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RESUMO 

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

A Discinesia tardia (DT) é caracterizada por movimentos involuntários, principalmente na parte 
inferior da face, próximos da boca, com espasmos que podem ser leves ou severos. É uma 
alteração motora grave relacionada, mas não restrita à terapia antipsicótica. Tratamentos com 
antipsicóticos principalmente os da classe dos típicos, como o haloperidol (HAL) aumentam os 
riscos de DT. A fisiopatologia da DT é associada a um desequilíbrio em sistemas de 
neurotransmissão, dentre eles dopaminérgico e colinérgico, bem como com desequilíbrio 
oxidativo, principalmente em áreas 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 à síntese 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 
subcutânea, sozinhas ou em associação (complexo B). O complexo B consistiu na mistura das 
3 vitaminas em iguais proporções. Um grupo de animais foi administrado clozapina (25 mg/kg), 
um antipsicótico atípico não relacionado ao desenvolvimento de DO. Os testes comportamentais 
foram realizados após 30 minutos no 1º, 7º e 21º dias de administração das fármacos e 
consistiram na determinação da atividade locomotora, catalepsia e movimentos de mastigação 
no vazio. No 21° dia os animais foram sacrificados e retiradas áreas cerebrais para as análises 
neuroquímicas e de expressão para tirosina hidroxilase (TH), receptores dopaminérgicos D1 e 
D2 e receptor muscarínico M1. Os resultados mostraram que o HAL aumentou o tempo de 
catalepsia no dia 7 e causou DO no dia 21. A administração das vit. B (B1: B6: B12) sozinhas ou 
em associação, juntamente com HAL, preveniu o desenvolvimento de DO e em menor extensão 
da catalepsia. O efeito preventivo das vit. B foi acompanhado por restauração dos níveis de 
glutationa reduzida (GSH) e peroxidação lipídica. Além dos efeitos antioxidantes, as vit. B 
aumentaram a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em todas as áreas cerebrais 
estudadas, com o incremento máximo de atividade observada no hipocampo de animais co-
tratados com vit. B12 e coquetel de vit. B. A clozapina não induziu DO e aumentou a atividade 
AChE semelhante para os grupos co-administrados com vit. B e HAL. A análise da expressão de 
receptores e enzimas relacionadas à síntese de neurotransmissores no corpo estriado por PCR-
RT revelou que o HAL foi capaz de aumentar a expressão de receptores dopaminérgicos D1 e 
D2 e reduzir a expressão dos receptores muscarínicos M1. A expressão da tirosina hidroxilase 
(TH), passo limitante para a síntese de dopamina, se apresentou reduzida pelo HAL. Os dados 
sugerem que as vitamina do complexo B são capazes de prevenir as alterações induzidas pelo 
HAL apresentando, portanto, um papel promissor na prevenção de DO associada ao uso desta 
fármaco. 
 
 

 

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 1st, 7th and 21st days of drugs administration. The behavioral tests 
performed were locomotor activity, catalepsy and chewing vacuous movements. At 21st 
day the animals were sacrificed and had their brain areas dissected for neurochemical 
analysis. The results showed that HAL increased catalepsy time at 7th 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 INTRODUÇÃO 

 

Os medicamentos antipsicóticos ou também chamados antipsicóticos, utilizados 

no tratamento da esquizofrenia, foram descobertos na década de 1950. O marco inicial 

na história dos antipsicóticos foi a descoberta casual dos efeitos da clorpromazina, cujo 

mecanismo de ação é o antagonismo de receptores da dopamina do tipo D2 na via 

mesolímbica. Este bloqueio está associado a uma redução do estado de hiperativação 

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

 

 A clorpromazina é um antipsicóticos pertencente à classe química das 

fenotiazinas. Com poucos anos após o início de sua utilização, uma nova classe foi 

introduzida, a das butirofenonas, tendo como protótipo o Haloperidol (HAL). Esses 

fármacos foram inicialmente denominados “antipsicóticos”, curiosamente não devido aos 

seus efeitos terapêuticos, mas sim devido aos seus efeitos colaterais de “natureza 

neurológica”, os chamados efeitos extrapiramidais (KING, LAKSHMI, VORUGANTI, 

2002).  

 

Fármacos antipsicóticos têm sido bastante utilizadas para o tratamento de 

sintomas positivos da esquizofrenia (por exemplo, agitação, agressividade, alucinações, 

delírios, discurso e comportamento desorganizados, entre outros) e negativos (por 

exemplo, embotamento do afeto, isolamento social, falta de motivação, entre outros). 

Estes fármacos também são utilizados no tratamento do transtorno afetivo bipolar e 

doença de Alzheimer (BASCUNANA, 2000) 

 

 As ações terapêuticas dos antipsicóticos convencionais se devem, talvez ao 

bloqueio dos receptores D2 na via dopaminérgica especificamente na via dopaminérgica 

mesolímbica. 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 já pode esta diminuída na esquizofrenia isso pode causar ou 

agravar os sintomas negativos e cognitivos, embora exista apenas baixa densidade de 

receptores dopaminérgicos no córtex. (BASCUNANA, 2000). 
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 As diferentes ações terapêuticas e efeitos colaterais de antipsicóticos típicos e 

atípicos têm sido explicados baseados nas ações de seus receptores específicos. 

