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RESUMO

VITAMINAS B1, B6, B12 E COMPLEXO B NA PREVENGAO DA DISCINESIA OROFACIAL INDUZIDA
POR HALOPERIDOL EM RATOS: AVALIACAO COMPORTAMENTAL E MECANISMOS ASSOCIADOS

A Discinesia tardia (DT) é caracterizada por movimentos involuntarios, principalmente na parte
inferior da face, proximos da boca, com espasmos que podem ser leves ou severos. E uma
alteragao motora grave relacionada, mas nao restrita a terapia antipsicética. Tratamentos com
antipsicéticos principalmente os da classe dos tipicos, como o haloperidol (HAL) aumentam os
riscos de DT. A fisiopatologia da DT €& associada a um desequilibrio em sistemas de
neurotransmissdo, dentre eles dopaminérgico e colinérgico, bem como com desequilibrio
oxidativo, principalmente em areas cerebrais relacionadas ao controle do movimento, como o
corpo estriado. As vitaminas (vit.) B, por sua vez, apresentam efeitos antioxidantes sendo
cofatores para enzimas relacionadas a sintese de neurotransmissores. Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos preventivos das vit. B1, B6, B12 ou
Complexo B na discinesia orofacial (DO) induzida por HAL em ratos. Foram utilizados ratos
Wistar machos tratados por via intraperitoneal com HAL (1 mg/kg, i.p.) por 21 dias ou
concomitantemente com HAL e as vit. B1 (60 mg/kg), B6 (60 mg/kg) ou B12 (0,6 mg/kg) por via
subcutanea, sozinhas ou em associagao (complexo B). O complexo B consistiu na mistura das
3 vitaminas em iguais proporc¢des. Um grupo de animais foi administrado clozapina (25 mg/kg),
um antipsicotico atipico nao relacionado ao desenvolvimento de DO. Os testes comportamentais
foram realizados apos 30 minutos no 1°, 7° e 21° dias de administragdo das farmacos e
consistiram na determinagao da atividade locomotora, catalepsia e movimentos de mastigagao
no vazio. No 21° dia os animais foram sacrificados e retiradas areas cerebrais para as analises
neuroquimicas e de expressao para tirosina hidroxilase (TH), receptores dopaminérgicos D1 e
D2 e receptor muscarinico M1. Os resultados mostraram que o HAL aumentou o tempo de
catalepsia no dia 7 e causou DO no dia 21. A administragéo das vit. B (B1: B6: B12) sozinhas ou
em associagdo, juntamente com HAL, preveniu o desenvolvimento de DO e em menor extenséo
da catalepsia. O efeito preventivo das vit. B foi acompanhado por restauragdo dos niveis de
glutationa reduzida (GSH) e peroxidacéo lipidica. Aléem dos efeitos antioxidantes, as vit. B
aumentaram a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em todas as areas cerebrais
estudadas, com o incremento maximo de atividade observada no hipocampo de animais co-
tratados com vit. B12 e coquetel de vit. B. A clozapina ndo induziu DO e aumentou a atividade
AChE semelhante para os grupos co-administrados com vit. B e HAL. A analise da expressao de
receptores e enzimas relacionadas a sintese de neurotransmissores no corpo estriado por PCR-
RT revelou que o HAL foi capaz de aumentar a expressao de receptores dopaminérgicos D1 e
D2 e reduzir a expressao dos receptores muscarinicos M1. A expressao da tirosina hidroxilase
(TH), passo limitante para a sintese de dopamina, se apresentou reduzida pelo HAL. Os dados
sugerem que as vitamina do complexo B s&o capazes de prevenir as alteragdes induzidas pelo
HAL apresentando, portanto, um papel promissor na preveng¢ao de DO associada ao uso desta
farmaco.

Palavra Chave: Discinesia tardia, haloperidol, clozapina, Vitamina B1, vitamina B6, vitamina
B12, complexo B



ABSTRACT

B1, B6, B12 VITAMINS AND B COMPLEX IN THE PREVENTION OF OROFACIAL
DYSKINESIA INDUCED BY HALOPERIDOL IN RATS: BEHAVIORAL ASSESSMENT AND
ASSOCIATED MECHANISMS

Tardive dyskinesia (TD) is characterized by involuntary movements, mostly at lower face,
near the mouth, with convulsion that can be light or hard. Is one severe disorder related,
but restricted the antipsychotic therapy. Antipsychotic treatments above all the class of
typical, like haloperidol (HAL) increase the risk of TD. The pathophysiology of TD is
associated to a instability in neurotransmission system, such as dopaminergic and
cholinergic, among others, as well as with oxidative instability mainly in brain areas
related to the control of movement, as the striatum. B vitamins, in turn, show antioxidants
effect and are cofactors to enzymes related to the synthesis of neurotransmitters. In this
context, the present study aimed to determine the preventive effects of B1, B6, B12
vitamins or B complex against orofacial dyskinesia (OD) induced by HAL in rats. To do
this male Wistar rats were intraperitoneally administered HAL (1 mg/kg, i.p.) for 21 days
or concomitantly received HAL, B1 (60 mg/kg), B6 (60 mg/kg) or B12 (0,6 mg/kg) vitamin
subcutaneously alone or in association. B complex consisted in the mix of 3 vitamins in
equal proportions. One group of animals was administered with clozapine (25 mg/kg), an
atypical antipsychotic not related to the development of OD. Behavioral tests were
performed at the 1!, 7! and 21stdays of drugs administration. The behavioral tests
performed were locomotor activity, catalepsy and chewing vacuous movements. At 215t
day the animals were sacrificed and had their brain areas dissected for neurochemical
analysis. The results showed that HAL increased catalepsy time at 7" day and OD at 21st
day. Administration of B vitamins (B1:B6:B12) alone or in association, together with HAL,
prevented the development of OD and in a lower extension, catalepsy. Preventive effect
of B vitamins was accompanied by restoration of the levels of reduced glutathione (GSH)
and lipid peroxidation. Beyond the antioxidant effects, B vitamins increased the activity of
the enzyme acetylcholinesterase (AChE) in all brain areas studied, with the maximum
increase of activity observed in the hippocampus of animals co-administered with B12
vitamins and B vitamins cocktail. Clozapine did not induce OD and increase in the activity
of AChE. Analysis of the expression of receptors and enzymes related to the synthesis of
neurotransmitters in striatum by PCR-RT revealed that HAL increased the expression of
the dopaminergic receptors D1 and D2 and reduce an expression of the muscarinic
receptors M1. Haloperidol decreased the expression of tyrosine hydroxylase (TH), a
limiting step for the synthesis of dopamine. Taken together the results suggest that B
vitamins prevented changes induced by HAL, presenting thus a promising role as a
preventive approach against HAL-induced OD.

Keywords: tardive dyskinesia (TD), haloperidol, closapina, B1 vitamin, B6 vitamin, B12 vitamin,
vitamin B cocktail.
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1 INTRODUCAO

Os medicamentos antipsicoticos ou também chamados antipsicéticos, utilizados
no tratamento da esquizofrenia, foram descobertos na década de 1950. O marco inicial
na histéria dos antipsicéticos foi a descoberta casual dos efeitos da clorpromazina, cujo
mecanismo de agcdo € o antagonismo de receptores da dopamina do tipo D2 na via
mesolimbica. Este bloqueio esta associado a uma reducao do estado de hiperativacao

do sistema dopaminérgico associado aos estados psicéticos (SEEMAN P, 1975).

A clorpromazina € um antipsicéticos pertencente a classe quimica das
fenotiazinas. Com poucos anos apos o inicio de sua utilizagdo, uma nova classe foi
introduzida, a das butirofenonas, tendo como protétipo o Haloperidol (HAL). Esses
farmacos foram inicialmente denominados “antipsicéticos”, curiosamente n&o devido aos
seus efeitos terapéuticos, mas sim devido aos seus efeitos colaterais de “natureza
neuroldgica”, os chamados efeitos extrapiramidais (KING, LAKSHMI, VORUGANTI,
2002).

Farmacos antipsicoticos tém sido bastante utilizadas para o tratamento de
sintomas positivos da esquizofrenia (por exemplo, agitacao, agressividade, alucinagoes,
delirios, discurso e comportamento desorganizados, entre outros) e negativos (por
exemplo, embotamento do afeto, isolamento social, falta de motivagdo, entre outros).
Estes farmacos também sao utilizados no tratamento do transtorno afetivo bipolar e
doenga de Alzheimer (BASCUNANA, 2000)

As acodes terapéuticas dos antipsicéticos convencionais se devem, talvez ao
blogueio dos receptores D2 na via dopaminérgica especificamente na via dopaminérgica
mesolimbica. Esse bloqueio tem o efeito de reduzir a hiperatividade dessa via que se
acredita ser a causa dos sintomas positivos da psicose, além de bloquear os receptores
mesocortical em que a DA ja pode esta diminuida na esquizofrenia isso pode causar ou
agravar os sintomas negativos e cognitivos, embora exista apenas baixa densidade de

receptores dopaminérgicos no coértex. (BASCUNANA, 2000).
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As diferentes acdes terapéuticas e efeitos colaterais de antipsicéticos tipicos e
atipicos tém sido explicados baseados nas agdes de seus receptores especificos.
Antipsicéticos “tipicos” (classicos ou de primeira geragéo), atuam primordialmente nos
sistemas dopaminérgicos, mesolimbico, mesocortical, nigroestriatal e tubérculo
infundibular, que esta relacionado com os efeitos colaterais. Estes farmacos séao
utilizados no tratamento de sintomas positivos, portanto sdo medicamentos eficazes para
o tratamento de episddios psicéticos agudos e crénicos (como o haloperidol), que atuam
preferencialmente bloqueando os receptores dopaminérgicos D2 (BASCUNANA, 2000).

Figura 1: Via dopaminérgica mesolimbica e antagonista de D2

Via mesolimbica —
Esquizofrenia sem tratamento f
MNormal |

ALTA

Sintomas

positivos
Vi limbica — Antagonista de D
— e = 2 Normal |
: »
»
B> o NORMAL

4
-
»>
-
|4

Redugao dos
sintomas positivos

” q = Antagonista de D, puro B Hiperativacao

Fonte: (STHAL.,2014)

Os antipsicoticos “atipicos” (recentes ou de segunda geragao), sdo medicamentos
mais bem tolerados e mais eficazes nos sintomas negativos. Sdo farmacos que
constituem a primeira opgao para a tratamento do primeiro episédio psicéticos, quando

ha intolerancia aos antipsicéticos tipicos ou predominancia dos sintomas negativos,
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como a clozapina, substancia antipsicética com perfil farmacolégico amplo, através da
acao em varios sistemas de receptores. Em estudos pré-clinicos, ela demonstrou
afinidade pelos receptores de serotonina 5SHT2A/C, 5HT3, 5HT6; dopamina D1, D2, D3,
D4, D5; muscarinicos M1-5 e histamina H1 (LIDDLE, 1993).

Tabela 1: Mecanismo de acéo dos antipsicoticos tipicos e atipicos

Antipsicoéticos Mecanismo de agao Sintomas Autores
Tipicos (Ex.: Bloqueio de receptores Positivo BASCUNANA,
haloperidol) dopaminérgicos D2. 2000
Atipicos (Ex.: afinidade pelos Positivo/Negativo LIDDLE, 1993
clozapina) receptores de serotonina

5HT2A/C, 5HT3, 5HT6;
dopamina D1, D2, D3, D4,
D5; muscarinicos M1-5 e
histamina H1.

Adaptado por, Oliveira, G.V

O haloperidol, farmaco pertencente a classe das butirofenonas, é um
antipsicéticos indicado para o tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia (por
exemplo, agitacdo, agressividade, alucinacdes, delirios, discurso e comportamento
desorganizados, entre outros), sendo indicado para outras condigbes como sindrome de
Tourette (MARTINDALE, 1999), tendo sido, por sua ampla agéo, o antipsicoticos mais
prescrito em todo o mundo (BALDESSARINI, 1996). Este medicamento possui
caracteristicas farmacoldgicas similares aos da classe dos fenotiazinicos

(MARTINDALE, 1999) e apresenta-se disponivel, no Brasil, com os nomes comerciais
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de Haldol® e Haloperidol, nas formas de éster decanoato e sal lactato (KOROLKOVAS,
2001).

O haloperidol é completamente absorvido no trato gastrintestinal, sendo
metabolizado no figado, excretado na urina, no leite materno, nas fezes. Apods
administracéo oral, a meia-vida plasmatica varia entre 12 e 38 horas, ligando-se cerca
de 92% a proteinas plasmaticas. E amplamente distribuido nos tecidos e atravessa a

barreira hematoencefalica (AHFS, 1999).

Apesar de ser amplamente prescrito, sdo descritos na literatura alguns efeitos
indesejaveis, durante a farmacoterapia com este farmaco, como sedagéao, hipotenséo,
efeitos antimuscarinicos, porém os que ocorrem com maior frequéncia sdo os efeitos
extrapiramidais (OLIVEIRA, 2002).

Por outro lado, a clozapina é a mais importante aquisicao em terapia antipsicética
desde o advento da clorpromazina (LIEBERMAN,1994). Do ponto de vista
farmacodinamico, esta farmaco tem atividade antagonista em receptores 5-HT2A, D1,
D4, colinérgico e histaminicos (KAHN, DAVIDSON, SIEVER,1993). O antagonismo em
receptores D2, caracteristico de antipsicoticos tipicos, € menos proeminente com a
clozapina (MELTZER,1998). Por ter caracteristicas distintas das medicagdes até entéo
disponiveis (JANNH,1995), a clozapina é considerada um antipsicotico atipico
(BUCHANAM,1995). Entre essas caracteristicas, podemos citar a eficacia legitima em
30-61% das psicoses refratarias as abordagens com antipsicéticos tipicos (HOLFER,
HUMMER, KEMMER, 2003) e a baixa incidéncia ou o adiamento das manifestacbes
extrapiramidais e da discinesia tardia (DT) (KANE,1993; SACGEDEV,1995). Também se
observou melhora dos sintomas negativos (anergia, anedonia, avolicdo, embotamento
de afeto) e das fungdes cognitivas e sociais e redugdo da agressividade
(LIEBERMAN,1994; BUCHANAM,1995; KANE1989; ABREU1995).

Portanto, ja estda bem estabelecido que a clozapina € o antipsicético de escolha

para os pacientes portadores de esquizofrenia, sendo considerado medicamento-padrao
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por contar com o maior numero de estudos e mostrar os melhores resultados para esta
populagdo (LINDENMAYER, 2000). Desde sua reintrodugéo, a clozapina foi indicada
especificamente para os pacientes refratarios a medicagao convencional (KANE ET AL.,
1988), e, embora a clozapina promova bons resultados, observa-se que 30% a 40% dos
pacientes refratarios ndo respondem também a este antipsicoticos (TAYLOR ET AL.,
2001), sendo tais pacientes denominados “respondedores incompletos” ou portadores
de “esquizofrenia super-resistente a tratamento antipsicoticos” (HENNA NETO, 2001).
Uma das estratégias para o tratamento destes pacientes € a associagao da clozapina
com outros medicamentos, proporcionando, assim, uma potencializacao antipsicéticos
(LIEBERMAN ET AL., 1998).

