 20 para todos 0s grupos.
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Figura 9. A - Efeitos da injecdo i.p. de salina (CONTROLE) ou SKF 38393 nas doses de 5 ou 10
mg/Kg antes da sessdo teste sobre a amplitude do sobressalto, nas condi¢des s6-som e luz-som. B -
Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessdo teste, em animais que receberam
injecdes i.p. de salina (CONTROLE) ou SKF 38393 nas doses de 5 ou 10 mg/Kg, antes desta
sessdo. # Significancia estatistica em relagdo a condicdo s6-som. (p<0,05, teste de Newman-Keuls).
Média + EPM. N = 20 para todos 0s grupos.
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Figura 10. A - Efeitos da injecdo i.p. de salina + tween 2% (CONTROLE) ou sulpirida nas doses
de 20 ou 40 mg/Kg antes da sessdo teste sobre a amplitude do sobressalto, nas condi¢des s6-som e
luz-som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessdo teste, em animais que
receberam injecdes i.p. de salina + tween 2% (CONTROLE) ou sulpirida nas doses de 20 ou 40
mg/Kg, antes desta sessdo. # Significancia estatistica em relacéo a condi¢do s6-som. (p<0,05, teste

de Newman-Keuls). Média + EPM. N = 15 para todos 0s grupos.
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Figura 11. A - Efeitos da injecdo i.p. de salina (CONTROLE) ou quimpirole nas doses de 0,1 ou
0,25 mg/Kg antes da sessdo teste sobre a amplitude do sobressalto, nas condi¢bes sé-som e luz-
som. B - Tempo da resposta de congelamento, em segundos, na sessdo teste, em animais que
receberam injecdes i.p. de salina (CONTROLE) ou quimpirole nas doses de 0,1 ou 0,25 mg/Kg,
antes desta sessdo. # SignificAncia estatistica em relagdo & condicdo s6-som; * Significancia
estatistica em relagdo ao grupo controle. (p<0,05, teste de Newman-Keuls). Média + EPM. N =15

para todos 0S grupos.
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4.3. EXPERIMENTO I11: Agdo das drogas dopaminérgicas sobre a atividade motora de
ratos

A Tabela 1 mostra a média total de atividade durante o teste do campo aberto para
animais que receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SCH 23390 0,1 mg/Kg,
SKF 38393 10 mg/Kg, sulpirida 40 mg/Kg ou quimpirole 0,25 mg/Kg. O teste de Kruskal-
Wallis ndo revelou diferenca significativa entre os tratamentos para o comportamento de
cruzamento, Huasz = 8,44; p > 0,05. Para 0o comportamento de levantamento, o teste de
Kruskal-Wallis também n&do mostrou efeito significativo, Hasz) = 9,10; p > 0,05. Para a
resposta de autolimpeza, o teste Kruskal-Wallis mostrou diferenca significativa entre o0s
tratamentos, Hu32) = 16,83; p < 0,05. O teste post hoc de Dunn revelou uma diminuicéo
significativa da resposta de autolimpeza dos animais tratados com quimpirole em comparacéo
aos que receberam administracdo de SKF 38393, p < 0,05. Nenhuma significancia estatistica

foi, no entanto, observada em relagdo ao grupo controle, p > 0,05.

Tabela 1. Efeitos da injecdo i.p. de salina (CONTROLE), SCH 23390 0,1 mg/Kg, SKF 38393 10
mg/Kg, sulpirida 40 mg/Kg ou quimpirole 0,25 mg/Kg sobre a atividade motora de ratos submetidos

ao teste do campo aberto. Média = EPM. N =9 para o grupo controle; N = 7 para 0s demais grupos.

CONTROLE SCH 23390 SKF 38393 SULPIRIDA QUIMPIROLE

Cruzamento 55,71 +14,87 1529+286 33,71+8,15 39,00+ 12,32 75,29 £ 23,42

Levantamento 29,57 +£10,07 3,57+1,13 11,14+249 14,00+6,40 32,57 +£13,11

Autolimpeza 31,14 £ 7,96 21,14 +6,37 4257+6,84 29,00+ 7,45 5,57 +1,29
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5. DISCUSSAO

A associacgdo entre situacdes ameacadoras e alteracfes na transmissdo dopaminérgica
tem sido demonstrada por diversos autores (BIGGIO et al., 1990; CUADRA et al., 1999,
2000; ESPEJO, 1997; FEENSTRA et al., 1995; INOUE et al., 1996, 2000; MORROW et al.,
1999; NABESHIMA et al., 1986). Na realidade, alteracbes na transmissdo dopaminérgica
sempre ocorrem ap0s a exposicdo a uma ampla variedade de estressores agudos
(GOLDSTEIN et al., 1996). A ativacdo de neurbnios dopaminérgicos da area tegmental
ventral (ATV) por estimulos aversivos ambientais modula o medo por meio de suas projecoes
prosencefalicas ascendentes. Por exemplo, a estimulacdo elétrica da ATV potencializa a
resposta de sobressalto acustico (BOROWSKI; KOKKINIDIS, 1996). Os achados aqui
relatados auxiliam no entendimento da extensdo na qual mecanismos dopaminérgicos estao
envolvidos na aquisicdo e na expressao do medo condicionado a luz por meio da utilizagcdo do
teste do sobressalto potencializado pelo medo e da medida de congelamento.