Antipsicóticos “típicos” (clássicos ou de primeira geração), atuam primordialmente nos 

sistemas dopaminérgicos, mesolímbico, mesocortical, nigroestriatal e tubérculo 

infundibular, que está relacionado com os efeitos colaterais. Estes fármacos são 

utilizados no tratamento de sintomas positivos, portanto são medicamentos eficazes para 

o tratamento de episódios psicóticos agudos e crônicos (como o haloperidol), que atuam 

preferencialmente bloqueando os receptores dopaminérgicos D2 (BASCUNANA, 2000).  

 

Figura 1: Via dopaminérgica mesolímbica e antagonista de D2 

 

                           Fonte: (STHAL.,2014) 

 

Os antipsicóticos “atípicos” (recentes ou de segunda geração), são medicamentos 

mais bem tolerados e mais eficazes nos sintomas negativos. São fármacos que 

constituem a primeira opção para a tratamento do primeiro episódio psicóticos, quando 

há intolerância aos antipsicóticos típicos ou predominância dos sintomas negativos, 
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como a clozapina, substância antipsicótica com perfil farmacológico amplo, através da 

ação em vários sistemas de receptores. Em estudos pré-clínicos, ela demonstrou 

afinidade pelos receptores de serotonina 5HT2A/C, 5HT3, 5HT6; dopamina D1, D2, D3, 

D4, D5; muscarínicos M1-5 e histamina H1 (LIDDLE, 1993). 

 

 

 

 

Tabela 1: Mecanismo de ação dos antipsicóticos típicos e atípicos 

Antipsicóticos Mecanismo de ação Sintomas Autores 

Típicos (Ex.: 

haloperidol) 

Bloqueio de receptores 

dopaminérgicos  D2.  

Positivo BASCUNANA, 

2000  

 

Atípicos (Ex.: 

clozapina) 

afinidade pelos 

receptores de serotonina 

5HT2A/C, 5HT3, 5HT6; 

dopamina D1, D2, D3, D4, 

D5; muscarínicos M1-5 e 

histamina H1.  

Positivo/Negativo LIDDLE, 1993 

                                                                                               Adaptado por, Oliveira, G.V 

 

 

  

O haloperidol, fármaco pertencente à classe das butirofenonas, é um 

antipsicóticos indicado para o tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia (por 

exemplo, agitação, agressividade, alucinações, delírios, discurso e comportamento 

desorganizados, entre outros), sendo indicado para outras condições como síndrome de 

Tourette (MARTINDALE, 1999), tendo sido, por sua ampla ação, o antipsicóticos mais 

prescrito em todo o mundo (BALDESSARINI, 1996). Este medicamento possui 

características farmacológicas similares aos da classe dos fenotiazínicos 

(MARTINDALE, 1999) e apresenta-se disponível, 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 fígado, excretado na urina, no leite materno, nas fezes. Após 

administração oral, a meia-vida plasmática varia entre 12 e 38 horas, ligando-se cerca 

de 92% a proteínas plasmáticas. É amplamente distribuído nos tecidos e atravessa a 

barreira hematoencefálica (AHFS, 1999).  

 

Apesar de ser amplamente prescrito, são descritos na literatura alguns efeitos 

indesejáveis, durante a farmacoterapia com este fármaco, como sedação, hipotensão, 

efeitos antimuscarínicos, porém os que ocorrem com maior frequência são os efeitos 

extrapiramidais (OLIVEIRA, 2002). 

 

Por outro lado, a clozapina é a mais importante aquisição em terapia antipsicótica 

desde o advento da clorpromazina (LIEBERMAN,1994). Do ponto de vista 

farmacodinâmico, esta fármaco tem atividade antagonista em receptores 5-HT2A, D1, 

D4, colinérgico e histamínicos (KAHN, DAVIDSON, SIEVER,1993). O antagonismo em 

receptores D2, característico de antipsicóticos típicos, é menos proeminente com a 

clozapina (MELTZER,1998). Por ter características distintas das medicações até então 

disponíveis (JANNH,1995), a clozapina é considerada um antipsicótico atípico 

(BUCHANAM,1995). Entre essas características, podemos citar a eficácia legítima em 

30-61% das psicoses refratárias às abordagens com antipsicóticos típicos (HOLFER, 

HUMMER, KEMMER, 2003) e a baixa incidência ou o adiamento das manifestações 

extrapiramidais e da discinesia tardia (DT) (KANE,1993; SACGEDEV,1995). Também se 

observou melhora dos sintomas negativos (anergia, anedonia, avolição, embotamento 

de afeto) e das funções cognitivas e sociais e redução da agressividade 

(LIEBERMAN,1994; BUCHANAM,1995; KANE1989; ABREU1995).  