Estudos mostraram alta eficacia deste farmaco no antagonismo de outros tipos de
receptores (como D1 e D4), receptores serotonérgicos 5HT2A/C, 5HT3, 5HTG;
muscarinicos M1-5 e histamina H1, além exercer agao sobre a transmissao de glutamato
no cortex cerebral (KAPCZINSKI.,2011)

Uma das estratégias para reducdo dos sintomas da DT é a substituicdo dos
antipsicaoticos tipicos por um atipico. Farmacos como a clozapina, que bloqueiam de
modo balanceado receptores D1 e D2, teriam menor propensao para causar DT. Outra
vantagem farmacodinédmica da clozapina seria o bloqueio de heterorreceptores pré-
sinapticos 5-HT2 em neurbénios dopaminérgicos nigrais, 0 que aumenta a liberagédo de

dopamina na fenda sinaptica por desinibigao (LIDDLE, 1993).

1.1 Circuito motor dos nucleos da base: vias direta e indireta do controle do

movimento

Os nucleos da base tém um importante papel no movimento voluntario normal.
Observacgdes clinicas primeiramente sugeriram que estes nucleos estariam envolvidos
no controle dos movimentos e na producédo de alteragcbes do movimento. De fato, o

exame post mortem de pacientes com doenga de Parkinson, Huntington e hemibalismo
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revelou alteragdes patoldégicas nestes nucleos. Estas doengas apresentam 3
caracteristicas de disturbios motores: (1) tremores e outros movimentos involuntarios, (2)
alteragdes de postura e tdbnus muscular, (3) lentiddo dos movimentos sem paralisia.
Portanto alteracbes nos nucleos da base podem levar a redugdo do movimento
(Parkinson) ou movimento excessivo (Huntington e discinesias). (GUYTON E
HALL,2006)

Os quatro principais nucleos do nucleos da base sao: estriado, globo palido,
substancia negra e nucleos subtalamicos. O estriado por sua vez, se divide em caudado,
putame e estriado ventral (que inclui o nucleo accumbens estando relacionado
principalmente a modulagdo de aspectos emocionais). Estes nucleos estéao
interconectados e apresentam projec¢des para o cortex cerebral, tdlamo e certos nucleos
do tronco cerebral, sendo o estriado o maior receptor de impulsos de entrada
provenientes do cortex cerebral, tdlamo e tronco cerebral. Seus neurdnios se projetam
para o globo palido e substancia negra (Figura 2). (GUYTON E HALL,2006)

Todas as areas do cortex enviam projecdes excitatorias glutamatérgicas para
porcoes especificas do estriado. Além disso, este nucleo recebe projecdes excitatorias
do talamo, proje¢des dopaminérgicas do mesencéfalo e serotonérgicas dos nucleos da
rafe. Em torno de 90-95% dos tipos celulares do corpo estriado sdo compostos por
neurdnios espinhosos meédios GABAérgicos de projecao. O estriado também apresenta
dois tipos de interneurdnios inibitorios: grandes neurdnios colinérgicos e pequenas
células contendo somatostatina, neuropeptideo Y e oxido nitrico sintase (NOS). Estes
interneurénios sao responsaveis pela redugcdo da atividade de neurbnios levando
impulsos de saida estriatais. Embora pequenos em numero sao responsaveis pela
maioria da atividade tbénica estriatal. (GUYTON E HALL,2006)
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Figura 2: circuito da alga motora através dos ganglios da bases. Via

excitatoria (+) e via inibitério ( -)

Fonte: http://www.neurofisiologia.unifesp.br/sistmotor2.pdf

Os dois nucleos de saida de informagdes dos nucleos da base sdo o segmento
palidal interno e a substancia negra pars reticulata (SNpr). Estes nucleos fazem uma
inibicdo ténica do talamo e do tronco encefalico. Esta saida inibitéria € modulada por
duas vias paralelas que se estendem dos nucleos estriatais para os dois nucleos de
saida (talamo e nucleos do tronco encefalico): Vias direta e indireta. A via indireta passa
primeiramente pelo palido externo e de |la para os nucleos subtaldmicos em vias
puramente GABAérgicas. Finalmente esta via vai do nucleo subtalamico para os nucleos
de saida através de neurdnios glutamatérgicos (Figura 2). Quando ocorre ativagao da
via direta do estriado para o palido os neurbnios tonicamente ativos do palido sédo
brevemente suprimidos, permitindo, entdo, que o talamo e em ultimo o cértex possam
ser ativados. Em contraste, a ativacao fasica da via indireta aumenta a inibicao talamica.
Projecbes dopaminérgicas provenientes da SNpr controlam esta via de maneira que os
neurdnios da via direta apresentam receptores D1 o que facilita a transmiss&o nesta via.
Ao contrario, na via indireta receptores D2 inibem a transmissao (Figuras 3 e 4).
(GUYTON E HALL,2006)

Os disturbios de movimento via de regra resultam de um desequilibrio nas vias
direta e indireta. De fato, o comportamento motor normal depende do equilibrio entre as

vias direta e indireta do estriado para o palido. Movimentos hipercinéticos, como no caso
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adas por atividade motora excessiva. Em termos

simpldrios a sub-ativacado da via indireta esta relacionada aos disturbios hipercinéticos.

(GUYTON E HALL,2006)

Figura 3: regulacgao fisiologica

do movimento através da Via direta

VIA DIRETA DOS NUCLEOS DA BASE
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Fonte: (GUYTON e HALL 1996).



Figura 4: regulagao fisiologica do movimento através da Via Indireta

VIA INDIRETA DOS NUCLEOS DA BASE
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glutamato + l

Cirex pré-frontal, pré-motar e drea motora
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Corex motor primario (aferéncias do putdmen)

Fonte: (GUYTON E HALL 1996).
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1.2 As vias de dopamina no sistema nervoso central: implicagoes para os efeitos

terapéuticos e colaterais dos antipsicéticos

O antagonismo de receptores da dopamina é responsavel pelo efeito terapéutico
dos antipsicéticos, mas esse mecanismo também resulta em importantes efeitos
colaterais extrapiramidais. A razao para tais efeitos pode ser prontamente deduzida pelo
entendimento da funcdo das vias dopaminérgicas relacionadas com controle do

movimento conforme descrito na segao anterior (WISE,2005) (Figura 5).

VIAS DOPAMINERGICAS

o i .
3 e
£ o Y S, T

2- Area tegmental ventral

3- Amigdala Pi—t
4- Niicleo accumbens \ |
5- Estriado

6- Cortex frontal

1- Substancia negra < P -I]'.
: )

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

»» Via dopaminérgica tubercinfundibular
« Via dopaminérgica mesocortical

« Via dopaminérgica mesolimbica

Figura 5: Representagao esquematica das vias de dopamina no sistema nervoso

central.

A via meso-libico-cortical projeta-se da area tegmental ventral para o nucleo acimbens e para o cértex pré-frontal.
A via nigroestriatal da substancia negra para o estriado dorsal. Enfim, no hipotalamo, esta indicada a via tubero-
infundibular. Acesso:ttps://www.google.com.br/search?q=vias+de+dopamina

A dopamina é sintetizada por neurdnios cujos corpos localizam-se no tronco
cerebral e se projetam por diferentes vias. A via meso-limbico-cortical origina-se da area
tegmentar ventral (ATV) e se projeta para um nucleo do estriado ventral chamado
accumbens (via mesolimbica). Ela também envia projecdes para o cortex pré-frontal (via

mesocortical), sendo parte do chamado “feixe prosencefalico medial” (WISE, 2005).
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Outra via dopaminérgica projeta-se da substancia negra para o estriado dorsal
(caudado-putamen, nos nucleos da base), sendo integrante do “sistema extrapiramidal”
(HEIMER, 2003). Os antipsicoéticos, ao antagonizarem essa via a curto prazo, induzem
os efeitos colaterais chamados “efeitos extrapiramidais”, que sao alteracbes motoras
como bradicinesia e acatisia, constituindo a chamada “sindrome Parkinsoniana”. Apds o
tratamento prolongado, essas farmacos induzem uma nova homeostase nas
neurotransmissdes dopaminérgica e colinérgica envolvidas com a fun¢ao dos nucleos da
base causando movimentos involuntarios da face e das extremidades, ou seja, a
discinesia tardia (CASEY,1994).

1.3 DISCINESIA TARDIA

A DT é uma alteragdes neuroldgica relacionada principalmente ao uso prolongado
de farmacos bloqueadoras de receptores dopaminérgicos centrais,nas vias
dopaminérgicas nigroestriatais pode causar supraregulacéo desses receptores , o que
pode levar ao aparecimento de uma condi¢do motora hipercinética (DALE,1950). A
sindrome caracteriza-se por movimentos repetitivos, involuntarios, hipercinéticos, mais
comumente afetando a regido orofacial, manifestados como protusédo da lingua,
movimento de beijar, mastigar e franzir. Essas manifestacbes de movimentos sdo
usualmente denominadas na clinica de coreiformes na psiquiatria e de estereotipias na
neurologia (BASSIT,1999).
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Figura 6: Discinesia Tardia induzida por antipsicéticos

O bloqueio dos receptores D2 na via Essa suprarregulagdo pode levar a
dopaminérgica nigroestriatal provoca discinesia tardia

s
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Discinesia Tardia

Fonte: (STHAL.,2014)

Dada a importancia desse disturbio, nas ultimas trés décadas, diversos trabalhos
vém sendo realizado, a fim de estudar, a epidemiologia a fisiopatologia, os fatores de
riscos e o tratamento para DT, na tentativa de trata-las e principalmente prevenir os

movimentos involuntarios (BASSIT,1999).

1.4 Epidemiologia

A DT acomete pelo menos 20% dos individuos em uso de antipsicoticos, com
taxas de incidéncia para novos casos de aproximadamente 3 a 5% ao ano. Essa
incidéncia parece ocorrer de maneira cumulativa e chegar a 30% entre os idosos
expostos ao uso cronico de antipsicéticos (KANE,1995). Na populagcdo que usa

antipsicoticos tipicos, a prevaléncia média gira em torno de 15% a 25% para a DT.



31

A DT instala-se lentamente, seu curso é bastante variado e frequentemente
estabiliza-se ao longo dos anos. Pode, em alguns casos, melhorar gradualmente, mesmo
com o uso continuado de antipsicéticos. Quando o antipsicoético € descontinuado, estima-
se que 5% a 40% dos casos em geral, € 50% a 90% dos casos leves, regridam, 30%
deles em trés meses e mais de 50% em 12 a 18 meses, segundo American Psychiatric
Association (1994).

1.5 Fisiopatologia da DT

A fisiopatologia da DT ainda é pobremente compreendida, mas acredita-se que
resulte de um bloqueio crénico de receptores dopaminérgicos, particularmente
receptores D2 e possivelmente D3. Os antipsicéticos tipicos como o haloperidol se ligam
fortemente aos receptores D2 por um longo tempo em comparagdo com agentes
atipicos. Portanto, estes farmacos apresentam uma melhor eficacia antipsicéticos, mas
uma maior propensao a causar DT do que os farmacos atipicos, os quais apresentam
um menor grau de antagonismo de receptor D2, bem como uma rapida dissociacéo (12-
24 h apos uma dose unica) destes receptores, o que justifica o menor risco de DT com
estes farmacos (SEEMAN P, 2010). Além da dopamina, outros neurotransmissores estao
envolvidos na DT, especialmente os 5HT2 que sdo amplamente distribuidos no estriado
e acredita-se estarem envolvidos na modulagéo da atividade motora pela interagdo com
a neurotransmissado dopaminérgica (SEGMAN RH, HERESCO-LEVY U, FINKEL B, ET
AL, 2001). A alta atividade bloqueadora de receptores 5HT2 por antipsicéticos atipicos
combinada com sua baixa ocupacgao de receptores D2, tem sido considerada como uma
estratégia de protegao contra DT pela auséncia de supra-regulagdo de receptores D2
observada no tratamento com estes farmacos (SEGMAN RH, HERESCO-LEVY U,
FINKEL B, ET AL, 2001; GLAZER WM, 2000).

Uma das principais teorias sobre a patogénese da DT é a supra-regulagdo de
receptores D2 pds-sinapticos com supersensibilidade destes receptores causada pelo
tratamento com antipsicoticos. Esta teoria é dificil de provar, mas € reforgcada pela

observagdo comum que o aumento da dose de antagonistas de receptores
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dopaminérgicos pode aliviar temporariamente os sintomas da DT, enquanto a retirada
abrupta do antipsicéticos em tratamento pode exacerbar ou causar DT. Como os
receptores D2 sdo inibitérios expressos em neurdnios espinhosos médios que se
projetam na via indireta, sua hipersensibilidade pode resultar em uma desinibigdo do
globo palido interno e nucleo subtalamico, produzindo uma variedade de movimentos
hipercinéticos (TEO JT, EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012). Porém, a teoria da
supersensibilidade de receptores dopaminérgicos e a supraregulacao destes receptores
nao pode explicar o fato da DT persistir por anos e até décadas apds a descontinuagao
dos antipsicéticos, desde que teoricamente os receptores dopaminérgicos na falta de

blogueio continuo seria esperado reduzirem seu niumero devido a uma infra-regulagao.

De acordo com a teoria recentemente proposta “plasticidade sinaptica mal
adaptada®, a hipersensibilidade de receptores D2 e alteragbes degenerativas de
neurdnios causada por aumento do estresse oxidativo pode resultar em efeitos
secundarios na plasticidade de sinapses glutamatérgicas em interneurdnios estriatais,
causando um desequilibrio entre as vias estriatais direta e indireta e, portanto,
produzindo um impulso de saida anormal para o coértex sensoriomotor (TEO JT,
EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012). A plasticidade cortical mal adaptada acoplada com o
impulso de saida anormal dos nucleos da base, pode levar a formagédo de programas
motores mal codificados e movimentos anormais.

A hipotese neurodegenerativa da DT € reforgcada pela irreversibilidade dos
sintomas apods a descontinuagédo do farmaco (ELKASHEF AM, WYATT RJ, 1999). Os
proponentes desta hipotese sugerem que os antipsicéticos podem aumentar a
peroxidacado lipidica e a formacdo de radicais livres, levando a dano neuronal e
degeneragcado de sistemas neurotransmissores. Modificagdes estruturais do cérebro,
incluindo perda neuroral e gliose dos nucleos da base apds exposi¢ao prolongada a
antipsicéticos foram identificadas em estudos animais e em cérebros humanos
posmortem (KIRIAKAKIS V, 1998). A hipétese neurogedenerativa se mistura a hipotese
oxidativa. Neste contexto, o bloqueio de receptores de dopamina leva a um aumento da
renovacao de dopamina que esta associado com aumento da formacéao de radicais livres

pela monoamina oxidase e também pela auto-oxidacdo da dopamina em radicais livres
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e quinonas (Elkashef AM, Wyatt RJ, 1999; Cho CH, Lee HJ., 2012). O aumento da
producao de radicais livres associado a um comprometimento do sistema antioxidante
foi previamente demonstrada apds a administragéo cronica de antipsicéticos (CADET JL,
PERUMAL AS ,1990).

Conforme supracitado, o metabolismo da dopamina leva a geragao de espécies
reativas de oxigénio, particularmente nos nucleos basais (BISHNOI et al., 2009). Este
processo pro-oxidativo leva a danos aos neurdnios gabaérgicos e interneurdnios
colinérgicos (IChs) (MILLER AND CHOUINARD, 1993). O GABA ¢é o neurotransmissor
mais encontrado nos nucleos da base e tem intimas relacbes com os sistemas
dopaminérgicos. Foram encontradas evidéncias de diminuigdo da atividade das vias
gabaérgicas estriatais na DT. Interneurénios colinérgicos desempenham um papel
central no circuito complexo que controla os movimentos voluntarios (BONSI et al.,
2011).