Tem sido amplamente descrito na literatura que a amplitude da resposta de sobressalto
acustico € aumentada na presenca de determinados estimulos, como uma luz, que tenham sido
previamente pareados com choques nas patas (BROWN et al., 1951; ROSA et al., 2005;
SILVA et al., 2002, 2004). Também é sabido que o medo condicionado a luz-CS causa
resposta de congelamento em ratos (AVANZI et al., 2003; FANSELOW, 1991; MASSON et
al., 2003; SILVA et al., 2004). De acordo com esses dados, observamos no presente estudo
que o medo condicionado aumentou a resposta de sobressalto e provocou comportamento de
congelamento em todos 0s grupos controle.

No experimento |, no qual o envolvimento dos diferentes receptores dopaminérgicos
na aquisicdo de informacdes aversivas condicionadas a luz foi investigado, verificamos que

SCH 23390, antagonista de receptores D1, atenuou de modo significativo o congelamento em


http://www.nature.com/npp/journal/v28/n2/full/1300034a.html#bib36#bib36
http://gateway.ut.ovid.com/gw1/ovidweb.cgi#62#62
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comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, a resposta de sobressalto potencializado pelo
medo ndo foi alterada por esse tratamento. A aquisicdo do sobressalto potencializado pelo
medo e do congelamento parece ter sido dissociada pelo tratamento com SCH 23390. Estes
resultados corroboram estudos anteriores que sugerem que distintos substratos neurais podem
ser responsaveis pelas respostas de medo geradas nesses dois tipos de testes (BORELLI et al.,
2005).

SCH 23390, nas doses aqui utilizadas, ndo afetou o limiar de dor induzida por choque
nas patas (INOUE et al., 2000). Portanto, o efeito inibitério dessa droga em nosso
experimento ndao deve ser atribuido a uma reducdo da sensibilidade dos animais ao choque.
Além disso, h& relatos na literatura de que SCH 23390 pode causar catalepsia em
camundongos (MIZUKI et al., 1996; USHIJIMA et al., 1995a, 1995b) e diminuir a atividade
locomotora em ratos (DIAZ-VELIZ et al., 1999). Tais efeitos do SCH 23390 devem, no
entanto, ser descartados em nosso estudo, uma vez que 0s animais tratados com esta droga
ndo apresentaram diferencas significativas no teste do campo aberto em relacdo ao grupo
controle. Além disso, os testes eram realizados 24 horas ap6s a administracdo da droga,
quando seus efeitos ja tinham terminado. Dessa forma, os resultados indicam que a inibicao
da transmissdo dopaminérgica por meio dos receptores D; atenua a aquisicdo do medo
condicionado a luz, uma vez que o congelamento mostrou-se sensivel ao tratamento com o
SCH 23390.

Ainda no experimento I, constatamos que o SKF 38393, agonista de receptores D,
ndo apresentou efeitos significativos em nenhuma das medidas utilizadas. Podemos sugerir
que a auséncia de um efeito ansiogénico dessa droga pode dever-se ao fato de dopamina
enddgena ter ativado plenamente os receptores D; durante o condicionamento com choque

nas patas e, dessa forma, a adi¢do do agonista ndo resultou em maior ativacéo.



Discussao 45

Nossos resultados sao similares aqueles obtidos por Inoue et al. (2000), desta vez para
0 medo condicionado ao contexto. Esses autores mostraram uma reducdo da aquisi¢cdo do
congelamento condicionado contextual com a administracdo de SCH 23390, ao passo que
SKF 38393 nédo apresentou efeito significativo. Por outro lado, nossos resultados para o
sobressalto ndo reproduzem aqueles de Greba & Kokkinidis (2000) que mostraram o bloqueio
da potencializacdo com administracdo pré-treino de SCH 23390. Este fato pode ser devido a
diferencas nos procedimentos experimentais dos dois estudos, como a realizacdo do
condicionamento a luz concomitantemente ao condicionamento ao contexto por aqueles
autores.

Quanto ao envolvimento de receptores D, na aquisicdo de informagfes aversivas
condicionadas a luz, verificamos que sulpirida e quimpirole, antagonista e agonista seletivo
desses receptores, respectivamente, ndo apresentaram nenhum efeito significativo em relagéo
aos grupos controle. Assim, os resultados indicam que a aquisicdo do medo condicionado a
luz ndo deve envolver participacdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D,, com o
congelamento e o sobressalto potencializado pelo medo mostrando-se resistentes aos
tratamentos.