 

 Portanto, já está bem estabelecido que a clozapina é o antipsicótico de escolha 

para os pacientes portadores de esquizofrenia, sendo considerado medicamento-padrão 
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por contar com o maior número de estudos e mostrar os melhores resultados para esta 

população (LINDENMAYER, 2000). Desde sua reintrodução, a clozapina foi indicada 

especificamente para os pacientes refratários à medicação convencional (KANE ET AL., 

1988), e, embora a clozapina promova bons resultados, observa-se que 30% a 40% dos 

pacientes refratários não respondem também a este antipsicóticos (TAYLOR ET AL., 

2001), sendo tais pacientes denominados “respondedores incompletos” ou portadores 

de “esquizofrenia super-resistente a tratamento antipsicóticos” (HENNA NETO, 2001). 

Uma das estratégias para o tratamento destes pacientes é a associação da clozapina 

com outros medicamentos, proporcionando, assim, uma potencialização antipsicóticos 

(LIEBERMAN ET AL., 1998). 

 

Estudos mostraram alta eficácia deste fármaco no antagonismo de outros tipos de 

receptores (como D1 e D4), receptores serotonérgicos 5HT2A/C, 5HT3, 5HT6; 

muscarínicos M1-5 e histamina H1, além exercer ação sobre a transmissão de glutamato 

no córtex cerebral (KAPCZINSKI.,2011) 

 

Uma das estratégias para redução dos sintomas da DT é a substituição dos 

antipsicóticos típicos por um atípico. Fármacos como a clozapina, que bloqueiam de 

modo balanceado receptores D1 e D2, teriam menor propensão para causar DT. Outra 

vantagem farmacodinâmica da clozapina seria o bloqueio de heterorreceptores pré-

sinápticos 5-HT2 em neurônios dopaminérgicos nigrais, o que aumenta a liberação de 

dopamina na fenda sináptica por desinibição (LIDDLE, 1993). 

 

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

movimento 

 
 

Os núcleos da base têm um importante papel no movimento voluntário normal. 

Observações clínicas primeiramente sugeriram que estes núcleos estariam envolvidos 

no controle dos movimentos e na produção de alterações do movimento. De fato, o 

exame post mortem de pacientes com doença de Parkinson, Huntington e hemibalismo 
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revelou alterações patológicas nestes núcleos. Estas doenças apresentam 3 

características de distúrbios motores: (1) tremores e outros movimentos involuntários, (2) 

alterações de postura e tônus muscular, (3) lentidão dos movimentos sem paralisia. 

Portanto alterações nos núcleos da base podem levar a redução do movimento 

(Parkinson) ou movimento excessivo (Huntington e discinesias). (GUYTON E 

HALL,2006) 

Os quatro principais núcleos do núcleos da base são: estriado, globo pálido, 

substância negra e núcleos subtalâmicos. O estriado por sua vez, se divide em caudado, 

putame e estriado ventral (que inclui o núcleo accumbens estando relacionado 

principalmente a modulação de aspectos emocionais). Estes núcleos estão 

interconectados e apresentam projeções para o córtex cerebral, tálamo e certos núcleos 

do tronco cerebral, sendo o estriado o maior receptor de impulsos de entrada 

provenientes do córtex cerebral, tálamo e tronco cerebral. Seus neurônios se projetam 

para o globo pálido e substância negra (Figura 2).  (GUYTON E HALL,2006) 

Todas as áreas do córtex enviam projeções excitatórias glutamatérgicas para 

porções específicas do estriado. Além disso, este núcleo recebe projeções excitatórias 

do tálamo, projeções dopaminérgicas do mesencéfalo e serotonérgicas dos núcleos da 

rafe. Em torno de 90-95% dos tipos celulares do corpo estriado são compostos por 

neurônios espinhosos médios GABAérgicos de projeção. O estriado também apresenta 

dois tipos de interneurônios inibitórios: grandes neurônios colinérgicos e pequenas 

células contendo somatostatina, neuropeptídeo Y e óxido nítrico sintase (NOS). Estes 

interneurônios são responsáveis pela redução da atividade de neurônios levando 

impulsos de saída estriatais. Embora pequenos em número são responsáveis pela 

maioria da atividade tônica estriatal.   (GUYTON E HALL,2006) 
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Figura 2: circuito da alça motora através dos gânglios da bases. Via 

excitatória (+) e via inibitório ( - ) 

 

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

 

Os dois núcleos de saída de informações dos núcleos da base são o segmento 

palidal interno e a substância negra pars reticulata (SNpr). Estes núcleos fazem uma 

inibição tônica do tálamo e do tronco encefálico. Esta saída inibitória é modulada por 

duas vias paralelas que se estendem dos núcleos estriatais para os dois núcleos de 

saída (tálamo e núcleos do tronco encefálico): Vias direta e indireta. A via indireta passa 

primeiramente pelo pálido externo e de lá para os núcleos subtalâmicos em vias 

puramente GABAérgicas. Finalmente esta via vai do núcleo subtalâmico para os núcleos 

de saída através de neurônios glutamatérgicos (Figura 2). Quando ocorre ativação da 

via direta do estriado para o pálido os neurônios tonicamente ativos do pálido são 

brevemente suprimidos, permitindo, então, que o tálamo e em último o córtex possam 

ser ativados. Em contraste, a ativação fásica da via indireta aumenta a inibição talâmica. 