Danos no IChs tém sido implicados na fisiopatologia de varias doengas do
movimento, tais como doenca de Parkinson, distonia e DT (PISANI et al., 2007).
Portanto, tem sido relatado que o movimento hipercinético associado com DT reflete um
desequilibrio dopaminérgico e colinérgico com uma relativa dominagdo dopaminérgica,
devido a uma hiperfungdo dopaminérgica absoluta ou hipofungdo colinérgica
(TAMMINGA E WOERNER, 2002). Miller e Chouinard (1993) propuseram que DT ocorre
como um resultado do dano e/ou degeneragao do IChs. Em linha com essas hipéteses,
varios experimentos pré-clinicos tém repetidamente reportado que células colinérgicas
no estriado sdo perdidas ou reduzidas em quantidade, apds a exposi¢cao prolongada ao
haloperidol (MAHADIK ET AL., 1988; JESTE ET AL., 1992; GRIMM ET AL., 2001). Na
grande maioria dos estudos, a avaliagdo da fungéo colinérgica cerebral e sua relagéao
com a DT estd baseada em danos morfolégicos (imuno-histoquimica para
acetilcolinesterase (AChE) (enzima responsavel pela sintese de acetilcolina) (GRIMM ET
AL., 2001) ou bioquimicos (atividade enzimatica de ChAT ou AChE).

A DT é também associada a um desequilibrio entre D1 e D2 nos ganglios basais
(TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores mostraram IChs que expressam
D1- D5 como subtipos de receptores estriatais (YAN E SURMEIER., 1997), sao
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principalmente somatodendriticos e despolarizam a célula (promovendo a abertura nao
seletiva de canais de cations e o fechamento de canais de K+) , assim aumentando
liberacdo ACh , enquanto que a ativagao de receptor D2 diminui a neurotransmissao
colinérgica (YAN ETAI., 1997).

1.5.1 Fatores de risco para Discinesia tardia (DT)

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DT s3o: idade avancada,
sexo feminino quando acima de 65 anos, fatores genéticos possivelmente ligados ao
metabolismo de farmacos, ingestao de alcool e o uso de farmacos ilicitas e licitas (fumo).
Além destes fatores doenca como: diabetes mellitus, os transtornos de humor e mentais
organicos, a presencga de alteragdes neurologicas ou estruturais. A presenca de sintomas
extrapiramidais agudos € um forte preditor de risco. O tratamento intermitente com

antipsicéticos tipicos parece aumentar o risco de DT (BASSIT,1999)

Tabela 2: Fatores de riscos para DT

Fatores de risco:

idade avancgada;
sexo feminino quando acima de 65 anos;
fatores genéticos possivelmente ligados ao metabolismo de farmacos;

ingestao de alcool; o uso de farmacos ilicitas e licitas (fumo);

AN NN

doenga como: diabetes mellitus; os transtornos de humor e mentais organicos;
a presenga de alteragdes neurolégicas ou estruturais e, dentre os quadros
esquizofrénicos, aqueles com predominio de sintomas negativos;

v"  Presencga de sintomas extrapiramidais agudos (forte preditor de risco);

v' O tratamento intermitente com antipsicoticos tipicos parece aumentar o risco de
DT.

Adaptado por, Oliveira, G.V.
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Segundo Bassit e Louza (1999), o emprego de eletroconvulsoterapia néo
predispoe a DT, ao contrario do que alguns estudos da década de 60 indicavam, eles
também estudaram que embora alguns autores tenham sugerido um papel para os
anticolinérgicos como fator de risco para DT, a maioria dos estudos encontraram
auséncia de relagdo causal. Estudos realizados por Ghandirian e colaboradores em

1996, mostraram que o uso de litio com antipsicéticos aumenta o risco de DT.

1.5.2 Modelo animal de Discinesia Orofacial

Com o intuito de estudar os mecanismos relacionados a fisiopatologia da DT em
humanos foram criados modelos animais para esta finalidade. Estes modelos, portanto,
devem apresentar algumas caracteristicas semelhantes a DT, por exemplo, serem
induzidos pela administracdo prolongada de antipsicoticos. O modelo que tem sido
utilizado para investigar a fisiopatologia e possiveis tratamentos para DT € o modelo de
inducdo de MMV em roedores pela administragcao repetida de haloperidol por 21 dias, ou
seja, um modelo de discinesia orofacial (DO). Esses movimentos desenvolvem-se
gradualmente durante o tratamento prolongado ou agudo com antipsicéticos que
assemelham-se aos movimentos orais da DT, caracterizados por rapidas depressdes da
mandibula que lembram a mastigagdo, mas nédo sado desencadeados por estimulos.
Podem ser modelos devido a validade de face (sintomas lembram os humanos) e de

construto (ocorre apds o tratamento crénico com antipsicoéticos) (NAIDU et al., 2003).

1.6 VITAMINAS B

As vitaminas B sdo substancias organicas que exercem fungbes em diferentes

processos metabdlicos. Consistem em: tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), acido



36

pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), acido félico (B9) cianocobalamina (B12).
O acido para-amino-benzodico (PABA) as vezes também é incluido neste grupo
(MAHFOUZ et al., 2009). No presente estudo abordaremos apenas trés: B1, B6 e B12.

Apesar de possuirem estruturas quimicas diferentes e atividades bioldgicas
diversas, essas vitaminas foram agrupadas em um unico complexo por terem sido
isoladas inicialmente da mesma fonte, leveduras e figado. Por serem substancias
hidrossoluveis as vitaminas do complexo B ndo sdo armazenadas em quantidades

consideraveis no organismo e devem ser ingeridas diariamente (SHEU et al.,1998).

O metabolismo destas substancias esta interligado, o que pode explicar a

deficiéncia de mais de uma vitamina do complexo B no mesmo paciente.

Historicamente em 1961, McCollum e Kennedy isolaram do farelo de arroz um
composto nomeado de vitamina B, que era capaz de combater o beribéri. Esta atividade
antiberibéri encontra-se na fragcado termolabil do extrato do farelo de arroz, que foi

denominada vitamina B1 ou Tiamina.

A Tiamina é composta quimicamente por uma pirimidina substituida e um
componente tiazol (SHEU et al.,1998)

NH->
/L — —
HsC N H;C
OH

Figura 7: Estrutura quimica da tiamina ou vitamina B1.
Fonte: http://www.ufrgs.br/lacvet/restrito/pdf/vitaminashidro.pdf

A Tiamina, apresenta ac&o anti-neuritica e € fundamental para o metabolismo dos
carboidratos, proteinas e gorduras, pois em combinagado com o fésforo forma a coenzima
tiaminapirofosfato (TPP) que participa da reacdo de descarboxilagdo do piruvato a
acetato e acetil CoA, substancia doadora de energia no ciclo de Krebs. A TPP também

participa da descarboxilagdo de outros alfa — cetoacidos derivados de aminoacidos. A
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reducdo da atividade desta enzima, resultante da deficiéncia da vitamina, compromete
nao s6 o metabolismo energético, mas também a sintese de &cidos nucléicos,

neurotransmissores (GABA, acetilcolina e aspartato), proteinas e mielina.

As reservas corporais de tiamina concentram-se na musculatura cardiaca e
esquelética, figado, rins e Sistema Nervoso Central. A deficiéncia desta vitamina acarreta
sintomas como: fadiga, depressao, anorexia e instabilidade emocional em casos iniciais
(ou crénicos) e na forma aguda levam a confusdo mental, incoordenagédo motora e
paralisia de nervo ocular. Podem aparecer também sintomas gastrointestinais e

insuficiéncia cardiaca (SHEU et al.,1998)

A deficiéncia grave pode causar alteragdes neuropsiquiatricas como as sindromes
de Wernicke-Kosakoff (encefalopatia alcodlica), tendo como sinais e sintomas confuséo
mental, disturbios oculomotores e ataxia. O quadro pode evoluir para a psicose de
Kosakoff que tem como principal caracteristica o quadro de amnésia, onde a memoaria
imediata esta intacta, mas a memoria de curto prazo estd comprometida, assim como
alteragcbes cardiovasculares ocorrem habitualmente como taquicardia, hipotensao
postural e anormalidades eletrocardiograficas, que resolvem apds a administracéo de
tiamina (SHEU et al.,1998).

A vitamina B6 ou piridoxina foi isolada em 1930. Ha tradicionalmente trés formas
dessa vitamina (piridoxina, piridoxal e piridoxamina). O que as diferencia é a natureza do
grupo funcional ligado ao anel. A forma ativa, o piridoxal-5-fosfato (PLP), é formada pela
fosforilagdo da piridoxina. As trés formas da vitamina B6, a piridoxina (que ocorre
primariamente em plantas) e o piridoxal e a piridoxamina (encontrados em alimentos de
origem animal) podem servir como precursores do piridoxal-5-fosfato (MAHFOUZ et al.,
2009).
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Figura 8: Formas da vitamina B6 mais comuns encontradas:
Fonte: http://www.ufrgs.br/lacvet/restrito/pdf/vitaminashidro.pdf

A coenzima que contém um aldeido, o fosfato de piridoxal (PLP), é a forma ativa
da vitamina B6. Para transportar o grupo amino, as enzimas aminotransferases requerem
a participacao da PLP. As vitaminas B2 e B3 sdo necessarias para a conversao das
diferentes formas da vitamina B6 (MAHFOUZ et al., 2009).

Enzima
HY (CH)”
H,C OH
ot B H g [‘I-f
| s — Hge “H
N~ "CH H,C 0
| 2 - 2
H P =
-
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PLP N

Fosfato de 5™ piridoxal

Figura 9: Forma ativa da vitamina B6
Fonte: http://www.ufrgs.br/lacvet/restrito/pdf/vitaminashidro.pdf

A importancia da vitamina B6 estd na sua participagdo como coenzima em
reagdes enzimaticas chaves dentro do organismo que engloba desde o metabolismo da
metionina, envolvido na via da metilagdo que quando alterada pode levar a problemas
desde ma formacgao (por exemplo, fechamento incompleto do tubo neural) até acumulo

de uma substancia altamente inflamatéria como a homocisteina cujos trabalhos vem
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mostrando seu envolvimento na génese da formagao de placas ateroscleréticas, no
processo inflamatoério cerebral existente na Doenca de Alzheimer, no metabolismo do
triptofano, precursor da serotonina (esta vitamina age como cofactor da enzima
quinurinase que degrada o triptofano), no metabolismo do glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio, na atuagao junto a enzima acido glutdmico descarboxilase
que converte glutamato em GABA (acido gama-aminobutirico), principal
neurotransmissor inibitorio, participando, portanto, em reagdes a nivel cerebral que
regulam o funcionamento do cérebro e, por conseguinte, podem gerar alteragdes no
comportamento humano (MAHFOUZ et al., 2009)

A cobalamina ou vitamina B12 se refere a um grupo de compostos nos quais o ion
cobalto esta presente. As ligagbes do cobalto s&o com o nitrogénio do 5,6-
dimetilbenzimidazol e com o cianeto nas preparacdes comerciais da vitamina na forma
cianocobalamina. As formas de coenzima da cobalamina sd&o a 5'-
deoxiadenesilcobalamina, no qual o cianeto é substituido pela 5’deoxiadenosina
(formando uma ligagdo incomum carbono-cobalto), e a metilcobalamina, na qual o

cianeto é substituido por um grupo metila (KARAKULA et al., 2009).
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Figura 10: Reagao quimica da cobalamina ou vitamina B12.
Fonte: http://www.ufrgs.br/lacvet/restrito/pdf/vitaminashidro.pdf

A vitamina B12 participa do metabolismo do aminoacido metionina e do acido
félico, bem como da sintese de acidos nucléicos sendo necessaria para a mobilizacao
(oxidagao) de lipideos e para a manutencao da reserva energética dos musculos. Sua
participacao na sintese de acidos nucléicos faz com que sua deficiéncia prejudique a
mitose, e portanto, afete marcadamente os tecidos que necessitam de uma alta taxa de
renovacgao celular, como o tecido hematopoiético. Desta forma a anemia megaloblastica
€ um dos sinais de deficiéncia de cobalamina. A deficiéncia de vitamina B12 leva a
anemia perniciosa (por auséncia de fator intrinseco) ou megaloblastica. Podem aparecer
sintomas neuroldgicos associados, posteriores aos sinais e anemia, tais como, perda da
memoria, parestesias, diminuicdo da sensibilidade em membros inferiores e em casos
avancados, desmielinizacdo de neurénios da medula espinal. Sintomas gerais como
anorexia e perda do apetite, além de diarreia e manifestagdes dermatologicas também
sao comuns. Os sintomas relacionados a anemia respondem melhor a suplementagao
de vitamina B12 do que os neuroldgicos (KARAKULA et al., 2009)
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Estudo realizados por Sheu em 1998 com ratos observou que a deficiéncia de
tiamina reduz a atividade de enzimas dependentes de tiamina. No entanto, pesquisas
realizadas em roedores com a administracdo de vitamina B6 mostraram atividade
antioxidante, em células endoteliais expostas a 0,5 mmol/L de H202 (Mahfouz, 2009).
Tal efeito também foi observado no figado de rato e coragéo (Cabrini em 1998). A forma
ativa da vitamina B6, Piridoxal 5-fosfato, funciona como uma coenzima em todas as
reacbes de transaminacdo e descarboxilagdo, tais como a conversdo de L-3,4-
dihydroxyphenylalanine de dopamina e de glutamato para o GABA (Sorolla, 2010).

A deficiéncia de vitamina B12 em animais roedores levou a um aumento dos
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e lesdes vasculares no endotélio assim como

estresse oxidativo (Karakula, 2009).

1.7 Justificativa e Relevancia

Apesar do advento dos antipsicéticos tipicos como o haloperidol sdo estratégias
terapéuticas eficazes para o tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia, bem
como nos casos refratarios da doenca. Estes farmacos sdo baratas, mas seu uso se

torna comprometido pela manifestacao de efeitos colaterais como o Parkinsonismo e DT.

A DT é via de regra induzida por antipsicéticos sendo uma condi¢gao permanente
em 30 a 50% dos pacientes que cessam a medicacao (KANE., 1994). As primeiras
descri¢coes da sindrome faziam referéncia a movimentos involuntarios e persistentes do
tipo abrir e fechar a boca, mastigar, sugar e lamber os labios. Mais tarde o quadro clinico
foi ampliado, com a inclusdo de movimentos coreo-atetosicos de dedos, maos e pés,
além de hipercinesias axiais no diafragma, acompanhadas de grunhidos e dificuldade
respiratoria. Em relagédo aos labios foram descritos ainda movimentos de franzir e beijar
( KANE., 1994).
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Neste contexto, as vitaminas do complexo B podem se tornar eficientes
coadjuvantes nas terapias com antipsicéticos tipicos, além de minimizarem os efeitos
adversos extrapiramidais como a DO sao de baixo custo e facil acesso a populagao o
que pode permitir sua insercdo na lista basica de medicacdes, sendo, portanto de
utilidade para o Sistema Unico de Saude. Portanto, o uso concomitante de vitaminas B
com antipsicoticos como o haloperidol acarretara possivelmente em um baixo custo para

o tratamento da esquizofrenia.
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Il. OBJETIVOS

Central

Os objetivos deste trabalho foi avaliar os efeitos preventivos das vitaminas B1, B6,
B12 e complexo B na DO induzida por haloperidol em ratos: avaliagdo comportamental
e mecanismo associado.