J& no experimento |1, no qual investigamos o envolvimento dos diferentes receptores
dopaminérgicos na expressdo de respostas defensivas condicionadas a luz, verificamos que
tanto o antagonista D;, SCH 23390, quanto o agonista D;, SKF 38393, ndo apresentaram
nenhum efeito significativo. Tais resultados estdo de acordo com aqueles de Inoue et al.
(2000), que mostraram auséncia de efeito significativo de SCH 23390 e de SKF 38393 na
expressao do congelamento condicionado ao contexto.

A contribuicdo mais importante desse trabalho, no entanto, estd no fato de que a
administragdo pré-teste de quimpirole, agonista D, diminuiu de forma dose-dependente tanto

a potencializacdo do sobressalto, como a resposta de congelamento. Os animais que
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receberam quimpirole apresentaram respostas de sobressalto, nas tentativas s6-som, iguais aos
controles, o que indica que a inibicdo do sobressalto potencializado pelo medo e do
congelamento ndo est4 associada a um declinio da percepcdo da informacédo sensorial. Além
disso, os efeitos observados do quimpirole ndo podem ser atribuidos a efeitos inespecificos,
uma vez que essa droga, nas doses utilizadas, ndo afetou a atividade locomotora dos animais
no teste do campo aberto.

Outros experimentos realizados em nosso laboratério mostraram que a apomorfina
também acarretou uma diminuicdo significativa da expressdo do medo condicionado a luz-
CS, com o congelamento e o sobressalto potencializado pelo medo mostrando-se sensiveis ao
tratamento (OLIVEIRA, 2003). Considerando que a apomorfina age preferencialmente sobre
receptores do tipo D, (CREESE et al., 1983), e de acordo com os resultados obtidos com
quimpirole, podemos sugerir que a diminuicdo na expressdo do medo causada pela
apomorfina é devida a ativacdo desses receptores. Portanto, receptores D, devem, de fato,
estar envolvidos na expressao do medo condicionado a luz.

As doses utilizadas de quimpirole (0,1 e 0,25 mg/Kg) sdo uma ordem de magnitude
abaixo daquelas que ativam receptores pés-sindpticos (NADER; LEDOUX, 1999). Apesar
dos receptores D, serem encontrados tanto pré quanto pés-sinapticamente, tem sido relatado
que os receptores pré-sinapticos sdo de 6 a 10 vezes mais sensiveis a apomorfina do que 0s
pos-sinapticos (SKIRBOLL et al., 1979). Na realidade, esses auto-receptores D, localizados
nos corpos celulares e dendritos da ATV inibem a atividade neural dopaminérgica em ratos
expostos a situacdes aversivas (WHITE; WANG, 1984a, 1984b). Assim, o modelo mais
parcimonioso que emerge desses achados é que a habilidade do quimpirole de diminuir o
medo é o resultado de sua acdo em receptores dopaminérgicos pré-sinapticos inibitorios da
area tegmental ventral, que diminuem os niveis de dopamina nos terminais sinapticos. Doses

de quimpirole maiores do que 0,25 mg/Kg, que agem em receptores pds-sinapticos, ndo foram
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utilizadas pois causam aumento da atividade locomotora e comportamentos estereotipados
como cheirar e lamber (KURASHIMA et al., 1995).

A estimulacdo desses auto-receptores inibitorios com injecfes pré-teste de quimpirole
na ATV suprime o sobressalto potencializado pelo medo (BOROWSKI; KOKKINIDIS,
1996; MUNRO; KOKKINIDIS, 1997). A infusdo intra-ATV de quimpirole também interfere
com o congelamento condicionado ao contexto (NADER; LEDOUX, 1999). Assim, esses
achados sdo consistentes com a nocdo de que a ativagdo de mecanismos mediados por
receptores D, diminui 0 medo, pois impede a evocacdo da aprendizagem associativa entre o
CS e 0 US (NADER; LEDOUX, 1999). Por outro lado, sulpirida, antagonista D;, ndo
produziu efeito significativo na potencializacdo do sobressalto e no congelamento em nosso
experimento. Desta forma, € provavel que a dopamina exerca uma modulacdo féasica da
expressdao do medo condicionado por meio de receptores D,. Tudo isso, somado ao fato de
que receptores D; ndo parecem estar envolvidos na expressdo do sobressalto potencializado
pelo medo, d& suporte a idéia de que o sobressalto potencializado pelo medo causado pela
associacao luz/choque é mediado por autoreceptores D, da ATV, regido onde os receptores D;
ndo parecem agir preferencialmente (ADELL; ARTIGAS, 2004).