Projeções dopaminérgicas provenientes da SNpr controlam esta via de maneira que os 

neurônios da via direta apresentam receptores D1 o que facilita a transmissão nesta via. 

Ao contrário, na via indireta receptores D2 inibem a transmissão (Figuras 3 e 4). 

(GUYTON E HALL,2006) 

Os distúrbios de movimento via de regra resultam de um desequilíbrio nas vias 

direta e indireta. De fato, o comportamento motor normal depende do equilíbrio entre as 

vias direta e indireta do estriado para o pálido.  Movimentos hipercinéticos, como no caso 
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Huntington e discinesias, são caracterizadas por atividade motora excessiva.  Em termos 

simplórios a sub-ativação da via indireta está relacionada aos distúrbios hipercinéticos. 

(GUYTON E HALL,2006)   

 

Figura 3: regulação fisiologica do movimento através da Via direta 

 

Fonte: (GUYTON e HALL 1996). 
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Figura 4: regulação fisiologica do movimento através da Via Indireta 

 

 Fonte: (GUYTON E HALL 1996). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  



28 
 

 

1.2 As vias de dopamina no sistema nervoso central: implicações para os efeitos 

terapêuticos e colaterais dos antipsicóticos 

 

 O antagonismo de receptores da dopamina é responsável pelo efeito terapêutico 

dos antipsicóticos, mas esse mecanismo também resulta em importantes efeitos 

colaterais extrapiramidais. A razão para tais efeitos pode ser prontamente deduzida pelo 

entendimento da função das vias dopaminérgicas relacionadas com controle do 

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

 

 

 

 

A dopamina é sintetizada por neurônios cujos corpos localizam-se no tronco 

cerebral e se projetam por diferentes vias. A via meso-límbico-cortical origina-se da área 

tegmentar ventral (ATV) e se projeta para um núcleo do estriado ventral chamado 

accumbens (via mesolímbica). Ela também envia projeções para o córtex pré-frontal (via 

mesocortical), sendo parte do chamado “feixe prosencefálico medial” (WISE, 2005). 

Figura 5: Representação esquemática das vias de dopamina no sistema nervoso
central.  
A via meso-líbico-cortical projeta-se da área tegmental ventral para o núcleo acúmbens e para o córtex pré-frontal.
A via nigroestriatal da substância negra para o estriado dorsal. Enfim, no hipotálamo, está indicada a via túbero-
infundibular. Acesso:ttps://www.google.com.br/search?q=vias+de+dopamina 
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Outra via dopaminérgica projeta-se da substância negra para o estriado dorsal 

(caudado-putamen, nos núcleos da base), sendo integrante do “sistema extrapiramidal” 

(HEIMER, 2003). Os antipsicóticos, ao antagonizarem essa via a curto prazo, induzem 

os efeitos colaterais chamados “efeitos extrapiramidais”, que são alterações motoras 

como bradicinesia e acatisia, constituindo a chamada “síndrome Parkinsoniana”. Após o 

tratamento prolongado, essas fármacos induzem uma nova homeostase nas 

neurotransmissões dopaminérgica e colinérgica envolvidas com a função dos núcleos da 

base causando movimentos involuntários da face e das extremidades, ou seja, a 

discinesia tardia (CASEY,1994). 

 

 

1.3 DISCINESIA TARDIA 

 

A DT é uma alterações neurológica relacionada principalmente ao uso prolongado 

de fármacos bloqueadoras de receptores dopaminérgicos centrais,nas vias 

dopaminérgicas nigroestriatais pode causar supraregulação desses receptores , o que 

pode levar ao aparecimento de uma condição motora hipercinética (DALE,1950). A 

síndrome caracteriza-se por movimentos repetitivos, involuntários, hipercinéticos, mais 

comumente afetando a região orofacial, manifestados como protusão da língua, 

movimento de beijar, mastigar e franzir. Essas manifestações de movimentos são 

usualmente denominadas na clínica de coreiformes na psiquiatria e de estereotipias na 

neurologia (BASSIT,1999).  
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Fonte: (STHAL.,2014) 

 

  

Dada a importância desse distúrbio, nas últimas três décadas, diversos trabalhos 

vêm 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 involuntários (BASSIT,1999). 

 

1.4 Epidemiologia 

A DT acomete pelo menos 20% dos indivíduos em uso de antipsicóticos, com 

taxas de incidência para novos casos de aproximadamente 3 a 5% ao ano. Essa 

incidência parece ocorrer de maneira cumulativa e chegar a 30% entre os idosos 

expostos ao uso crônico de antipsicóticos (KANE,1995). Na população que usa 

antipsicóticos típicos, a prevalência média gira em torno de 15% a 25% para a DT. 