Especificos:

Para facilitar a leitura e compreensdo do estudo neste trabalho os objetivos
especificos foram dividido em capitulos listados a seguir:

CAPITULO 1:

v Estudar as Vitaminas do complexo B que atenuam a discinesia orofacial induzida
por haloperidol em ratos: possivel envolvimento de mecanismo antioxidante.

CAPITULO 2:

v" Previnir as alteragdes na atividade da acetilcolinesterase induzidas por haloperidol
pela co-administragcdo de vitamina B em modelo animal de discinesia tardia

CAPITULO 3:

v Investigar a expressdo de RNAm dos receptores dopaminérgicos dos tipos D1 e
D2, muscarinicos M1 e da tirosina hidroxilase em ratos administrados haloperidol
e coadministrados com vitamina B12 e complexo B
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ll. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

Tabela 3: Principais matérias utilizados nos experimentos

AN

ANAN

ANENENEN

Balanga analitica
Centrifuga refrigerada

Cubetas de plastico para
leitura em espectrofotometro
Espectrofotometro

Estufa para secagem
Freezer -70°C

Homogeneizador manual
Medidor de PH, modeloB374
Espectrofotometro extragao
Termociclador iQ5

3.2 ANIMAIS

Modelo H5, Mettler, Suica
Modelo Marathon 26KMR,Fisher
scientific

Sarstedt, Alemanha Oriental

Modelo Beckman Du 640b,Fullerton,
CA, USA

Modelo 315 SEFANEM, SP, Brasil
Modelo ULT2586-3D14,Revco
Scientific, Inc Asheville, N.C.,USA
Bellico, USA

Micronal,SP,Brasil

NanoDrop®

BioRad®

Foram utilizados aproximadamente 160 ratos Wistar, machos (180-200g). Os

animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC),

mantidos a um ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em grupos de 6 animais por

caixa com livre acesso a ragao padrao tipo Purina e agua ad libitum. O peso dos animais

foi monitorado diariamente. O projeto foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa

animal (CEPA) da UFC sob o numero 29/2014 e os experimentos foram conduzidos de

acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do Departamento de

Saude e Servigcos Humanos dos Estados Unidos da América.
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3.3 Estratégia Experimental

No presente trabalho os animais foram tratados com haloperidol por 21 dias para
inducao da DO. O comportamento dos animais foi avaliado no 7° dia de tratamento para
avaliacdo da catalepsia, comportamento relacionado ao Parkinsonismo decorrente do
blogueio dos receptores dopaminérgicos D2. Apos 21 dias a DO foi avaliada. O protocolo
de prevencao envolveu a administracédo de vitaminas B sozinhas ou em associagao
administradas 30 min antes do haloperidol desde o primeiro dia de tratamento. Um grupo
de animais recebeu o antipsicéticos atipico clozapina 25 mg/kg. Os animais controle
receberam solugao fisioldgica por via intraperitoneal. As medicagdes foram preparadas

a partir de comprimidos ou ampolas existentes no mercado.

Os animais foram divididos em seis grupos, a saber:

Grupos: - 4
¥ Salina (0, 1ml por 100g, i.p );

v" Haloperidol (1 mg/kg, Lp.):;

Az administragBes das medicagdes em
v B1 (ﬁﬂmg,"kg, iﬂg) + hampe[idm .[:1 mg“{g, |p:]:- associagdes foram feitas respeitando

um intervalo de 30 min
v B6 (60 mg/kg, s.c) + haloperidol (1 mg/kg, 1.p);
v B12 (0,6 mg/kg, s.c) + haloperidol (1 magrkg, ip);

v Complexo vitaminico Bq; Bs:B1z (60mg/kg; 60mg/kg; 0,6ma/kg s.c) +
haloperidol (1ma/kg L.p);

» *Clozapina (29 mg/kg, 1.p).

v *3omente para avaliacdo da variavel biologia molecular e acelilcolinesterase
foram acresceniado ao grupo em questéo,

Clozapina 25mg/kg

Os testes comportamentais foram realizados 30 minutos apds o 1°, 7° e 21° dias
de administragdao das farmacos. Apés o 21° os animais foram sacrificados e retiradas

suas areas cerebrais (cortex pre-frontal, hipocampo e nucleo da base), para analise
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bioquimica. A avaliacdo da expressdo do RNAm para da tirosina hidroxilase e dos

receptores D1, D2, M1 foi realizada nos nucleos da base.

Figura 11: Desenho experimental para testes comportamentais, bioquimicos

e moleculares

Periodo de 21 dias de tratamento
+

Analise do comportamento

Feriodo pas-tratamento

Analise bioguimica e molecular
21° 22°

Bioguimica (GSH, TBARS

Acetilcolinesterase e
Biologia Molecular)

Teste de comportamento

Mastigacdo orofacial 1||
Protrusdo da lingua !II

Catalepsia @

":-':*. Jé:; &
7 Bers
W

3.4 Protocolo | — Testes Comportamentais

3.4.1 Determinagao da discinesia orofacial

Os animais foram colocados em uma arena 50 x 50 x 50 cm com espelhos na
base e nas laterais. Assim, o observador tem maior angulo de visualizagdo. Os animais
foram avaliados individualmente, avaliando o niumero de mastigagdes vazias, protrusdes

da lingua.

No presente estudo, movimento de mastigagdo no vazio (MMV) se refere a
aberturas no plano vertical, ndo voltada para material fisico. A protrusdo da lingua (PL)

se refere ao comportamento estereotipado da lingua com saliéncias (captura da mosca
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pela lingua). A contagem foi interrompida sempre que o rato iniciava o grooming (NAIDU
et al., 2003).

3.4.2 Determinagao da atividade da Catalepsia

Neste teste, os membros anteriores do animal foram apoiados em uma barra
rigida com 2 cm de espessura € 15 cm de altura. Os animais foram inicialmente
habituados nessa barra durante 30 segundos e posteriormente medido o tempo em
que eles permanecem imoveis com 0s membros anteriores sobre a barra. O tempo
maximo de observagao foram de 150s. O estado cataléptico foi considerado positivo
quando o animal permaneceu imoével na barra por um tempo maior ou igual a 60
segundos, sendo determinada, tendéncia a catalepsia se os mesmos apresentarem
tempos estatisticamente superiores aos dos animais controles (AHLENIUS &
HILLEGAART, 1986).

3.5 Protocolo Il — Testes Neuroquimicos

3.5.1 Dissecacao das areas cerebrais

Imediatamente apds os ensaios comportamentais os animais foram sacrificados
por decapitagao, os encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio
em uma placa de Petri com gelo. O cortex foi divulsionado e rebatido para os lados,
expondo parte do corpo estriado. O hipocampo e corpo estriado (caudado, putamen e

nucleo acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento.

Apos a retirada do corpo estriado (CE) o rebatimento do cértex foi desfeito e
removida em sua porc¢ao superior € mediana, uma extensao em torno de 3-5 mm, tendo

como limite posterior um plano imaginario que dividia o cérebro em partes iguais,
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anterior e posterior. A porcao cortical assim retirada corresponde a area motora do
cortex fronto-parietal (ZILLES; WREE, 1985). Além da porgéo superior € mediana foi

dissecada a regido mais anterior do frontal (cortex pré-frontal).

Terminada a dissecagao, cada area (cortex pré frontal, hipocampo, corpo
estriado) foi colocada em papel aluminio devidamente identificada, pesada e

conservada em freezer para uso posterior de 150s.

3.6 Avaliacao do Estresse Oxidativo apés administragcao dos antipsicéticos

3.6.1 Determinacgao da concentragcao de Glutationa Reduzida (GSH)

Foram retirados 400uL do sobrenadante e adicionados a 320uL de agua destilada
e mais 80uL de acido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000
rom por 15 minutos. Em seguida foi recolhido 400uL do sobrenadante e acrescidos
800uL de tampao Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais 20ul de DTNB 0,01M e apds 1 minuto
da reacgao foi feita a leitura da coloracdo em 412nm através de leitor de placas. A
concentragao de glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido,
tendo por base uma curva padrao. (SEDLAK E HANUS, 1982 )

3.6.2 Avaliagao da peroxidacao lipidica (dosagem de malondialdeido)

A peroxidagao lipidica € uma das mais importantes expressdes organicas do
estresse oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigénio. O método
mais empregado para a determinacdo do MDA em amostras bioldgicas € baseado na
sua reagao com o acido tiobarbiturico (TBA). Nesta rea¢ao, duas moléculas de TBA
reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar uma solugéo
de cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH acido em 532 a 535 nm. O coeficiente
de extingdo deste cromoforo num comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 € de 1,56
x 10° M.
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Para a realizagao dos experimentos as areas cerebrais foram homogeneizadas a

10 % em uma solugao de cloreto de potassio 1,19 % gelada.

Apo6s obtengao dos homogenatos 125 ul de cada sobrenadante foi adicionado a
225 pl de tampéao fosfato de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4 e a 125 yl de um
sistema catalisador contendo sulfato ferroso e acido ascérbico em um tubo de ensaio. A
reagao foi interrompida pela adi¢gao de 250 pl de acido tricloroacético 10 % e em seguida
centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Apés centrifugagdo o sobrenadante foi separado e
acrescido a este 250 yl de acido tiobarbiturico 0,8 %. ApoOs agitacédo essa mistura foi
mantida em Banho Maria com agua fervente (100 °C) por 15 min e logo em seguida a
retirada do Banho Maria foi colocada em um banho de gelo para o retorno da reagao a
temperatura ambiente. A leitura foi feita em espectrofotdmetro com comprimento de
onda ajustado para 532 nm. (HUANG et al., 1998)

3.6.3 Determinacgao da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada segundo Ellman et al (1961),
tendo como principio a medida da velocidade de producédo de tiocolina, a proporgcao que
a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, € hidrolisada. A coloragdo é medida em

412 nm, através de um espectrofotdbmetro.

A atividade enzimatica € medida através da leitura da variagéo da absorbancia por
minuto, durante 3 minutos, sendo a reacao linear durante pelo menos 10 minutos. A
atividade especifica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de

proteina por minuto (nmoles/mg de proteina/min).

Reagao:
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Acetiltiocolina AChE tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato —— acido 5-tio-2-nitrobenzoico (anion)

(composto amarelo)

No presente estudo os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato 10% e
o homogenato (5 pL) foi adicionado a uma cubeta contendo 500 uL do tampao, 895 ul
de agua destilada e 50 uL de acido ditiobisnitrobenzdéico (DTNB) 0,01M e a absorbancia

zerada.

Apos a absorbancia ser deixada em zero a cubeta foi retirada e acrescentado 50uL
de iodeto de acetiotiocolina (ATC) sendo a absorbancia novamente registrada por 3 min
em 412 nM. A atividade da enzima foi calculada como modificagdes na absorbancia do
minuto 3 para o minuto O, relativo ao conteudo de proteina contido no homogenato
(LOWRY et al.,, 1951).

3.6.4 Dosagem de Proteina- Método de LOWRY

A quantidade de proteina em homogenatos foi determinada a 25°C utilizando
albumina sérica bovina com padrao, de acordo com o método previamente descrito
(LOWRY et al., 1951), que emprega duas reagdes de formagao de cor para analisar a
concentragao protéica fotometricamente. Esta coloracao foi medida em 750 nm, através

de um espectrofotébmetro.

3.7 Protocolo experimental Ill - Determinagdo da expressao de receptores
dopaminérgicos tipo | (D1), tipo 1l (D2), (M1) e tirosina hidroxilase

3.7.1 Extracao de RNA
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O RNA das amostras foi isolado utilizando o kit de extracdo Aurum™ Total RNA

Fatty and Fibrous Tissue Pack da BioRad®, segundo descrito pelo fabricante.

Apds a extracdo, as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop® pela absorbancia a 260nm. O grau de pureza do RNA foi avaliado pela
relacdo 260/280nm.

3.7.2 Sintese de cDNA

Apods isolamento e quantificagcdo, o RNA extraido foi convertido em cDNA pela
reagao de transcriptase reversa. Para tal reagéo foi utilizada a enzima iScript cDNA
Synthesis Kit (BioRad®). O protocolo de sintese seguiu as recomendagdes do

fabricante, com uma quantidade de RNA total padronizada de 500ng para cada amostra.

3.7.3 PCR em tempo real (QPCR)
O cDNA foi, entdo, submetido a reacdo de PCR em tempo real (qPCR), afim de

se avaliar diferengas de expressao nos genes alvo, nos diferentes grupos estudados.

As reagdes foram realizadas no termociclador iQ5 (BioRad®), utilizando o
reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), conforme

recomendado pelo fabricante.

Os oligonucleotideos (primers) utilizados na amplificagdo dos genes alvo foram
desenhados utilizando o programa OligoPerfect™ Designer (Invitrogen®) e encontram-

se listados abaixo (Quadro 1). Como controle endégeno o gene [-actina foi utilizado.

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados nos estudos de expressao, constando: gene em
questao, sequéncia dos iniciadores e o tamanho esperado.

Gene Primer Forward Primer Reverse Tamanho
Amplicon
(pb)
D1 GTCTGTGATCATGGGGGTGTT TCTCCTCAGAGCCACAGAAGG 86
D2 GTACCCACCCTGAGGACATGA CATCTCCATTTCCAGCTCCTG 119
TH CAGTACAAGCACGGTGAACCA GCAGGCATGGGTAGCATAGAG 111
M1 GAAGGGCAGCTCTGATGATTG TCCGCTCCCCAACTAGGTATT 96
B- AGAGCTATGAGCTGCCTGACG CACAGGATTCCATACCCAGGA 105

Actina
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As reagdes foram conduzidas utilizando as seguintes condi¢bes de
termociclagem: 95°C por 10 min.; seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg; 52°C por 1
min.; seguido da curva de dissociagao de 87 ciclos de 52°C a 95°C por 30 seg.; variando

a temperatura em 0,5°C por ciclo.

Os valores quantitativos foram obtidos pelos valores de Cr (“threshold cycle”), no
qual o aumento do sinal associado a fase exponencial de amplificagdo do produto de
PCR comeca a ser detectado. O calculo matematico utilizado para aferir a expressao dos

genes analisados se baseou no método descrito por Livak e Schmittigen (2001).

A especificidade da reagao de qPCR foi verificada através da curva de dissociagéo

realizada ao final de cada amplificagao.