Uma quantidade crescente de evidéncias converge para a idéia de que a via
mesoamigdaldide, originada a partir de neurénios dopaminérgicos da ATV, € particularmente
sensivel a estimulos ambientais aversivos e pode ser importante para o desenvolvimento de
respostas exageradas de medo (DEUTCH et al., 1985; GREBA et al., 2001; GUARRACI;
KAPP, 1999; GUARRACI et al., 2000). Pesquisas anteriores mostraram que a ativagdo de
neurdnios dopaminérgicos da ATV é necessaria para o estado de medo gerado pela exposicao
de animais a um estimulo condicionado explicito (BOROWSKI; KOKKINIDIS, 1996;

MUNRO; KOKKINIDIS, 1997). Mais estudos da aprendizagem associativa aversiva usando
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injecOes locais nessa estrutura de antagonistas seletivos de receptores D,, como a sulpirida,
ajudardo a elucidar esse ponto.

O efeito inibitério dos receptores D, no sobressalto potencializado pelo medo e no
congelamento contrasta com seu efeito potencializador na resposta de esquiva condicionada
(REIS et al., 2004) e no congelamento condicionado ao contexto (MASSON et al., 2003).
Sugerimos aqui que a diferente acdo das drogas dopaminérgicas nessas condicGes
experimentais deva estar relacionada a especificidades das situagdes teste. Considerando as
diferencas no estimulo eliciador entre o congelamento condicionado ao contexto e a luz-CS e
no curso temporal da resposta entre o sobressalto potencializado pelo medo e a esquiva
condicionada, esses paradigmas podem realmente modelar diferentes estados de medo.

E importante ter claro que alguns problemas metodoldgicos podem estar subjacentes
aos resultados conflitantes na literatura em estudos envolvendo sistemas dopaminérgicos e
medo. Especificamente, manipulagcbes farmacol6gicas ou anatdbmicas do sistema
dopaminérgico podem interferir na resposta condicionada por meio da alteragdo do
processamento da informacdo sensorial. Contra essa possibilidade, no presente estudo, esta o
fato de que as drogas utilizadas ndo alteraram a resposta basal ao som nas tentativas s6-som
nem quando administradas antes do condicionamento, nem antes do teste. Além disso, a
maioria das manipulagdes dopaminérgicas causa alteracBes incondicionadas no
comportamento. Tais alteracdes podem competir indiretamente com a expressao da resposta
de medo, levando a conclusdes equivocadas acerca de efeitos diretos dessas drogas no medo.
Mais uma vez, contra esse argumento, estd o fato de que em nossos experimentos as drogas
ndo causaram alteracOes na atividade motora de ratos, como visto no teste do campo aberto.

Em resumo, o efeito da administracdo de quimpirole no medo condicionado é
consistente com a nogéo de que essa droga diminui 0 medo por meio do bloqueio da evocagéo

da aprendizagem associativa CS/US. Tem sido proposto que o aumento das funcoes
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cognitivas e relacionadas a atencdo, por meio de mecanismos dopaminérgicos do sistema
mesocorticolimbico, € requerido na organizagdo de respostas adaptativas com intuito de lidar
com ou sinalizar a presenca de estimulos de natureza aversiva. Provavelmente esses achados
tém implicacdes clinicas para o entendimento de como o estresse afeta e influencia
comportamentos relacionados ao medo. A contribuicdo de agonistas D, como agentes
adjuntos no controle de estados de medo exagerado pode envolver a habilidade desses
ansioliticos em impedir a ativacdo induzida pelo estresse de neurdnios da ATV e o0
conseqiiente aumento da emotividade. Adicionalmente a demonstragdo da importancia dos
autoreceptores D, no medo condicionado, o presente estudo também indica que esses
receptores estdo principalmente envolvidos na expressdao do medo e ndo na sua aquisi¢édo, na

qual receptores D; p6s-sinapticos parecem estar mais envolvidos.
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6. CONCLUSOES

o Mecanismos dopaminérgicos parecem estar envolvidos tanto na aquisi¢do

guanto na expressdao do medo condicionado a luz.

o Receptores D, parecem participar da aquisi¢édo do congelamento condicionado,

mas nédo da potencializacdo do sobressalto pelo medo.

o Receptores D, parecem estar envolvidos na expressdao do medo condicionado a
luz, uma vez que sua ativagdo com quimpirole, agonista D,, causou diminui¢do do

congelamento e da potencializagdo do sobressalto pelo medo.

o Os efeitos do quimpirole podem ser devidos a agdo em receptores D, pre-

sinapticos da &rea tegmental ventral.
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Tabela 1 - Resultados individuais do experimento | (aquisicdo), referentes aos animais que receberam
administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SCH 23390 0,05 mg/Kg (SCH 0,05) ou SCH 23390 0,1
mg/Kg (SCH 0,1), antes das sessfes de condicionamento. s = segundos; AS = amplitude do

sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 518 224 931
Rato 2 445 209 510
Rato 3 482 375 1361
Rato 4 301 429 969
Rato 5 696 509 770
Rato 6 306 621 1660
Rato 7 445 961 1850
Rato 8 248 60 194
Rato 9 183 206 480