Discinesia Tardia

O bloqueio dos receptores D2 na via 
dopaminérgica nigroestriatal provoca 

Essa suprarregulação pode levar à 
discinesia tardia 

A B

Figura 6: Discinesia Tardia induzida por antipsicóticos 
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 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 antipsicóticos. Quando o antipsicótico é descontinuado, estima-

se que 5% a 40% dos casos em geral, e 50% a 90% dos casos leves, regridam, 30% 

deles em três 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 crônico de receptores dopaminérgicos, particularmente 

receptores D2 e possivelmente D3. Os antipsicóticos típicos como o haloperidol se ligam 

fortemente aos receptores D2 por um longo tempo em comparação com agentes 

atípicos. Portanto, estes fármacos apresentam uma melhor eficácia antipsicóticos, mas 

uma maior propensão a causar DT do que os fármacos atípicos, os quais apresentam 

um menor grau de antagonismo de receptor D2, bem como uma rápida dissociação (12-

24 h após uma dose única) destes receptores, o que justifica o menor risco de DT com 

estes fármacos (SEEMAN P, 2010). Além da dopamina, outros neurotransmissores estão 

envolvidos na DT, especialmente os 5HT2 que são amplamente distribuídos no estriado 

e acredita-se estarem envolvidos na modulação da atividade motora pela interação com 

a neurotransmissão dopaminérgica (SEGMAN RH, HERESCO-LEVY U, FINKEL B, ET 

AL, 2001). A alta atividade bloqueadora de receptores 5HT2 por antipsicóticos atípicos 

combinada com sua baixa ocupação de receptores D2, tem sido considerada como uma 

estratégia de proteção contra DT pela ausência de supra-regulação de receptores D2 

observada no tratamento com estes fármacos (SEGMAN RH, HERESCO-LEVY U, 

FINKEL B, ET AL, 2001; GLAZER WM, 2000). 

 
 

Uma das principais teorias sobre a patogênese da DT é a supra-regulação de 

receptores D2 pós-sinápticos com supersensibilidade destes receptores causada pelo 

tratamento com antipsicóticos. Esta teoria é difícil de provar, mas é reforçada pela 

observação 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 antipsicóticos em tratamento pode exacerbar ou causar DT.  Como os 

receptores D2 são inibitórios expressos em neurônios espinhosos médios que se 

projetam na via indireta, sua hipersensibilidade pode resultar em uma desinibição do 

globo pálido interno e núcleo subtalâmico, produzindo uma variedade de movimentos 

hipercinéticos (TEO JT, EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012). Porém, a teoria da 

supersensibilidade de receptores dopaminérgicos e a supraregulação destes receptores 

não pode explicar o fato da DT persistir por anos e até décadas após a descontinuação 

dos antipsicóticos, desde que teoricamente os receptores dopaminérgicos na falta de 

bloqueio contínuo seria esperado reduzirem seu número devido a uma infra-regulação. 

   

De acordo com a teoria recentemente proposta “plasticidade sináptica mal 

adaptada”, a hipersensibilidade de receptores D2 e alterações degenerativas de 

neurônios causada por aumento do estresse oxidativo pode resultar em efeitos 

secundários na plasticidade de sinapses glutamatérgicas em interneurônios estriatais, 

causando um desequilíbrio entre as vias estriatais direta e indireta e, portanto, 

produzindo um impulso de saída anormal para o córtex sensoriomotor (TEO JT, 

EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012).  A plasticidade cortical mal adaptada acoplada com o 

impulso de saída anormal dos núcleos da base, pode levar a formação de programas 

motores mal codificados e movimentos anormais. 

A hipótese neurodegenerativa da DT é reforçada pela irreversibilidade dos 

sintomas após a descontinuação do fármaco (ELKASHEF AM, WYATT RJ, 1999). Os 

proponentes desta hipótese sugerem que os antipsicóticos podem aumentar a 

peroxidação lipídica e a formação de radicais livres, levando a dano neuronal e 

degeneração de sistemas neurotransmissores. Modificações estruturais do cérebro, 

incluindo perda neuroral e gliose dos núcleos da base após exposição prolongada a 

antipsicóticos foram identificadas em estudos animais e em cérebros humanos 

posmortem (KIRIAKAKIS V, 1998). A hipótese neurogedenerativa se mistura à hipótese 

oxidativa. Neste contexto, o bloqueio de receptores de dopamina leva a um aumento da 

renovação de dopamina que está associado com aumento da formação de radicais livres 

pela monoamina oxidase e também pela auto-oxidação da dopamina em radicais livres 
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e quinonas (Elkashef AM, Wyatt RJ, 1999; Cho CH, Lee HJ., 2012). O aumento da 

produção de radicais livres associado a um comprometimento do sistema antioxidante 

foi previamente demonstrada após a administração crônica de antipsicóticos (CADET JL, 

PERUMAL AS ,1990). 