3.7.4 Primers
3.7.41 Gene do receptor D1

e Acesso: NM 012546
e Gene: 1..2236 (Drd1)
e CDS:60..1400

Foward:  GTCTGTGATCATGGGGGTGTTY

Reverse: 5 TCTCCTCAGAGCCACAGAAGG?3




Sequence Name:
MNM_012546

Target Sequence:

1 pi 20 3 a0 = Bl T B0 50
GECTAMGCCTGETCAMGAMC T TGABGEECARGTCCCOEGAAGTGTET TCCT TC TGEAMGA T GECTCCTARCAC T TC TACCATGGATGAGGCCGGECTGOC
AGCGGAGAGGEATTTCTCCTTTCGCATCCTCACGECCTETTTOC TGETCAC TGCTCATCC TGTCCACTCTCCTGGECAATACCCTTGTCTGTGCGECCGETE
AT CCGET T T GACACCTGA GG T A A GG T AL AR T T T T TG T AT e T T T T AGC TG TG TCAGATC T T TG T GEC TETCC TEETCATGCOCTEEARRG
CTGTGEOCGAGAT TGCTGECT T T NGO T T TGEGET OO T TT T TAMCATCTGEETAGCC T T TRACATCATETGCTC TADGECGTCCATTCTGARCCTCTG
CGTGATCAGCGTGEACAGGTACTGGEEC TATC TOCAGCCCT T TOCAGTATGRAGAGGEARGA TGADCCOCARRAGCAGCC TTCATOC TGAT TAGCGTAGCATGE
ACTCTGETCTGETCOCT TATATCC T TCATOCCAGT ACAGC TAMGC TGECACARGEC A RGO CCACA TGECCC T TEGATGECART TT TACCTOCC TREAGEACK.
COGAGGATGACAACTGTGACACANGGT TGAGCAGGADETATGOCAT T TCATCETCOCTCATCAGC T TT TACATCCCOGTAGCCAT TATGATCGTCACCTA.
CACCAGTATCTACAGGAT TGOCCAGAAGCARA DGO GCATC TCAGCC T TGEAGAGEECAGCAGTOCATGOCAAGRAT TGOCAGACCACCCAGG TARE

EEZREEEERE"

1801 CAGCAGGAGTGEGATTOCTTT T TC TCAGAR T TEACAGATGCAT TET TRATGADGET T TTATTTATTTATTTAT TGTACTATATGARTATTTTARATTTAT
1900 CATAGTGAATCTATATT TAMCATATT TAACAGAGCARMNCCAATCTCT TATCTGAGAC TEACCTCTCCATT TETACTAGCACT T TATGAGCCAATEAMEA.
001 TACGOETAGACTCTGAGATTC TGAAT TGTGAGT TACT TCTGGEAACACAGCARAGAC TEATETGETGGC TCC T TAACTOGACARGGACACARAGRRAMOGE
2101 ARGAGGAGAAGTGACTARTEOCADCARTGC TOCOCCTARARAGATTTTGARAAGATTAGT TTT TTTTTTTTTT TARRAGARGC TAC TAT TETGTTCTGAR.
2201 TGETTTTARATGECAGAGGCTTTCOCCGGEE0GAATT

Rank: 3 | Product Length: 8 | Product Region: 881-966
Primer Name % Strand Size |bases)

[T NM 012546 3 R 57.14 REV 21

E ETCTCCTCAGAGCCACAGAAGG

3.7.4.2 Gene do receptor D2

e Acesso: NM 012547
e Gene: 1..2750 (Drd2)
e CDS: 347..1681

5" Addition Primer Sequence
= =

m

Foward:  GTACCCACCCTGAGGACATGA %

Reverse: 5CATCTCCATTTCCAGCTCCTG?3
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Sequence Name:

Rank: 2 | Product Length: 119 | Product Region: 1077-1195
Primer Name Strand Size (bases)

_INM 0125472R 5238 REV 2

5' Addition Primer Sequence

g

=] Ei

7

@ ECATCTCCATTTCCAGCTCCTG

3.7.4.3 Gene M1

e Acesso: NM_08077.1
e Gene: 1..1383(Th)
e CDS:1..1383

Tm (°C)

60.94

Foward: 5 GAAGGGCAGCTCTGATGATTGY

Reverse: 5 TCCGCTCCCCAACTAGGTATTZ
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Sequence Name:

MAreceptor

Target Sequence:
1 1 20 £l a0 =0 ED T B0 0
AR AT oA G T e oo e T e T e T oA G T OO C AN LA T CA L T e T T T GG CA A GG A R T OO TRECAGE TGO T TCATCGEEATCACCACAGECE
T T T T AT T A A T A LA G A A T AL T e T AT O A T T O T T AR G e T AR A OO CA GO T A A R C A G TC AR CARCTACT TOCTECTGAGDCT
RO G T A D T A T AT T G C A T T T A T AR O T TAT A CA D T A T e T AT GO AC TR RGO TC TGEECACACTGECCTETGADCTE
T e T e T AT G G oA G T A A O RO T T T A T AR T T T T e T AT CA G T T TR D DT TAC T TC IO GETGADD DA DOCCTERGCTACT

B
101

200

3

an

501 BETTEGGEABOEEACHETCCTCECTEEECAETCCTACATCCAGTTCCTCTCCCAACCCATCATCACTTTTGECACABCCATEECCGCCTTCTACCTCCCT
£01

700

BOL

s01

1001

Rank: 1 | Product Length: 96 | Product Region: 419-514
Primer Name

| M1receptor 1R 52.38 REV 21 61.00

5" Addition Primer Sequence
=1 =

E ETCCGCTCCCCAACTAGGTATT

3.7.4.4 Gene da enzima Tirosina Hidroxilase

e Acesso: NM _012740.3
e Gene: 1..1770 (Th)
e CDS:12..1502

Foward: 5 CAGTACAAGCACGGTGAACCAY

Reverse:5 GCAGGCATGGGTAGCATAGAG?Y
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Sequence Name:
NM_012740

Primer Name

I NM_ 012740 2R
5' Addition

=

=

Rank: 2 | Product Length: 111 | Product Region: 648-753

Size (bases)

57.14 REV 2

Primer Sequence

=

E GCAGGCATGGGTAGCATAGAG

3.7.4.5 Gene da Beta actina (padrao)

e Acesso: NM_031144.2

e Gene: 1..1296 (Actb)

e CDS:82...1209

Foward: 5’ AGAGCTATGAGCTGCCTGACGY

Reverse:5 CACAGGATTCCATACCCAGGAZY
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Sequence Name:
MM _031144

Target Sequence:
1 10 20 30 40 50 el 0 BD 50
GGGGETCGAGTOCGOGTCCACCCGOGAGTACKALC GCAGCTCCTCCGTCROCGETOCACACCCGOCACT] CGOCATGGATGACGATATCGCTG
OGO GG T GA AN GG T O GG CA TG T O AN GG DG EC T T e GEECCAC AT CC T OO GO CE T T T TCCATDETREELOGCCC TARGCA.
CCAGGETETGATGETGEETATGEETCAGAMGGAC TCCTADGTGEECEADENGECCCAEAGCANGAGNGECATCC TGACCC TEANGTNOCOCATTGAMCAD

TEAGC TGO TEACGETCAGETCATCACTATCGECAATGA RO GG T IO GA T RO OO GAGEC TC TC T TCCAGCC T TOC T TCC TEEETATGEARTCC TETEEE
ATOCATGAARC TACAT TCAA T TOCA T AT GARGTG T GACGT TGACA TG TARAGACC TC TATGCCANCACAGTGC TGTC TGETGECACCADCATGTACT
1001 CAGGCATTGCTGACAGEATGCAGRAGGAGAT TACTGOOCTGEC TOC TAGCACCATGARGA TCARGATCATTGC TCCTCCTGAGCGCARGTACTC TGTGTE
1101 GATTGGTGECTCT AT TGECCTCAC TG TCCACCT TOCAGCAGA TG TGEATCAGCANGCAGGAGT ADGATEAGTOCGEODOCTCCATOGTGCADDGCARA.

é
g
g _

Rank: 2 | Product Length: 105 | Product Region: 794-898

Primer Name Strand Size (bases) Tm (°C)
=
I NM_031144 2R 52.38 REV i 60.92
=1 =1
E ECACAGGATTCCATACCCAGGA

Highlight Target Sequence

Os primers foram criados pelo programa OligoperfectPrimer e a sequéncia de
diferentes receptores de expressdo génica do RNAm, Forward e Reverse, foram

confirmados através do programa BLAST.

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls para os dados paramétricos. O programa de computador usado foi o
GraphPad Prism 5.0. Em todos os casos foi utilizado o critério de significancia de p<

0,05.
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IV.CAPITULOS
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CAPITULO 1

Vitaminas do complexo B atenuam a discinesia orofacial induzida por haloperidol
em ratos: possivel envolvimento de mecanismo antioxidante.
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INTRODUGAO

Discinesia tardia (DT) € uma alteragdo motora grave relacionada a terapia
antipsicotica, cuja fisiopatologia é associada ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo
(EO) é resultado de um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a producgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) no organismo. Esse desequilibrio tem sido
relacionado com a fisiopatologia de uma série de doengas, incluindo transtornos
neuropsiquiatricos (HAMAI ET AL., 2006; JUNG ET AL., 2007; BERCK ET AL., 2011; LIU
ET AL., 2012).

As EROS séo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Fisiologicamente o
oxigénio (O2) sofre reducgéao tetravalente com aceitagao de quatro elétrons o que resulta
na formagao de agua (H20). Durante esse processo, metabolitos intermediarios como o
radical superperoéxido (O2¢), hidroperoxila (HO2"), hidroxila (OH¢) e perdoxido de hidrogénio
(H202) sado produzidos. A redugédo completa do Oz deve acontecer dentro da mitocondria,
o que neutraliza as EROS (COHEN, 1989). Em face das rea¢des univalentes da oxidagao
do O2 na cadeia transportadora de elétrons, a mitocéndria € considerada a maior
formadora de radicais livres (GREEN ET AL, 2004).

Em condi¢des fisiolégicas o corpo dispdbe de mecanismos antioxidantes que
conseguem neutralizar as EROS, porém em desequilibrio por uma produgéo excessiva
de EROS, por uma ineficiéncia do sistema antioxidante ou ainda pela combinagao dos
dois fatores, caracterizado o EO, um processo fisiopatoldgico que pode levar a toxicidade
celular e até mesmo um dano ou morte da mesma. Esse sistema fisioldégico antioxidante
€ constituido por agentes de agao nao enzimatica e enzimatica (HALLIWELL, 2007;
BARREIROS ET AL, 2006).

O sistema de defesa nao enzimatico € composto por reagentes exdégenos e séo,
normalmente, obtidos na alimentacéo. As vitaminas, sais minerais e compostos fendlicos
sdo os mais evidentes, porém dentre os maiores destaques antioxidantes exdgenos
estdo: vitamina C, betacaroteno, precursor da vitamina A e a-tocoferol, precursor da E.
Dentre os sais minerais ferro, magnésio, cobre e selénio s&o sais minerais ativos no
combate as EROs (PRASAD ET AL, 2007).
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O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPS-Px), estas enzimas estao presentes tanto
no citoplasma celular como na mitocondria, local onde ha maior producdo de EROs. A
SOD sofre dismutagao e catalisa a formagao de perdxido de hidrogénio (H202) a partir
do radical superoxido (O2¢). As enzimas CAT e glutationa peroxidase (GPS-Px) impedem
o acumulo de H202 que, apesar de ndo possuir pares de elétrons livres que caracterizam
os radicais livres, tem alta capacidade de provocar danos nas células. (FERREIRA, 1997;
LAMBETH ET AL., 2008; ROVER ET AL, 2001).

O acumulo do (H202) por meio das reacbes de Fenton Haber-Weiss, formam o
radical hidroxila (OH¢), contra o qual ndo existe defesa enzimatica. A GPS-Px reduz o
H2O. a agua, mas para isso precisa da conversao da glutationa reduzida (GSH) em
oxidada (GSSG), essa ultima promove agao oxidante em funcao da ligagao dissulfeto
existente em sua estrutura. Para completar o ciclo, a enzima Glutationa Redutase (GR)
reduz a molécula de GSSG a sua forma reduzida em uma reacdo de oxidacdo da
molécula de nicotinamida adenina de dinucleotideo fosfato (NADPH) (KULAK ET AL.,
2013) (Figura 12)

Assim, fica clara a importancia do sistema glutationa, a saber, glutationa redutase
(GR), pois €& responsavel pela recuperagdo da glutationa reduzida (GSH), o que
possibilita a manutencao do ciclo redox da glutationa de forma integra e, permite assim

o equilibrio entre os sistemas de defesa enzimaticos (ROVER ET AL, 2001).

A GSH esta envolvida também na manutencédo do estado redox de tiol, o qual
modula processos redox-sensiveis, sendo desta maneira indispensavel para a regulagao
do ciclo celular e diferenciagéo celular, a ativacdo de receptores, transdugao de sinal e
a ligacao de fatores de transcricdo para o DNA (KULAK ET AL., 2013).



Figura 12: Integracao de defesa do sistema enzimatico com conversao de O, em H20 e
suas etapas intermediarias
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Um dos danos causados diretamente pelas EROs é a peroxidacao lipidica. Esse
processo ocorre quando as EROs reagem com &acidos graxos poliinsaturados presentes
nas membranas celulares e lipoproteinas, o que resulta na formagao de radicais lipidico
(L), alcoxila (LOe) e peroxila (LOO¢), que, por sua vez degradam a estrutura lipidica da
membrana celular. Em fungao disto, ha perda da seletividade na troca idnica e liberagao
do conteudo de organelas, como enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacao de
produtos citotdxicos, podendo resultar em morte celular (Hershko, 1989; Lima & abdala,
2001)

A partir da peroxidacgao lipidica sao formados produtos secundarios como alcanos,
aldeidos e isoprostanos, estes produtos s&o usados como marcadores bioldgicos,
desempenhando desta maneira a fungdo de indicativos de EO e dano celular. O
Malondialdeido (MDA) é um dos marcadores biolégicos mais utilizados. Sua
sensibilidade ao acido tiobarbiturico (TBARS) permite sua identificacdo através da
formagéao de coloragéo rosa (DEVASAGAYAM et al, 2003). (Figura 13).
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Figura 13: Mecanismos envolvidos na indugao da peroxidagao lipidica.

Reacédo em cadeia com formagao de radicais lipidicos nas fases de iniciagao, propagacéao e
terminacgao. Formagao de MDA a partir do radical peroxila (DEVASAGAYAM et al., 2003).

Todos os tecidos corporais estdo suscetiveis aos danos causados pelas EROs,
porém o sistema nervoso central (SNC) devido ao seu grande consumo de O e ainda
baixa propriedade antioxidante, apresenta maior vulnerabilidade em desenvolver o EO
(OLMEZ & OZYURT, 2012; KHAIROVA ET AL., 2012).

O cérebro € um 6rgao abundante em acidos graxos poliinsaturados, que agem
como substrato para a formagao de peroxidos lipidicos, ele contém grande quantidade
de ferro livre que é formador do radical OH e, além disso, é formado basicamente por
células estaveis onde a maturidade é estabilizada por volta de 30 anos de idade. Essas
carateristicas tornam este 6rgdo extremamente vulneravel ao desenvolvimento de
injurias, principalmente as relacionadas ao EO (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1989).

Como o EO esta envolvido na fisiopatologia da DO, no presente capitulo nossa
hipétese de trabalho foi que o haloperidol seria capaz de causar um desequilibrio
oxidativo e que o efeito preventivo das vitaminas B estaria relacionado a um

restabelecimento da fungao oxidativa normal.
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OBJETIVO

O presente capitulo teve como objetivo:

v Avaliar a indugdo de MMV e PL por haloperidol em ratos;

v Avaliar o tempo da catalepsia induzida por haloperidol em ratos;

v' Determinar os niveis de defesas antioxidantes no corpo estriado de animais
pertencentes aos grupos controle e tratado, utilizando como parametro os niveis
de GSH;

v’ Verificar os niveis de dano as membranas celulares através da determinagéo da
peroxidacao lipidica no corpo estriado dos animais controle e tratado, através do
marcador MDA.
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RESULTADO

1. Avaliagdo comportamental de discinesia orofacial induzidos por haloperidol
em ratos

O tratamento dos animais durante 7 ou 21 dias com HAL na dose de 1 mg/kg/dia
resultou em aumentos significativos no MMV (Fig. 14 a) e PL (Fig. 14 b), em comparagao
com o grupo controle [VCMS: dia 7 (F (5,68) = 18,19, P <0,001); dia 21 (F (5,84) = 28,45,
P <0,001)]. Estas alteracbes comportamentais estdo associadas a DO. A
coadministragdo das vitaminas B sozinhas (B1, B6, B12) e na forma de coquetel de
vitamina B reduziu significativamente as MMV quando comparadas com o grupo tratado
com o HAL (P <0,01). A coadministracao das vitaminas B (B1, B6, B12 e complexo B)
também diminuiu PL em ambos os dias experimentais quando comparado com o grupo
tratado com HAL [dia 7 (F (5,69) = 8,147, P <0,001); dia 22 (F (5,88) = 33,66, P <0,001)].
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Figura 14: Movimentos de mastigagao no vazio e protusao da lingua em animais
submetidos ao tratamento com haloperidol e vitaminas B.