Rato 10 240 273 467
Rato 11 228 975 1097
Rato 12 411 772 1086
Rato 13 152 129 235
Rato 14 292 250 921
Rato 15 331 382 687
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 351,87 425,00 881,20
EPM 37,77 74,63 125,09
SCH 0,05 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 281 402 726
Rato 2 246 782 1312
Rato 3 305 105 185
Rato 4 221 142 207
Rato 5 268 277 904
Rato 6 29 151 415
Rato 7 124 108 167
Rato 8 145 260 806
Rato 9 108 568 1212
Rato 10 255 188 235
Rato 11 187 219 297
Rato 12 104 601 1442
Rato 13 146 389 561
Rato 14 58 240 357
Rato 15 120 238 322
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 173,13 311,33 609,87
EPM 22,07 51,73 112,36
SCH 0,1 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 205 256 447
Rato 2 52 197 386
Rato 3 306 112 181
Rato 4 303 389 977
Rato 5 95 93 193
Rato 6 356 977 1538
Rato 7 229 200 683
Rato 8 111 955 1422
Rato 9 275 246 536
Rato 10 325 148 249
Rato 11 319 910 1667
Rato 12 338 289 1041
Rato 13 49 124 250
Rato 14 450 174 715
Rato 15 124 634 1594
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 235,80 380,27 791,93
EPM 31,94 83,27 140,52
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Tabela 2 - Resultados individuais do experimento | (aquisicao), referentes aos animais que receberam
administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SKF 38393 5 mg/Kg (SKF 5) ou SKF 38393 10 mg/Kg

(SKF 10), antes das sessdes de condicionamento. s = segundos; AS = amplitude do sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 159 301 474
Rato 2 88 188 345
Rato 3 97 174 436
Rato 4 249 155 386
Rato 5 391 744 1518
Rato 6 312 356 492
Rato 7 95 283 614
Rato 8 144 307 611
Rato 9 168 445 543

Rato 10 212 161 237
Rato 11 397 475 1532
Rato 12 248 144 388
Rato 13 226 147 391
Rato 14 272 405 750
Rato 15 254 444 1013
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 220,80 315,27 648,67
EPM 25,35 43,48 103,70
SKF 5 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 243 628 648
Rato 2 278 724 1606
Rato 3 249 603 674
Rato 4 209 314 564
Rato 5 244 875 1303
Rato 6 98 338 880
Rato 7 164 278 662
Rato 8 216 704 1034
Rato 9 220 299 831
Rato 10 256 609 980
Rato 11 385 658 1504
Rato 12 227 744 1039
Rato 13 191 236 492
Rato 14 119 412 687
Rato 15 133 53 128
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 215,47 498,33 868,80
EPM 18,30 61,08 101,23
SKF 10 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 224 185 522
Rato 2 369 369 543
Rato 3 184 360 801
Rato 4 142 178 475
Rato 5 290 234 575
Rato 6 221 394 680
Rato 7 253 969 1246
Rato 8 86 102 196
Rato 9 130 386 987
Rato 10 213 79 258
Rato 11 211 451 1039
Rato 12 41 152 212
Rato 13 180 300 691
Rato 14 219 482 1035
Rato 15 232 442 1049
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 199,67 338,87 687,27
EPM 20,63 56,40 85,85
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Tabela 3 - Resultados individuais do experimento | (aquisicdo), referentes aos animais que receberam
administracdo i.p. de salinattween (CONTROLE), sulpirida 20 mg/Kg (SUL 20) ou sulpirida 40
mg/Kg (SUL 40), antes das sessdes de condicionamento. s = segundos; AS = amplitude do

sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) | AS (SO-50M) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 310 636 958
Rato 2 596 601 1164
Rato 3 404 474 1239
Rato 4 689 487 1404
Rato 5 222 466 1099
Rato 6 308 687 1206
Rato 7 489 883 1450
Rato 8 592 267 456
Rato 9 287 127 559