 

Conforme supracitado, o metabolismo da dopamina leva a geração de espécies 

reativas de oxigênio, particularmente nos núcleos basais (BISHNOI et al., 2009). Este 

processo pró-oxidativo leva a danos aos neurônios gabaérgicos e interneurônios 

colinérgicos (IChs) (MILLER AND CHOUINARD, 1993). O GABA é o neurotransmissor 

mais encontrado nos núcleos da base e tem íntimas relações com os sistemas 

dopaminérgicos. Foram encontradas evidências de diminuição da atividade das vias 

gabaérgicas estriatais na DT. Interneurônios colinérgicos desempenham um papel 

central no circuito complexo que controla os movimentos voluntários (BONSI et al., 

2011).  

Danos no IChs têm sido implicados na fisiopatologia de várias doenças do 

movimento, tais como doença de Parkinson, distonia e DT (PISANI et al., 2007). 

Portanto, tem sido relatado que o movimento hipercinético associado com DT reflete um 

desequilíbrio dopaminérgico e colinérgico com uma relativa dominação dopaminérgica, 

devido a uma hiperfunção dopaminérgica absoluta ou hipofunção colinérgica 

(TAMMINGA E WOERNER, 2002).  Miller e Chouinard (1993) propuseram que DT ocorre 

como um resultado do dano e/ou degeneração do IChs. Em linha com essas hipóteses, 

vários experimentos pré-clinicos têm repetidamente reportado que células colinérgicas 

no estriado são perdidas ou reduzidas em quantidade, após a exposição prolongada ao 

haloperidol (MAHADIK ET AL., 1988; JESTE ET AL., 1992; GRIMM ET AL., 2001). Na 

grande maioria dos estudos, a avaliação da função colinérgica cerebral e sua relação 

com a DT está baseada em danos morfológicos (imuno-histoquímica para 

acetilcolinesterase (AChE) (enzima responsável pela síntese de acetilcolina) (GRIMM ET 

AL., 2001) ou bioquímicos (atividade enzimática de ChAT ou AChE).  

A DT é também associada a um desequilíbrio entre D1 e D2 nos gânglios basais 

(TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores mostraram IChs que expressam 

D1- D5 como subtipos de receptores estriatais (YAN E SURMEIER., 1997), são 
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principalmente somatodendríticos e despolarizam a célula (promovendo a abertura não 

seletiva de canais de cátions e o fechamento de canais de K+) , assim aumentando 

liberação ACh , enquanto que a ativação de receptor  D2 diminui a neurotransmissão 

colinérgica (YAN ETAI., 1997). 

 

 

1.5.1 Fatores de risco para Discinesia tardia (DT) 

 

 Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DT são: idade avançada, 

sexo feminino quando acima de 65 anos, fatores genéticos possivelmente ligados ao 

metabolismo de fármacos, ingestão de álcool e o uso de fármacos ilícitas e lícitas (fumo). 

Além destes fatores doença como: diabetes mellitus, os transtornos de humor e mentais 

orgânicos, a presença de alterações neurológicas ou estruturais. A presença de sintomas 

extrapiramidais agudos é um forte preditor de risco. O tratamento intermitente com 

antipsicóticos típicos parece aumentar o risco de DT (BASSIT,1999) 

 

Tabela 2: Fatores de riscos para DT 

Fatores de risco: 

 

 idade avançada; 

  sexo feminino quando acima de 65 anos;  

 fatores genéticos possivelmente ligados ao metabolismo de fármacos; 

  ingestão de álcool;  o uso de  fármacos ilícitas e lícitas (fumo);  

  doença como: diabetes mellitus;  os transtornos de humor e mentais orgânicos;  

a presença de alterações neurológicas ou estruturais e, dentre os quadros 

esquizofrênicos, aqueles com predomínio de sintomas negativos;  

  Presença de sintomas extrapiramidais agudos (forte preditor de risco);  

  O tratamento intermitente com antipsicoticos tipicos  parece aumentar o risco de 

DT. 

 

 Adaptado por, Oliveira, G.V. 
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Segundo Bassit e Louzã (1999), o emprego de eletroconvulsoterapia não 

predispõe à DT, ao contrário 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 

ausência de relação causal. Estudos realizados por Ghandirian e colaboradores em 

1996, mostraram que o uso de lítio com antipsicóticos aumenta o risco de DT. 

 

1.5.2 Modelo animal de Discinesia Orofacial   

 

Com o intuito de estudar os mecanismos relacionados à fisiopatologia da DT em 

humanos foram criados modelos animais para esta finalidade. Estes modelos, portanto, 

devem apresentar algumas características semelhantes à DT, por exemplo, serem 

induzidos pela administração prolongada de antipsicóticos. O modelo que tem sido 

utilizado para investigar a fisiopatologia e possíveis tratamentos para DT é o modelo de 

indução de MMV em roedores pela administração 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 antipsicóticos que 

assemelham-se aos movimentos orais da DT, caracterizados por rápidas depressões da 

mandíbula que lembram a mastigação, mas não são desencadeados por estímulos.  

Podem ser modelos devido a validade de face (sintomas lembram os humanos) e de 

construto (ocorre após o tratamento crônico com antipsicóticos) (NAIDU et al., 2003). 