Os ratos foram tratados com HAL e VIT B por 21 dias € no 7° e 21° dias submetidos as
metodologias comportamentais. N°de animais: 6-8 2p<0,05 vs. controle, °p<0,05 vs. HAL
7, °p<0,05 vs. HAL 21, ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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2. AVALIAGAO DA CATALEPSIA INDUZIDA POR HALOPERIDOL EM RATOS

Os animais foram tratados com haloperidol para avaliacdo do tempo de catalepsia.
O HAL aumentou significativamente a atividade cataléptica quando comparado com o
grupo de controle no dia 7 e 21 [dia 7 (F (5,58) = 217,7, P <0,001); dia 21 (F (5,70) =
86,3, P <0,001)]. A avaliagao dos animais no dia 7 mostrou que o pré-tratamento com
vitamina B12 e coquetel de vitamina B antes do HAL diminuiu o tempo de catalepsia (P
<0,001). No dia 21, todos os grupos tratados com vitaminas B individual e coquetel de
vitamina B apresentaram reducgéo da atividade cataléptica (P<0,001). O encurtamento
do tempo de catalepsia foi maior (cerca de 35%) nos animais tratados com B12 e

coquetel de vitamina B no dia 21 do experimento.
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Figura 15: Avaliagcao da catalepsia em ratos submetidos ao tratamento com
haloperidol e vitaminas B.

Os ratos foram tratados com HAL e VIT B por 21 dias e no 7° e 21°dias submetidos as
metodologias comportamentais. N°de animais: 6-8 2p<0,05 vs. controle, °p<0,05 vs. HAL
7, °p<0,05 vs. HAL 21. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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3. AVALIACAO DOS PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Ocorreu reducao dos niveis de GSH com o tratamento com o HAL quando
comparado com o grupo de controle [F (5,38) = 3,9, P <0,05]. A co-administracdo de
vitamina B1, vitamina B12 ou coquetel de vitamina B preveniu significativamente (P
<0,05) a diminuicao dos niveis de GSH observada pelo tratamento com HAL (Fig. 16). A
fim de determinar a magnitude da peroxidacao lipidica no CE seguindo DO induzida por
HAL, os niveis de MDA foram determinados. Haloperidol aumentou os niveis de MDA [F
(5,43)=12,29, P <0,01], enquanto que a co-administragdo de B1, B6, B12 ou do coquetel
de vitamina B preveniu o aumento dos niveis de MDA induzido por HAL (P <0,001) (Fig.
17).



73

Corpo Estriado

2500 -

2000 4

=
&
=
=]
]

1000 -

500

GSH (ng/g tissue)

Figura 16: Avaliacado dos niveis de GSH no corpo estriado em animais tratados
com haloperidol e pré-tratados com vitaminas B.

Ratos foram tratados com HAL e VIT B por 21 dias e no 21° dia submetidos as
metodologias bioquimicas. N°de animais: 6-8 2p<0,05 vs. controle, °p<0,05 vs. HAL,
ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 17: Avaliagao dos niveis de MDA no corpo estriado em ratos tratados com
haloperidol e pré-tratados com vitaminas B.

Ratos foram tratados com HAL e VIT B por 21 dias e no 21° dia submetidos as
metodologias bioquimicas. N°de animais: 6-8 2p<0,05 vs. controle, °p<0,05 vs. HAL,
ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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DISCUSSAO

Neste estudo, a administragdo cronica de HAL aumentou significativamente os
movimentos de DO e PL. Estes parametros comportamentais s&o utilizados para modelar
os aspectos clinicos da DO, bem como prever potenciais agentes terapéuticos potenciais
no tratamento da DO (BISHNOI et al., 2009).

A administragcdo crbnica por via intraperitoneal do HAL em ratos aumenta
significativamente os movimentos de DO o esta relacionado a um efeito DT-simile
(ROPKE et al., 2014)

No nosso estudo a administragdo crénica de HAL causou dano oxidativo
evidenciado pelo aumento significativo dos niveis de MDA (peroxidagao lipidica) e pela
diminuicdo dos niveis de GSH no corpo estriado de ratos. Estas alteracbes nos
parametros de estresse oxidativo induzido pelo tratamento HAL ja foram relatados em
outros estudos e desempenham um papel na fisiopatologia da DO (BISHNOI et al, 2007;.
THAAKUR E HIMABINDHU, 2009).

No presente trabalho a avaliacdo da GSH se justifica visto que o tripeptideo
glutationa (g-glutamil-cysteinyl-glicina) & o principal antioxidante intracelular. Além disso,
enzimas tais como as peroxidases de glutationa usam GSH como um cofator para a
conversao de H>O2 para agua (YUDKOFFET al., 1990). Na falha deste e outros
mecanismos a principal consequéncia do estresse oxidativo sdo danos as
macromoléculas celulares por adigdo de elétrons livres para acidos graxos, causando
peroxidacgao lipidica (DUGAN e CHOI, 1999).

As vitaminas do complexo B de forma individual e combinada, B1/ B6/B12,
utilizadas nesta pesquisa, foram capazes de atenuar o desenvolvimento da DO induzido
pelo tratamento crénico com HAL, evidenciado pela diminuicdo do numero de MMV e
PL. Ambas as vitaminas B1 e B12, e coquetel também impediram as alteragcdes em

parametros de estresse oxidativo induzido pelo HAL (ou seja, preveniram o aumento de
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MDA e diminuigao dos niveis de GSH). Até onde sabemos este foi o primeiro estudo pré-
clinico explorando o possivel envolvimento do efeito antioxidante de vitaminas do
complexo B em seu efeito benéfico em DO. Curiosamente, apenas a vitamina B6 nao
alterou os niveis de GSH embora foi capaz de prevenir o desenvolvimento DO e diminuir
os niveis de MDA. Assumimos que esta vitamina poderia estar agindo por meio de outros
mecanismos antioxidante, que nao foram avaliados neste estudo (ou seja modulagao da
SOD e catalase).

O proposito de estudar a prevencao de DO utilizando vitaminas do complexo B
veio de alguns estudos sobre o uso da piridoxina (Vitamina B6) no tratamento de
pacientes sofrendo de alteragcdes extrapiramidais pelo uso de farmacos antipsicéticas
(LERNER et ai., 1999, 2001). Neste contexto, LERNER et al., 2007 realizaram um estudo
com 50 pacientes diagnosticados com esquizofrenia ou transtorno esquizoafetivo, e
mostraram que vitaminas B6 parecem ser eficazes na redug¢ao de sintomas DO, mas de
acordo com os autores, os mecanismos especificos desta atenuacdo ndo estavam
claros. Outro estudo mostrou que o tratamento com vitamina B6 também melhorava DO
e Parkinsonismo em um estudo aberto envolvendo 15 pacientes que sofriam de
esquizofrenia ou transtorno esquizoafetivo e exportos a antipsicoticos tipicos
(MIODOWNIK et al., 2003).

Varias linhas de evidéncia sugerem que a tiamina (vitamina B1) pode servir como
um composto antioxidante. Em ratos, a deficiéncia de tiamina reduz a atividade de
enzimas tiamina dependente (SHEU et al., 1998) e aumenta os marcadores de estresse
oxidativo (GIBSON e ZHANG, 2002).

A vitamina B6, por sua vez, mostra atividade antioxidante em células endoteliais
expostas a 0,5 mmol/L de H.O2> (MAHFOUZ et al.,, 2009). Este efeito também foi
observado em figado e coragédo de rato (CABRINI et al., 1998). Piridoxal 5-fosfato, a
forma ativa de vitamina B6 age como uma coenzima em todos reacdes de
transaminagao, e em alguns reag¢des de descarboxilagdo e desaminagao, tais como a

conversao de L-3,4-dihidroxifenilalanina para dopamina e glutamato para GABA
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(SOROLLA et al., 2010). Como resultado, alguns dos efeitos antidiscinético aqui relatado
para a vitamina B6 podem ser explicados pela regulacdo da sintese de

neurotransmissores.

A vitamina B12 participa no metabolismo da S - adenosilmetionina um doador de
grupos metila que exerce um papel decisivo no funcionamento do sistema nervoso
central através da regulacdo da sintese de neurotransmissores (por exemplo, a
serotonina) e fosfolipidos que s&do componentes estruturais da bainhas de mielina e de
receptores de células neuronais. A deficiéncia de vitamina B12, leva a ativacdo de
receptores de N-metil-D-aspartato, lesdes no endotélio vasculare, e estresse oxidativo
(KARAKULA et al., 2009). Juntas, estas atividades da vitamina B12, proporcionam uma
explicacdo para as propriedades antioxidantes do presente composto, tal como

observado no presente estudo.

A prevencéo do estresse oxidativo induzido por HAL apds a administracdo de cada
vitamina B (B1, B6 e B12) sozinho, e em combinagao, pode ser devido a distinta e vias
sobrepostas. No entanto, um efeito sinérgico nao foi observado no presente estudo. Isto
pode ter sido devido ao fato de cada tratamento for altamente eficaz em aliviar DO (isto
€, uma reducéo de 95% no PL e MMV). Assim, o modelo pode carecer de sensibilidade

para detectar diferencgas e sinergias devido a um efeito de "teto".

A catalepsia também foi prevenida por vitaminas B coadministradas com HAL. Em
roedores, a catalepsia é caracterizada pela perda do movimento voluntario onde os
membros estranhamente permanecem em posicdes apoiadas sobre uma barra. A
catalepsia induzida pelo HAL é considerada como um modelo animal de acinesia
parkinsoniana, o que reflete o comprometimento da estabilidade postural e a
incapacidade de iniciar ativamente movimentos. Os membros tendem a permanecer em
qualquer que seja a posigdo em que sdo colocadas, proporcionando um método
comportamental robusto para estudar disfungao nigrostriatal. A catalepsia também pode
estar associada com transtornos psicéticos (por exemplo, catatonia), toxicidade do

farmaco no sistema nervoso, e outras condicdes. Portanto, a catalepsia € usada como
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um modelo de sistema extrapiramidal (HOFFMAN E DONOVAN, 1995) e para o rastreio
de farmacos antiparkinsonianas (LORENC-KOCI et al., 1996).

A acinesia induzida por HAL é o resultado do bloqueio de receptores D2 no ST
(ELLENBROEK et al., 1985). A deplecdo de catecolaminas e outras hipoteses
neuroquimicas tém sido propostas para o desenvolvimento da catalepsia tais como
alteracbes na neurotransmissdo GABAérgica, colinérgica, glutamatérgica e
serotonérgica na via nigro-estriatal (NEAL-BELIVEAU et ai, 1993;. OKUYAMA, 1999;
BAZIAN, 2001).

Pesquisadores acreditam que o desequilibrio oxidativo em neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra seja a principal causa de doencgas
neurodegenerativas como a doenga de Parkinson. Portanto, as substancias
antioxidantes podem desempenhar um papel importante na prevengao de parkinsonismo
e por interferirem no estresse oxidativo relacionado a progresséo da neurodegeneragao
(MORRIS et al., 2010). Baseado no fato de que as vitaminas B mostram propriedades
antioxidantes e que os compostos com atividade antioxidante apresentaram resultados
promissores na prevencao da catalepsia (NAIR et al.,, 2008; RASHEED et al., 2010;
TREVIZOL et al., 2011), propriedades antioxidantes também podem explicar efeitos

protetores das vitaminas B como demonstrado neste estudo.

A eficacia de vitaminas B foi mais pronunciado na prevengao de DO do que na
catalepsia. Discinesia orofacial e catalepsia envolvem mecanismos bioldgicos distintos.
Por exemplo, a fisiopatologia da DO envolve uma hipersensibilidades de receptores de
dopamina como consequéncia do bloqueio crbénico destes receptores induzida por
farmacos antipsicoticos (MARGOLESE et al., 2005), ao passo que o Parkinsonismo esta
relacionado ao bloqueio de receptores dopaminérgicos (HIROSE, 2006). No entanto,
estresse oxidativo esta associado com o desenvolvimento de ambos as condi¢des (ZAl
et al., 2010). Todas as vitaminas B estudadas mostram efeitos antioxidantes. Portanto,
os resultados deste estudo sugerem um importante papel de mecanismos antioxidantes

na prevencao da DO induzida pelo tratamento crénico com haloperidol.



Capitulo 2

Prevencao de alteragcbes na atividade da acetilcolinesterase induzidas por

haloperidol pela co-administragdao de vitamina B em modelo animal de discinesia
tardia.
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INTRODUGAO

Danos aos interneurdnios colinérgicos estriatais tém sido implicados na
fisiopatologia de varias alteragcbes do movimento, tais como doenca de Parkinson,
distonia e DT (Pisani et al. 2007). Por conseguinte, tem sido relatado que os movimentos
hipercinéticos associados a DT refletem um desequilibrio dopaminérgico-colinérgico com
uma relativa dominancia dopaminérgica devido a hiperfungdo dopaminérgica absoluta
ou hipofungao colinérgica (TAMMINGA E WOERNER 2002).

Miller e Chouinard em 1993 propuseram que a DT ocorre como resultado de danos
e/ou degeneragao de interneurdnios colinérgicos estriatais. Em linha com as hipéteses
desses autores, varias experiéncias pré-clinicas tém repetidamente relatado que as
células colinérgicas no estriado sao perdidas ou reduzidas em quantidade apos a
exposicao prolongada ao haloperidol e flufenazina (MAHADIK ET AL 1988; JESTE ET
AL. 1992; GRIMM ET AL. 2001). Na grande maioria dos estudos, a avaliagéo da fungao
colinérgica cerebral e sua relagdo com a DT é baseada em dados morfolégicos (imuno-
histoquimica para colina acetil transferase-ChAT, a enzima responsavel pela sintese de
ACh) (GRIMM et al. 2001) ou analises bioquimicas (atividades enzimaticas de ChAT ou
acetilcolinesterase-AChE) (MAHADIK ET AL., 1988; MAHADIK E MUKHERJEE 1995).
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OBJETIVO

Face ao que foi exposto o presente capitulo tem como objetivo:

v Estudar o efeito preventivo das vitaminas B sozinhas ou em associagao contra as
alteracdes da atividade da enzima AChE induzidas por haloperidol em ratos.
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RESULTADOS

#
Conforme previamente mostrado no capitulo 1 do presente estudo a

administracdo de HAL por 21 dias resultou em significativo aumento no numero de
movimentos de mastigacdo vazia (MMV) (p<0.001) e de protusdo da lingua (PL)
(p<0.001) quando comparado aos ratos do grupo controle, conforme avaliado no dia 21.
A co-administracao de vitamina B com HAL reduziu significativamente o numero de MMV
e PL quando em comparagado aos animais tratados com HAL, conforme as seguintes
percentagens: Vitamina B1 (MMV: 87.6%, PL: 91.8%), Vitamina B6 (MMV: 79.1%, PL:
93%), Vitamina B12 (MMV: 97.1%, PL: 96.2%), Coquetel de vitaminas B (MMV: 98%,

PL: 97.8%), trazendo os valores de MMV e PL para o controle.