Rato 10 333 255 804
Rato 11 493 512 811
Rato 12 346 345 955
Rato 13 437 374 575
Rato 14 518 662 1007
Rato 15 165 188 336
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 412,60 464,27 934,87
EPM 38,54 53,91 88,05
SUL 20 CONGELAMENTO (s) | AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 414 973 1715
Rato 2 380 612 1223
Rato 3 305 151 540
Rato 4 370 329 802
Rato 5 440 463 1351
Rato 6 506 776 1505
Rato 7 635 97 213
Rato 8 436 386 1220
Rato 9 407 407 636
Rato 10 457 192 244
Rato 11 383 385 1001
Rato 12 210 583 897
Rato 13 348 777 1227
Rato 14 247 970 1211
Rato 15 580 544 765
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 407,87 509,67 970,00
EPM 29,04 71,11 113,60
SUL 40 CONGELAMENTO (s) | AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 464 381 1187
Rato 2 421 560 1235
Rato 3 669 214 483
Rato 4 724 757 1612
Rato 5 479 93 143
Rato 6 638 710 1245
Rato 7 568 88 133
Rato 8 529 148 535
Rato 9 754 269 974
Rato 10 593 56 642
Rato 11 600 170 563
Rato 12 420 232 288
Rato 13 219 648 859
Rato 14 172 184 294
Rato 15 234 325 770
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 498,93 322,33 730,87
EPM 46,70 60,91 115,59
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Tabela 4 - Resultados individuais do experimento | (aquisicdo), referentes aos animais que receberam
administracdo i.p. de salina (CONTROLE), quimpirole 0,25 mg/Kg (QUI 0,25) ou quimpirole 0,5
mg/Kg (QUI 0,5), antes das sessbes de condicionamento. s = segundos; AS = amplitude do

sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 312 181 470
Rato 2 180 336 477
Rato 3 123 394 764
Rato 4 147 245 351
Rato 5 115 253 980
Rato 6 162 339 530
Rato 7 204 585 899
Rato 8 523 437 1285
Rato 9 219 346 477

Rato 10 144 219 503
Rato 11 140 512 1145
Rato 12 138 209 284
Rato 13 141 217 495
Rato 14 224 481 828
Rato 15 243 330 741
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 201,00 338,93 681,93
EPM 26,86 31,68 76,61
QUI 0,25 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 108 596 656
Rato 2 275 753 1303
Rato 3 28 239 363
Rato 4 29 120 194
Rato 5 45 150 199
Rato 6 26 121 178
Rato 7 76 112 148
Rato 8 190 359 853
Rato 9 219 207 329
Rato 10 73 855 1006
Rato 11 322 485 730
Rato 12 24 357 758
Rato 13 12 212 184
Rato 14 116 768 688
Rato 15 83 355 432
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 108,40 379,27 534,73
EPM 25,38 65,90 91,31
QUI 0,5 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 83 327 473
Rato 2 289 332 839
Rato 3 65 159 276
Rato 4 195 993 1322
Rato 5 270 364 987
Rato 6 400 345 1003
Rato 7 93 480 1016
Rato 8 292 627 860
Rato 9 163 313 379
Rato 10 52 314 406
Rato 11 114 204 574
Rato 12 40 147 188
Rato 13 30 384 505
Rato 14 232 294 453
Rato 15 120 60 113
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 162,53 356,20 626,27
EPM 28,97 57,64 91,72
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Tabela 5 - Resultados individuais do experimento Il (expressdo), referentes aos animais que
receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SCH 23390 0,05 mg/Kg (SCH 0,05) ou SCH

23390 0,1 mg/Kg (SCH 0,1), antes da sessdo teste. s = segundos; AS = amplitude do sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 108 694 1005
Rato 2 168 305 1044
Rato 3 105 82 177
Rato 4 319 87 189
Rato 5 314 294 547
Rato 6 256 113 200
Rato 7 440 368 503
Rato 8 105 641 1024
Rato 9 319 379 439

Rato 10 261 242 515
Rato 11 283 387 476
Rato 12 226 585 690
Rato 13 328 677 786
Rato 14 116 543 1011
Rato 15 210 609 764
Rato 16 249 1145 1045
Rato 17 219 415 1366
Rato18 431 346 990
Rato 19 592 601 1431
Rato 20 680 1234 1885
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 286.45 487,35 804,35
EPM 34.61 68.62 99.89
SCH 0.05 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (L UZ-SOM)
Rato 1 511 321 598
Rato 2 505 601 1479
Rato 3 327 84 289
Rato 4 227 99 193
Rato 5 158 101 188
Rato 6 251 310 662
Rato 7 260 498 657
Rato 8 441 256 513
Rato 9 165 119 684
Rato 10 102 912 1600
Rato 11 150 431 853
Rato 12 138 429 568
Rato 13 131 452 597
Rato 14 202 259 303
Rato 15 373 642 1011
Rato 16 698 592 1327
Rato 17 396 310 805
Rato18 450 520 1045
Rato 19 512 94 237
Rato 20 428 409 1045
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 321.25 371,95 732.70
EPM 37.30 4937 93,12
SCHO0.1 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 106 450 818
Rato 2 126 138 255
Rato 3 220 57 95
Rato 4 230 125 183
Rato 5 120 352 673
Rato 6 178 513 1169
Rato 7 158 631 903
Rato 8 53 692 1099
Rato 9 257 285 405
Rato 10 104 732 1216
Rato 11 151 465 822
Rato 12 124 130 207
Rato 13 65 836 1164
Rato 14 81 268 525
Rato 15 153 173 294
Rato 16 535 609 752
Rato 17 257 166 180
Rato18 661 174 412
Rato 19 583 358 839
Rato 20 249 827 1164
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 220.55 399.05 658.75
EPM 38,72 56,46 86,53
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Tabela 6 - Resultados individuais do experimento Il (expressdo), referentes aos animais que
receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SKF 38393 5 mg/Kg (SKF 5) ou SKF 38393