 

 

 

 

1.6 VITAMINAS B   

 

As vitaminas B são substâncias orgânicas que exercem funções em diferentes 

processos metabólicos. Consistem em: tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), ácido 
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pantotênico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), ácido fólico (B9) cianocobalamina (B12). 

O ácido para-amino-benzóico (PABA) às vezes também é incluído neste grupo 

(MAHFOUZ et al., 2009). No presente estudo abordaremos apenas três: B1, B6 e B12. 

Apesar de possuírem estruturas químicas diferentes e atividades biológicas 

diversas, essas vitaminas foram agrupadas em um único complexo por terem sido 

isoladas inicialmente da mesma fonte, leveduras e fígado. Por serem substâncias 

hidrossolúveis as vitaminas do complexo B não são armazenadas em quantidades 

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

O metabolismo destas substâncias está interligado, o que pode explicar a 

deficiência 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 fração termolábil do extrato do farelo de arroz, que foi 

denominada vitamina B1 ou Tiamina. 

A Tiamina é composta quimicamente por uma pirimidina substituída e um 

componente tiazol (SHEU et al.,1998) 

 

 

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

A Tiamina, apresenta ação anti-neurítica e é fundamental para o metabolismo dos 

carboidratos, proteínas e gorduras, pois em combinação com o fósforo forma a coenzima 

tiaminapirofosfato (TPP) que participa da reação de descarboxilação do piruvato a 

acetato e acetil CoA, substância doadora de energia no ciclo de Krebs. A TPP também 

participa da descarboxilação de outros alfa – cetoácidos derivados de aminoácidos. A 
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redução da atividade desta enzima, resultante da deficiência da vitamina, compromete 

não só o metabolismo energético, mas também a síntese de ácidos nucléicos, 

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

 

As reservas corporais de tiamina concentram-se na musculatura cardíaca e 

esquelética, fígado, rins e Sistema Nervoso Central. A deficiência desta vitamina acarreta 

sintomas como: fadiga, depressão, anorexia e instabilidade emocional em casos iniciais 

(ou crônicos) e na forma aguda levam à confusão mental, incoordenação motora e 

paralisia de nervo ocular. Podem aparecer também sintomas gastrointestinais e 

insuficiência cardíaca (SHEU et al.,1998) 

 

A deficiência grave pode causar alterações neuropsiquiátricas como as síndromes 

de Wernicke-Kosakoff (encefalopatia alcoólica), tendo como sinais e sintomas confusão 

mental, distúrbios oculomotores e ataxia. O quadro pode evoluir para a psicose de 

Kosakoff que tem como principal característica o quadro de amnésia, onde a memória 

imediata está intacta, mas a memória de curto prazo está comprometida, assim como 

alterações cardiovasculares ocorrem habitualmente como taquicardia, hipotensão 

postural e anormalidades eletrocardiográficas, que resolvem após a administração de 

tiamina (SHEU et al.,1998). 

 

A vitamina B6 ou piridoxina foi isolada em 1930. Há tradicionalmente três 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 

fosforilação da piridoxina. As três 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 aldeído, o fosfato de piridoxal (PLP), é a forma ativa 

da vitamina B6. Para transportar o grupo amino, as enzimas aminotransferases requerem 

a participação da PLP. As vitaminas B2 e B3 são necessárias para a conversão das 

diferentes formas da vitamina B6 (MAHFOUZ et al., 2009).  

 

 

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

 

A importância da vitamina B6 está na sua participação como coenzima em 

reações enzimáticas chaves dentro do organismo que engloba desde o metabolismo da 

metionina, envolvido na via da metilação que quando alterada pode levar a problemas 

desde má formação (por exemplo, fechamento incompleto do tubo neural) até acúmulo 

de uma substância altamente inflamatória como a homocisteina cujos trabalhos vem 
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mostrando seu envolvimento na gênese da formação de placas ateroscleróticas, no 

processo inflamatório cerebral existente na Doença 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 excitatório, na atuação junto à enzima ácido glutâmico descarboxilase 

que converte glutamato em  GABA (ácido gama-aminobutírico), principal 

neurotransmissor inibitório, participando, portanto, em reações a nível cerebral que 

regulam o funcionamento do cérebro e, por conseguinte, podem gerar alterações no 

comportamento humano (MAHFOUZ et al., 2009)  

 

A cobalamina ou vitamina B12 se refere a um grupo de compostos nos quais o íon 

cobalto está presente. As ligações do cobalto são com o nitrogênio do 5,6-

dimetilbenzimidazol e com o cianeto nas preparações comerciais da vitamina na forma 

cianocobalamina. As formas de coenzima da cobalamina são a 5’-

deoxiadenesilcobalamina, no qual o cianeto é substituído pela 5’deoxiadenosina 

(formando uma ligação incomum carbono-cobalto), e a metilcobalamina, na qual o 

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

 

A vitamina B12 participa do metabolismo do aminoácido metionina e do ácido 

fólico, bem como da síntese de ácidos nucléicos sendo necessária para a mobilização 