O numero de MMV nos animais tratados com clozapina foi mais alto quando
comparado com ratos do grupo de controle (p<0.05), mas cerca de 2.4 vezes menor que
o grupo tratado com HAL (p<0.05). O numero de PL registrado em animais tratados com
clozapina foi similar ao do grupo controle e, portanto, significativamente menor que os

valores observados em ratos tratados com HAL (p<0.001).

A Figura 18 mostra que a administracdo cronica de HAL resultou em um
decréscimo significativo de 71% da atividade de AChE no CE quando comparado aos
animais do grupo de controle. Nossos resultados revelaram que a coadministragao de
HAL com vitamina B1, B6, B12 ou coquetel que vitamina B aumentou a atividade de
AChE quando comparados aos os ratos do grupo de controle e aos tratados com HAL.
A administragao de clozapina durante 21 dias causou um aumento consideravel de 27
vezes na atividade de AChE quando comparado com os ratos do grupo de controle e os
tratados com HAL [F(6,46)=35.53, p<0.001].
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Figura 18: Avaliagao da atividade enzimatica da AChE no corpo estriado de
animais tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.

A administragdo crénica de haloperidol resultou numa diminui¢do significativa da
atividade da AChE em 71 %, em comparagdo com os animais controle. A analise post-
hoc revelou que a coadministracdo de haloperidol com vitamina B1 , B6 , B12 ou
complexo de vitamina B aumentou a atividade da AChE em comparagdo com os animais
controle e animais tratados com haloperidol. N°de animais: 6-8 2Pp< 0,05. ANOVA e
Student Newman Keuls como pds-teste vs. controle e haloperidol, respectivamente.

Um decrécimo significativo de 95% na atividade de AChE também foi observado
apos o tratamento de HAL no CPF (Fig. 19). A coadministragcdo de HAL com vitamina
B1, B6, B12 ou complexo de vitamina B, assim como a farmaco antidiscinésica clozapina,
também aumentou a atividade de AChE comparado com os grupos de controle e de
tratamento com halo [F(6,52)=40.99, p<0.001].
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Figura 19: Avaliagao da atividade enzimatica da AChE no cértex pré-frontal de
animais tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.

N°de animais: 6-8 2Pp< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pods-teste vs.
controle e haloperidol, respectivamente.

Finalmente, no hipocampo, o HAL também diminuiu a atividade de AChE em 99%
quando comparado aos animais do grupo de controle (Fig. 20). A coadministragao de
HAL com vitamina B1, B6 e somente clozapina aumentaram significativamente a
atividade de AChE quando comparado aos ratos tratados somente com HAL. A
coadministracdo de HAL com vitamina B12 e coquetel de vitamina B aumentou
significativamente a atividade de AChE em 5.5 e 6.4 vezes, respectivamente, quando
comparado a animais do grupo de controle e em 447 e 519 vezes, respectivamente,

quando comparado a animais tratados com halo [F(6,52)=43.35, P<0.01].
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Figura 20: Avaliacao da atividade enzimatica da AChE no Hipocampo de animais
tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.

N°de animais: 6-8 2Pp< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pos-teste vs.
controle e haloperidol, respectivamente.
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DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a coadministracdo de vitaminas B em ratos
tratados com haloperidol por 21 dias preveniu o decréscimo induzido por haloperidol da
atividade da AChE no CE, CPF e HC. Essas areas do cérebro sdo implicadas na
fisiopatologia da DT (MAHADIK et al. 1988). Nossos achados também demonstraram
que o reestabelecimento de atividade da AChE estava associado com reducdes no
numero de MMVs e PLs induzidas por haloperidol. Esses modelos de parametros
comportamentais sdo aspectos clinicos de DT, e evidéncias de estudos pré-clinicos
sugerem que a prevengao de DO induzida por haloperidol € uma importante ferramenta

na descoberta de potenciais agentes terapéuticos para DT (BISHNOI et al. 2009).

Para reforcar nossos achados relacionados aos mecanismos antidiscinésicos de
vitamina B, a administracdo do farmaco antidiscinésica padréo, clozapina, sozinha
durante 21 dias foi utilizada. A clozapina alterou a atividade de AChE de forma similar ao
observado nos grupos coadministrados com vitaminas B e haloperidol. Devido ao fato da
clozapina atuar como um antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos (M1)
(OLIANAS et al. 1999), nés podemos deduzir que quando as vitaminas B sdo associadas
com haloperidol, elas devem prevenir a disfungdo colinérgica induzida por este
antipsicético tipico, apresentando, desta maneira, propriedades antidiscinésicas que sao
parcialmente relacionadas com a correcdo de alteragbes na neurotransmissao
colinérgica induzidas por haloperidol.

O uso clinico de farmacos dopaminérgicas, como o haloperidol, pode levar ao
desenvolvimento de diferentes tipos de complicagcdes motoras, como Parkinson, distonia,
hipercinesia e comportamento estereotipado (MILLER E CHOUINARD 1993). Esses
disturbios motores causados por agentes dopaminérgicos sao associados com um
desequilibrio entre a ACh estriatal e niveis de dopamina (PISANI et al. 2007). Além
desse desequilibrio, o tratamento a longo prazo com antipsicéticos € também relacionado
com uma perda de células viaveis no corpo estriado de animais, assim como em
pacientes esquizofrénicos tratados com antipsicéticos. Além disso, estudos cerebrais

pos-morte em pacientes esquizofrénicos indicam que a DT esta associada com
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alteragcbes patologicas, principalmente em grandes neurdnios do estriado
(presumivelmente IChs) (JESTE ET AL. 1992).

Estudos anteriores mostraram que a administracdo crénica de HAL em ratos
estava associada com a perda de neurénios colinérgicos em diversas regides cerebrais,
incluindo CE, HP e cortex cerebral (MAHADIK et al. 1988). Nossos resultados
confirmaram os resultados desses estudos anteriores, assim como mostraram que a
administrac&o cronica de HAL por 21 dias também resultou em um comprometimento da
neurotransmissao  colinérgica nas regides CE, CPF e HP. Um
aprimoramento/decréscimo adaptativo da atividade da AChE para compensar um
aumento/diminui¢do da ACh enddgena, respectivamente, tem sido amplamente descrito
(MAHADIK AND MUKHERJEE 1995; MARTELLA ET. AL 2009). Portanto, a diminuigéo
na atividade de AChE é relacionada com a perda de neurénios colinérgicos (MAHADIK
AND MUKHERKEE 1995).

A DT também esta associada com o desequilibrio entre os efeitos mediadores de
D1 e D2 no ganglio basal (TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores
mostraram que IChs estriados expressam D1 como subtipos de receptor D5 (YAN AND
SURMEIER 1997), que sao principalmente somatodendriticos e despolarizam a célula
através da promocao da abertura ndo-seletiva dos canais de cation e do fechamento dos
canais de K+, aumentando, assim, a liberagdo de ACh, enquanto a ativacdo dos
receptores D2 diminui a neurotransmissao colinérgica (YAN et al. 1997). A administragao
cronica de HAL induz uma supra-regulagao dos receptores D2, bem como um aumento
da dopamina liberada no estriado de ratos que apresentam MMVs (TAMMINGA AND
WOERNER 2002). O bloqueio dos receptores D2 por HAL leva a dopamina a se ligar a
receptores D1 ndo bloqueados que, com o passar do tempo, sdo regulados
negativamente (TAMMINGA AND WOERNER 2002). Essa nova homeostase gerada
pela administragdo a longo prazo do HAL em receptores D1-D2 resulta, portanto, em
uma diminuicdo da atividade dos IChs estriados; em outras palavras, prejudica a

neurotransmissao colinérgica.
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Em nosso estudo anterior (MACEDO et al. 2011), demonstramos que as vitaminas
B foram efetivas na prevencgao da DT induzida por HAL em ratos e mostramos que as
atividades antioxidantes dessas vitaminas no corpo estriado estavam envolvidas neste
efeito (MACEDO et al. 2011). Neste relato anterior, postulamos que as vitaminas B eram
capazes de prevenir a DO pelo aumento dos niveis do principal antioxidante intracelular,
a GSH, desta forma, protegendo as membranas celulares da peroxidagao lipidica. Esse
mecanismo pode prevenir danos oxidativos nos IChs do corpo estriado. Por exemplo, as
vitaminas B reverteram as reduc¢des de atividade de AChE no CE induzidas por HAL, o
que sugere que esses regimes de tratamento com as vitaminas podem preservar a

integridade e a fungao desses IChs.

Pesquisas anteriores mostraram que a deficiéncia de tiamina (vitamina B1) resulta
em perda de neurbnios colinérgicos do ceérebro, alteragcbes nos niveis de ACh
estimulados no hipocampo e no cortex (ANZALONE et al. 2010) e reducédo de sintese de
ACh em todo o cérebro. A piridoxina (vitamina B6), por outro lado, esta implicada nas
reagdoes enzimaticas que catalisam a sintese e o metabolismo dos neurotransmissores,
como a dopamina, a norepinefrina e a acetilcolina (EBADI 1981). A cianocobalamina
(vitamina B12) parece estar envolvida na sintese de ACh, segundo estudos utilizando
animais alimentados com uma dieta deficiente em colina que foram capazes de sintetizar
ACh quando administrada a vitamina B12 (SASAKIi et al. 1992). Essas evidéncias estao
em conformidade com as nossas presentes descobertas que sugerem que as vitaminas
B podem proteger a fungéo dos neurbnios colinérgicos apos o tratamento crénico com
HAL em areas do cérebro envolvidas na fisiopatologia da DT (CE, HP e CPF) (MAHADIK
AND MUKHERJEE 1995; PEREIRA et al. 2011).

Importante notar, como as presentes descobertas mostraram, que a vitamina B12
e o coquetel de vitamina B reverteram a diminui¢cao da atividade de AChE induzida por
HAL no hipocampo. Essa area cerebral é relacionada com as deficiéncias cognitivas da
DT (BARNES et al. 1994). O hipocampo também esta associado com as complicagdes
motoras da DT, desde que diversas alteragdes funcionais foram observadas nesta area
do cérebro na DT, bem como em reserpina e discinesias induzidas por levodopa
(PEREIRA ET AL. 2011; CERASA ET AL. 2012).
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A clozapina é a melhor opcéo de tratamento em diversas circunstancias clinicas,
incluindo esquizofrenia, psicoses na doenga de Parkinson, assim como na prevencao e
tratamento da DT. Contudo, esse farmaco esta associado com muitos efeitos colaterais
(RAJA, 2011).

Uma das vias neurotransmissoras de tratamento da clozapina € a colinérgica
(OLIANAS et al. 1999). O foco sobre o sistema colinérgico foi reforgcado pela crescente
necessidade de melhores tratamentos de déficits cognitivos na esquizofrenia
(FRIEDMAN, 2004). Portanto, farmacos colinomiméticas, tais como fisostigmina
(inibidora de AChE) (JONES AND SHANNON 2000), assim como os farmacos
antipsicoticas (JONES et al. 2005), revertem efeitos antipsicéticos induzidos pelas

farmacos anticolinérgicas atropina e escopolamina (BARAK AND WEINER 2007).

Os antagonistas muscarinicos clinicamente utilizados para reduzir os efeitos
secundarios extrapiramidais associados com farmacos antipsicoticas (TANDON 1999)
tém sido reportados como exarcebadores dos sintomas da esquizofrenia e interferentes
nos efeitos terapéuticos dos farmacos antipsicoticas (JOHNSTONE et al. 1983). Assim,
uma vez que: i) a clozapina atua como um agonista nos receptores muscarinicos centrais
e periféricos (OLIANAS et al. 1999) e as alteragdes na atividade de AChE foram similares
entre os grupos tratados com a associagado de haloperidol + vitamina B e clozapina,
podemos especular que as vitaminas B, dentro da nossa situagdo experimental, sdo
capazes de atenuar as alteragbes nas neurotransmissdes colinérgicas induzidas por
HAL, possivelmente por aumento da neurotransmissdo de ACh, sendo, assim, uma

estratégia segura na preveng¢ao dos DO quando comparadas a clozapina.

Em resumo, além dos efeitos antioxidantes na prevengao da DT (Macedo et al.
2011), as vitaminas B também podem ser importantes na restauracdo da
neurotransmissao colinérgica padrédo em areas cerebrais relacionadas a fisiopatologia
da DT, isso é, corpo estriado, hipocampo e cortex pré-frontal (PEREIRA et al. 2011).

Essa protecao das vitaminas B contra alteragdo/perda da neurotransmissao colinérgica
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induzida por HAL é clinicamente relevante, porque além da prevencao das perturbacoes
motoras observadas na DT, elas podem ser importantes ferramentas para prevenir o
declinio cognitivo associado a DT, principalmente pelo grande aumento de atividade da
AChE no hipocampo induzida pela administracdo de vitamina B12 e vitaminas do
complexo B, como visto em nossos resultados, embora mais estudos sejam necessarios
para esclarecer o papel dessas vitaminas nos déficits cognitivos induzidos pela

administragcao cronica do HAL.
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CAPITULO 3

Investigagao da expressao de RNAm dos receptores dopaminérgicos dos tipos D1
e D2, muscarinicos M1 e da tirosina hidroxilase em ratos administrados
haloperidol e coadministrados com vitamina B12 e complexo B
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INTRODUGAO

A teoria classica explica que o bloqueio crénico dos receptores dopaminérgicos
D2 a nivel estriatal, induz o seu aumento e hipersensibilidade. Consequentemente
ocorrem comportamentos relacionados com hiperatividade dopaminérgica (SETHI,
2006). Evidéncias também apontam a participagao direta da dopamina nesta resposta,
visto que agentes depletores de dopamina como a reserpina sao efetivos contra a
discinesia (FAHN et al., 1983).

De acordo com a teoria recentemente proposta “plasticidade sinaptica mal
adaptada”, a hipersensibilidade de receptores D2 e alteragdes degenerativas de
neurbnios causada por aumento do estresse oxidativo pode resultar em efeitos
secundarios na plasticidade de sinapses glutamatérgicas em interneurdnios estriatais,
causando um desequilibrio entre as vias estriatais direta e indireta e, portanto,
produzindo um impulso de saida anormal para o cértex sensoriomotor (TEO JT,
EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012).

O metabolismo da dopamina leva a geragao de espécies reativas de oxigénio,
particularmente nos nucleos basais (BISHNOI et al., 2009). Este processo pro-oxidativo
leva a danos ao GABA estriatal e interneurénios colinérgicos (IChs) (MILLER AND
CHOUINARD, 1993). O GABA ¢é o neurotransmissor mais encontrado nos nucleos da
base e tem intimas relagcbes com os sistemas dopaminérgicos. Foram encontradas
evidéncias de diminuicdo da atividade das vias gabaérgicas estriatais na DT. IChs
desempenham um papel central no circuito complexo que controla os movimentos
voluntarios (BONSI et al., 2011).