10 mg/Kg (SKF 10), antes da sesséo teste. s = segundos; AS = amplitude do sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 239 426 850
Rato 2 312 193 485
Rato 3 49 234 274
Rato 4 144 186 659
Rato 5 319 193 590
Rato 6 289 705 1322
Rato 7 426 597 1333
Rato 8 223 156 259
Rato 9 155 167 277

Rato 10 260 130 404
Rato 11 242 422 797
Rato 12 377 844 1547
Rato 13 88 158 299
Rato 14 83 111 256
Rato 15 291 774 1283
Rato 16 333 407 588
Rato 17 600 258 375
Rato18 578 1001 1439
Rato 19 248 884 1516
Rato 20 540 485 1208
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 289.80 416,55 788.05
EPM 34,95 64,36 107.24
SKF 5 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 131 182 708
Rato 2 377 850 1888
Rato 3 166 334 828
Rato 4 173 653 1222
Rato 5 168 552 1449
Rato 6 68 272 422
Rato 7 142 385 903
Rato 8 200 646 1565
Rato 9 72 394 806
Rato 10 17 150 231
Rato 11 248 834 1493
Rato 12 117 380 1130
Rato 13 306 300 993
Rato 14 116 104 328
Rato 15 35 723 1031
Rato 16 186 478 1029
Rato 17 613 557 1240
Rato18 460 90 185
Rato 19 693 424 532
Rato 20 403 792 1689
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 234,55 455,00 983.60
EPM 41,77 53.62 109.66
SKF 10 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 103 449 1013
Rato 2 46 231 686
Rato 3 143 175 475
Rato 4 121 111 293
Rato 5 173 63 142
Rato 6 55 371 453
Rato 7 79 355 711
Rato 8 186 591 1165
Rato 9 217 679 1216
Rato 10 180 978 1383
Rato 11 125 141 315
Rato 12 193 390 1001
Rato 13 94 608 770
Rato 14 91 411 880
Rato 15 99 121 180
Rato 16 561 1136 1230
Rato 17 310 1013 1877
Rato18 265 252 611
Rato 19 299 871 1419
Rato 20 460 429 852
# SUJEITOS 20 20 20
MEDIA 190.00 468,75 833.60
EPM 29,95 72,29 103.11
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Tabela 7 - Resultados individuais do experimento Il (expressdo), referentes aos animais que
receberam administracdo i.p. de salina+tween (CONTROLE), sulpirida 20 mg/Kg (SUL 20) ou

sulpirida 40 mg/Kg (SUL 40), antes da sesséo teste. s = segundos; AS = amplitude do sobressalto.

CONTROLE CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 173 270 457
Rato 2 347 332 871
Rato 3 331 354 814
Rato 4 647 471 823
Rato 5 524 401 500
Rato 6 145 311 545
Rato 7 230 208 241
Rato 8 102 90 134
Rato 9 160 293 615

Rato 10 72 151 245
Rato 11 109 131 196
Rato 12 113 662 872
Rato 13 193 806 933
Rato 14 306 957 1378
Rato 15 189 512 739
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 242,73 396,60 624,20
EPM 42,29 64,42 88,33
SUL 20 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 64 380 829
Rato 2 240 200 773
Rato 3 199 278 834
Rato 4 102 257 736
Rato 5 230 614 1244
Rato 6 320 462 719
Rato 7 174 532 1157
Rato 8 192 480 1233
Rato 9 162 721 1194
Rato 10 172 734 985
Rato 11 69 362 542
Rato 12 67 477 713
Rato 13 60 160 192
Rato 14 244 361 745
Rato 15 142 406 658
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 162,47 428,27 836,93
EPM 20,31 44,63 74,37
SUL 40 CONGELAMENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 170 585 996
Rato 2 176 303 374
Rato 3 238 553 1291
Rato 4 216 390 878
Rato 5 73 961 1017
Rato 6 96 152 251
Rato 7 184 742 1068
Rato 8 317 535 1144
Rato 9 266 423 755
Rato 10 146 865 1347
Rato 11 117 376 567
Rato 12 115 336 434
Rato 13 34 680 1316
Rato 14 66 519 851
Rato 15 178 284 559
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 159,47 513,60 856,53
EPM 20,33 58,24 91,92
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Tabela 8 - Resultados individuais do experimento Il (expressdo), referentes aos animais que
receberam administracdo i.p. de salina (CONTROLE), quimpirole 0,1 mg/Kg (QUIN 0,1) ou
quimpirole 0,25 mg/Kg (QUIN 0,25), antes da sessdo teste. s = segundos; AS = amplitude do

sobressalto.