Danos no IChs tém sido implicados na fisiopatologia de varias doengas do
movimento, principalmente na DT (PISANI et al., 2007). Portanto, tem sido relatado que
o0 movimento hipercinético associado com DT reflete um desequilibrio dopaminérgico e
colinérgico com uma relativa hiperfungdo dopaminérgica absoluta ou hipofungéo
colinérgica (TAMMINGA E WOERNER, 2002). Miller and Chouinard (1993) propuseram
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que DT ocorre como um resultado do dano e/ou degenaragao do IChs. Em linha com
essas hipoteses, varios experimentos pré-clinicos tém repetidamente reportado que
células colinérgicas no estriado sao perdidas ou reduzidas em quantidade, apds a
exposicado prolongada ao haloperidol (MAHADIK ET AL., 1988; JESTE ET AL., 1992;
GRIMM ET AL., 2001).

A DT é também associada a um desequilibrio entre D1 e D2 nos ganglios basais
(TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores mostraram IChs que expressam
D1- D5 como subtipos de receptores estriatais (YAN E SURMEIER., 1997), sao
principalmente somatodendriticos e despolarizam a célula (promovendo a abertura nao
seletiva de canais de cations e o fechamento de canais de K +) , assim aumentando
liberacdo ACh , enquanto que a ativagao de receptor D2 diminui a neurotransmissao
colinérgica (YAN ETAI., 1997). Neste contexto, substancias bloqueadoras do receptor
D2 aceleram a despolarizagado dos IChs aumentando a liberagdo de ACh, que, agindo

em receptores muscarinicos M1 é uma das causas dos movimentos hipercinéticos.
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OBJETIVO

O presente capitulo tem como objetivo:

v Investigar a expressdo do RNAm dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 e
D2, bem como, muscarinico M1 e da enzima limitante para a sintese da
dopamina, tirosina hidroxilase em ratos administrados haloperidol e
coadministrados vitamina B12 e complexo B
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RESULTADO

Os animais tratados por 21 dias com haloperidol (1,15+ 0,051, p < 0,05), portanto,
animais discinéticos, ndo apresentaram alteracdo da expressao dos receptores D1
quando comparado ao controle. Apenas o pré-tratamento com complexo B foi capaz de
reduzir a expressao dos receptores D1. Nenhuma alteragao foi vista nos animais tratados

com clozapina e cobalamina + haloperidol em relagéo ao controle.
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Figura 21: Avaliagao da expressao do receptor D1 no corpo estriado de animais
tratados com cobalamina (vitamina B12) ou complexo B combinada ao
haloperidol ou clozapina.

A administragéo crénica de haloperidol, e ndo de clozapina, promoveu um aumento
significativo da expressao de D1 em comparagdo com os animais controle. A co-
administracédo de complexo B com haloperidol dimunuiu, de maneira significatiava, a
expressao do receptor dopaminérgico quando comparado com todos os outros grupos.
A cobalamina impediu 0 aumento da expressao do receptor dopaminérgico induzido por
haloperidol. N°de animais: 6-8 p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pos-

teste hoc p< 0,05.
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De forma semelhante ao observado em relacdo ao receptor D1, a administracéo
repetida de haloperidol causou um aumento na expressdo do receptor D2 quando
comparado aos animais controle. Os animais administrados B12 + HAL ou clozapina
apresentaram uma reducdo na expressao deste receptor quando comparado aos
animais administrados haloperidol. O tratamento concomitante com complexo B + HAL

manteve a expressao dos receptores D2 semelhante a do grupo controle.
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Figura 22: Avaliagao da expressao do receptor D2 no corpo estriado de animais
tratados com cobalamina (vitamina B12) ou complexo B combinada ao
haloperidol ou clozapina.

A administragao crénica de haloperidol, promoveu um aumento significativo da
expressao do receptor D2 em comparagdo com os animais controle. O grupo clozapina
também aumentou a expressao dopaminergica do receptor, entretanto o aumento nao
foi tdo expressivo como o grupo do haloperidol. O complexo B previniu o aumento da
expressao de receptor D2 em animais tratados com Haloperidol. A cobalamina atenua
parcialmente o aumento da expressao de D2 por haloperidol. N°de animais: 6-8 p<
0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pés-teste hoc p< 0,05.

A administracéo crénica de haloperidol causou uma reducao na expressao da TH
quando comparada ao grupo controle. A administragdo concomitante da vitamina B12 ou
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complexo B com haloperidol foi capaz de prevenir as alteragdes na TH induzidas pelo
haloperidol. Nao houve alteragao na expressao da TH nos animais tratados cronicamente

com clozapina.
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Figura 23: Avaliagao da expressao do receptor TH no corpo estriado de animais
tratados com cobalamina (vitamina B12) ou complexo B combinada ao
haloperidol ou clozapina.

A administracao crénica de haloperidol, diminui a expresséo do receptor TH, o mesmo
nao ocorreu com a Clozapina em comparagcao com os animais controle. O tratamento
tanto do complexo B como cobalamina impediu a diminui¢&do induzida por haloperidol .
N°de animais: 6-8 p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pds-teste hoc p<

0,05.

O tratamento cronico com HAL reduziu a expressao dos receptores M1 em relacéo
aos animais controle. Os animais administrados vit B12+HAL e complexo B + HAL, bem
como os administrados cronicamente clozapina ndo apresentaram alteragdo na
expressao do receptor M1.



98

Corpo Estriado

N
2
1

-
o
1

Razao de expressao
do receptor M1
P =1
5] =
1 1

e
=]

Figura 24: Avaliagao da expressao do receptor M1 no corpo estriado de animais
tratados com vitamina B12 ou complexo B combinada ao haloperidol ou
clozapina.

A administragao crénica de haloperidol, diminui a expressao do receptor M1, 0 mesmo
nao ocorreu com a Clozapina em comparagédo com os animais controle. O tratamento
tanto do complexo B como cobalamina atenuaram a diminuicdo induzida por

haloperidol. N°de animais: 6-8 p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pos-

teste hoc p< 0,05.
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DISCUSSAO

Nossos dados mostram, que os animais tratados durante 21 dias com HAL
apresentaram aumento da expressao de receptores D2 acompanhado por redugao da
expressao da enzima tirosina hidroxilase e dos receptores M1. Estes resultados
mostram, portanto, uma redugao na transmisséao colinérgica do corpo estriado de animais
discinéticos acompanhada por um aumento da via D2, o que contribui ainda mais para a
reducdo da fungado dos IChs evidenciada na DT. Corroborando com o nosso estudo
ratos tratados durante 28 dias com HAL apresentaram uma maior expressao de
receptores D2 (ROPKE, 2014). Este aumento da expressdo do receptor D1 esta
associado a uma supraregulacéo deste receptor causada pelo bloqueio por HAL.

Os disturbios verificados na atividade da via indireta estdo presentes em doencgas
que envolvem os NB. A hipoativagdo desta via também é apresentada por pacientes
esquizofrénicos que possuem expressao aumentada de receptores D2 nos MSNs do
estriado e da concentragao mesolimbica de DA (ABI-DARGHAM et al., 2010; SIMPSON
et al., 2010). Por sua vez, também ocorre hiperativagdo da via indireta na doenca de
Parkinson e discinesia tardia como resultado da perda progressiva de neurOnios
dopaminérgicos nigroestriatais (GERFEN e SURMEIER, 2011; DELONG E WICHMANN,
2007). Isso sugere que as vias direta e indireta trabalham em conjunto, num fino equilibrio
produzido pela modulagédo dopaminérgica em receptores D1 e D2 (CALABRESI et al.,
2014; CAZORLA et al., 2014; SURMEIER, 2013; CUI et al., 2013).

A reducgao da expressao da TH, por outro lado, pode ser ocasionado pelo aumento
da expressao de receptores D2 pré-sinapticos que estdo relacionados a uma reducao da
sintese e liberacdo de dopamina. Este mecanismo esta relacionado a inibicdo da
fosforilagdo da TH via redugao do AMPc intracelular (Lindgren et al., 2001).

Nossos resultados mostraram que a administragcdo da vitamina B12, bem como
do complexo B foi capaz de prevenir as alteragcdes nos receptores D2, M1 e na TH
ocasionadas pelo tratamento crénico com HAL. Neste contexto, as vitaminas B sao uma

estratégia promissora para a prevencgao da DT.
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V.CONSIDERAGOES FINAIS
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CONSIDERAGOES FINAIS

NO CAPITULO 1 Vitamina B atenua discinesia orofacial em ratos induzida por haloperidol:
possivel envolvimento de mecanismos antioxidante

v' A administragéo diaria de vitaminas B (B1: B6: B12 em 60: 60: 0,6 mg / kg)
sozinha ou o coquetel de vitamina B, juntamente com HAL, impediu o
desenvolvimento de OD.

v" Tempo de catalepsia reduziu em todos grupos tratados com vitaminas B, mas em
menor grau do que OD.

v' A participacdo do estresse oxidativo foi avaliada pela determinagdo do nivel da
glutationa reduzida (GSH) e a formacgao de perdxidos de lipidos no corpo estriado.
HAL diminuiram significativamente os niveis de GSH e refor¢gada de perioxidagao
lipidica, enquanto B1, B12 e coquetel de vitamina B evitou a dimuigdo dos niveis
de GSH. Todos os grupos tratados com vitaminas B apresentaram uma redugao
na formacéo lipidica de peridoxico. Os dados sugerem um papel promissor para
as vitaminas B na preven¢ao de OD( MACEDO, 2011)

CAPITULO 2 Prevencdo de alteragdes induzidas pelo haloperidol em atividade da
acetilcolinesterase no cérebro por co-administragado de vitaminas B em um modelo de
roedor de discinesia tardia

v" Administracdo de Vitaminas B (B1: B6: B12 a 60: 60: 0,6 mg / kg, sc) sozinha e
coquetel de vitamina B co-administrado com haloperidol desenvolvimento
impedido OD e um aumento da atividade da AchE em todas as areas cerebrais
estudadas, com o incremento maximo de atividade observada no hipocampo de
animais co-tratados com vitamina B12 e coquetel de vitamina B. A farmaco,
clozapina nao induziu DT e aumentou a atividade AChE semelhante para os
grupos co-administrados com vitamina B e HAL.

Os dados apresentados sugerem que as vitaminas B pode evitar alteragbes
induzidas pelo haloperidol em atividade AchE o que pode ser relacionado com
mecanismo subjacente no seu efeito antidiscinetico (OLIVEIRA, 2013)

CAPITULO 3 Investigar a expressdo do RNAm dos receptores dopaminérgicos do tipo
D1 e D2, bem como, muscarinico M1 e tirosina hidroxilase em ratos administrados
haloperidol e coadministrados vitamina B12 e complexo B
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v' A andlise da expressdo de receptores e enzimas relacionadas a sintese de
neurotransmissores no corpo estriado por PCR-RT revelou que o HAL foi capaz
de aumentar a expressado de receptores dopaminérgicos D1 e D2 e reduzir a
expressao dos receptores muscarinicos M1. A expressao da tirosina hidroxilase
(TH) passo limitante para a sintese de dopamina apresentou-se reduzida pelo
HAL. A administracdo da Vit B12 e complexo B foi capaz de prevenir estas
alteragbes apresentando resultados semelhantes aos da clozapina. Os dados
sugerem que as vit B sdo capazes de prevenir as alteragdes induzidas pelo HAL
apresentando, portanto, um papel promissor na prevencao de DO associada ao
uso desta farmaco.
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VI.CONCLUSAO
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VI. CONCLUSAO

A analise dos resultados apresentados nos capitulos deste trabalho, nos permitiu concluir
que:

v' O tratamento concomitante com vitaminas B, principalmente B12 e complexo B
(B1, B6 e B12) é capaz de prevenir as alteragdes discinéticas induzidas pelo
haloperidol. Mecanismos como efeito antioxidante e prevencgao de alteragdes em
mecanismos de neurotransmissao colinérgica e dopaminérgica estao envolvidos
no mecanismo antidiscinético destas vitaminas.
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Behav Pharmacol, 2011 Oct;22(7).674-80. doi: 10.1087/FBP.0b013032834aft6d.

B vitamins attenuate haloperidol-induced orofacial dyskinesia in rats: possible involvement of antioxidant
mechanisms.

Macédo DS', Oliveira GV, Gomes PX, Araljo FY, Souza CM, Vasconcelos SM, Viana GS, Sousa FC, Carvalho AF.
@ Author information

Abstract

Tardive dyskinesia (TD) is a serious motor disorder related to antipsychotic therapy, whose pathophysiology is associated to oxidative stress.
Treatments that maintain antipsychotic efficacy while reducing TD risk are awaited. Haloperidol (HAL), a typical antipsychotic, is used as a putative
murine model of TD. Here, we evaluated the protective role of vitamins B1, B6, and B12 alone or in combination (vitamin B cocktail) in preventing the
HAL-induced orofacial dyskinesia (OD), based on their antioxidant properties. HAL (1 mg/kg) administered intraperitoneally to Wistar rats for 21 days
caused OD and increased catalepsy time. The daily administration of B vitamins (B1 : B6 : B12 at 60 : 60 : 0.6 mg/kg) alone or the vitamin B cocklail,
along with HAL, prevented the development of OD. Catalepsy time reduced in all groups treated with B vitamins, but to a lesser extent than OD. The
participation of oxidative stress was assessed by the determination of reduced glutathione (GSH) levels and lipid peroxide formation in the striatum.
HAL significantly decreased GSH levels and enhanced lipid peroxidation, whereas B1, B12, and vitamin B cocktail prevented the decrease in GSH
levels. All groups treated with B vitamins presented a decrease in lipid peroxide formation. The data suggest a promising role for B vitamins in the
prevention of OD.
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Prevention of haloperidol-induced alterations in brain acetylcholinesterase activity by vitamins B co-
administration in a rodent model of tardive dyskinesia.

de Oliveira GV, Gomes PX, de Aradjo FY, Vasconcelos SM, Junior HV, de Sousa FC, de Lucena OF, Hyphantis TN, Carvaino AF, Macédo DS.
# Author information

Abstract

Tardive dyskinesia (TD) is an iatrogenic syndrome being a significant adverse outcome of typical and atypical antipsychotic therapy. Recently we
demonstrated that vitamins B (81, B6, B12 alone or in combination) were able to prevent haloperidol-induced orofacial dyskinesia (OD) possibly by
their antioxidant activity in the striatum, using a well-established model of TD. Here, based on the fact that alterations in cholinergic neurotransmission
are related to TD pathophysiclogy and that vitamins B seems to influence brain cholinergic neurotransmission, we decided to investigate the effects of
vitamins B1, B6, B12 and their association, vitamin B cocktail in haloperidol-induced cholinergic alterations, evaluated by alterations in
acetylcholinesterase (AChE) activity, in striatum, prefrontal cortex and hippocampus, as a way to determine the participation of cholinergic
neurctransmission, in these vitamins antidyskinetic mechanism. Haloperidol 1 mg/kg i.p. daily administration during 21 days to Wistar rats caused OD
while decreased AChE activity in all brain areas studied. Vitamins B administration (B1:86:812 at 60:60:0.6 mg/kg, s.c) alone and vitamin B cocktail co-
administered with haloperidol prevented OD development and increased AChE activity in all brain areas studied, with the maximum activity increment
observed in the hippocampus of the animals co-treated with vitamin B12 and vitamin B cocktail. The antidyskinetic drug, clozapine did not induce OD
and increased AChE activity similarly to the groups coadministered with vitamin B and HAL. The present data suggest that vitamins B can prevent
haloperidol-induced alterations in AChE activity what can be related to the mechanism underlying their antidyskinetic effect.
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