CONTROLE CONGELAENTO (s) AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 302 450 1163
Rato 2 152 508 1022
Rato 3 251 226 642
Rato 4 87 264 359
Rato 5 174 159 441
Rato 6 221 256 583
Rato 7 151 405 978
Rato 8 367 728 1091
Rato 9 109 107 272
Rato 10 219 526 1095
Rato 11 298 134 560
Rato 12 179 178 266
Rato 13 248 474 1170
Rato 14 196 329 807
Rato 15 408 447 871

# SUJEITOS 15 15 15

MEDIA 224,13 346,07 754,67
EPM 23,404 45,78 84,87
QUIN 0,1 CONGELAMENTO (s) | AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 66 357 644
Rato 2 32 197 202
Rato 3 54 125 146
Rato 4 29 338 681
Rato 5 79 63 93
Rato 6 170 695 1141
Rato 7 189 334 714
Rato 8 96 304 267
Rato 9 69 450 1035
Rato 10 131 150 505
Rato 11 105 109 223
Rato 12 86 181 804
Rato 13 48 320 905
Rato 14 47 130 128
Rato 15 54 276 397
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 83,67 268,60 525,67
EPM 12,34 41,98 90,05
QUIN 0,25 CONGELAMENTO (s) | AS (SO-SOM) AS (LUZ-SOM)
Rato 1 0 240 381
Rato 2 0 422 696
Rato 3 11 338 425
Rato 4 43 367 531
Rato 5 19 348 477
Rato 6 35 295 152
Rato 7 104 133 455
Rato 8 31 214 291
Rato 9 17 658 718
Rato 10 91 474 503
Rato 11 106 506 716
Rato 12 125 286 776
Rato 13 128 111 89
Rato 14 50 197 438
Rato 15 74 617 1081
# SUJEITOS 15 15 15
MEDIA 55,60 347,07 515,27
EPM 11,70 42,35 65,60
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Tabela 9 - Resultados individuais do experimento Il (atividade motora), referentes aos
comportamentos de cruzamento, levantamento e autolimpeza, de animais que receberam
administracdo i.p. de salina (CONTROLE), SCH 23390 0,1 mg/Kg (SCH), SKF 38393 10 mg/Kg
(SKF), sulpirida 40 mg/Kg (SUL) ou quimpirole 0,25 mg/Kg (QUIN).

CONTROLE CRUZAMENTO | LEVANTAMENTO | AUTOLIMPEZA
Rato 1 65 45 19
Rato 2 98 81 29
Rato 3 27 4 11
Rato 4 4 2 12
Rato 5 128 51 63
Rato 6 20 5 17
Rato 7 48 19 67
Rato 8 11 6 8
Rato 9 32 8 10

# SUJEITOS 9 9 9

MEDIA 55,71 29,57 31,14
EPM 14,87 10,07 7,96
SCH CRUZAMENTO | LEVANTAMENTO | AUTOLIMPEZA
Rato 1 6 3 34
Rato 2 12 10 19
Rato 3 28 2 17
Rato 4 13 3 20
Rato 5 14 2 3
Rato 6 11 1 4
Rato 7 23 4 51

# SUJEITOS 7 7 7

MEDIA 15,29 3,57 21,14
EPM 2,86 1,13 6,37
SKF CRUZAMENTO | LEVANTAMENTO | AUTOLIMPEZA
Rato 1 30 12 51
Rato 2 42 23 61
Rato 3 4 2 20
Rato 4 73 12 62

Rato 5 24 7 52
Rato 6 22 8 22
Rato 7 41 14 30

# SUJEITOS 7 7 7

MEDIA 33,71 11,14 42,57
EPM 8,15 2,49 6,84
SUL CRUZAMENTO | LEVANTAMENTO | AUTOLIMPEZA

Rato 1 95 13 48
Rato 2 16 4 15
Rato 3 9 0 9
Rato 4 64 46 59
Rato 5 13 8 13
Rato 6 54 0 19
Rato 7 22 27 40

# SUJEITOS 7 7 7

MEDIA 39,00 14,00 29,00
EPM 12,32 6,40 7,45

QUIN CRUZAMENTO | LEVANTAMENTO | AUTOLIMPEZA
Rato 1 199 101 3
Rato 2 65 7 8
Rato 3 102 41 3
Rato 4 14 6 3
Rato 5 68 48 4
Rato 6 23 18 6
Rato 7 56 7 12

# SUJEITOS 7 7 7

MEDIA 75,29 32,57 5,57
EPM 23,42 13,11 1,29
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