(oxidação) de lipídeos e para a manutenção da reserva energética dos músculos. Sua 

participação na síntese de ácidos nucléicos faz com que sua deficiência prejudique a 

mitose, e portanto, afete marcadamente os tecidos que necessitam de uma alta taxa de 

renovação celular, como o tecido hematopoiético. Desta forma a anemia megaloblástica 

é um dos sinais de deficiência de cobalamina. A deficiência de vitamina B12 leva à 

anemia perniciosa (por ausência de fator intrínseco) ou megaloblástica. Podem aparecer 

sintomas neurológicos associados, posteriores aos sinais e anemia, tais como, perda da 

memória, parestesias, diminuição da sensibilidade em membros inferiores e em casos 

avançados, desmielinização de neurônios da medula espinal. Sintomas gerais como 

anorexia e perda do apetite, além de diarreia e manifestações dermatológicas também 

são comuns. Os sintomas relacionados à anemia respondem melhor à suplementação 

de vitamina B12 do que os neurológicos (KARAKULA et al., 2009) 
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Estudo realizados por Sheu em 1998 com  ratos observou  que  a deficiência de 

tiamina reduz a atividade de enzimas dependentes de tiamina. No entanto, pesquisas 

realizadas em roedores com a administração de vitamina B6 mostraram atividade 

antioxidante, em células endoteliais expostas a 0,5 mmol/L de H2O2 (Mahfouz, 2009). 

Tal efeito  também  foi observado no fígado de rato e coração (Cabrini em 1998). A forma 

ativa da vitamina B6, Piridoxal 5-fosfato, funciona como uma coenzima em todas as 

reações de transaminação e descarboxilação, tais como a conversão de L-3,4- 

dihydroxyphenylalanine de dopamina e de glutamato para o GABA (Sorolla, 2010). 

 

A deficiência de vitamina B12 em animais roedores levou a um aumento dos 

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e lesões vasculares no endotélio assim como 

estresse oxidativo (Karakula,  2009).  

 

  

1.7 Justificativa e Relevância  

 

Apesar do advento dos antipsicóticos típicos como o haloperidol são estratégias 

terapêuticas eficazes para o tratamento dos sintomas positivos da esquizofrenia, bem 

como nos casos refratários da doença. Estes fármacos são baratas, mas seu uso se 

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

 

A DT é via de regra induzida por antipsicóticos sendo uma condição permanente 

em 30 a 50% dos pacientes que cessam a medicação (KANE., 1994). As primeiras 

descrições da síndrome faziam referência a movimentos involuntários e persistentes do 

tipo abrir e fechar a boca, mastigar, sugar e lamber os lábios. Mais tarde o quadro clínico 

foi ampliado, com a inclusão de movimentos coreo-atetósicos de dedos, mãos e pés, 

além de hipercinesias axiais no diafragma, acompanhadas de grunhidos e dificuldade 

respiratória. Em relação aos lábios foram descritos ainda movimentos de franzir e beijar 

( KANE., 1994).   

 



42 
 

 

Neste contexto, as vitaminas do complexo B podem se tornar eficientes 

coadjuvantes nas terapias com antipsicóticos típicos, além de minimizarem os efeitos 

adversos extrapiramidais como a DO são de baixo custo e fácil acesso à população o 

que pode permitir sua inserção na lista básica de medicações, sendo, portanto de 

utilidade para o Sistema Único de Saúde. Portanto, o uso concomitante de vitaminas B 

com antipsicóticos como o haloperidol acarretará possivelmente em um baixo custo para 

o tratamento da esquizofrenia. 
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II. 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: avaliação comportamental 
e mecanismo associado.  

 

Específicos: 

Para facilitar a leitura e compreensão do estudo neste trabalho os objetivos 
específicos foram dividido em capítulos listados a seguir: 

 

CAPITULO 1: 

 
 Estudar as Vitaminas do complexo B que  atenuam a discinesia orofacial induzida 

por haloperidol  em ratos: possível envolvimento de mecanismo antioxidante. 
 

 

CAPITULO 2: 

 

 Previnir as alterações na atividade da acetilcolinesterase induzidas por haloperidol 
pela co-administração de vitamina B em modelo animal de discinesia tardia 

 

CAPITULO 3:  

 

 Investigar a expressão de RNAm  dos  receptores dopaminérgicos dos tipos D1 e 
D2, muscarínicos M1 e da tirosina hidroxilase  em  ratos  administrados haloperidol 
e coadministrados com vitamina B12 e complexo B 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS  
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3.1 MATÉRIAS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS  

 

 

Tabela 3: Principais matérias utilizados nos experimentos 

MATERIAL MARCA/ MODELO  
 Balança analítica  Modelo H5, Mettler, Suíça 
 Centrífuga refrigerada Modelo Marathon 26KMR,Fisher 

scientific 
 Cubetas de plástico para 

leitura em espectrofotômetro 
Sarstedt, Alemanha Oriental 

 Espectrofotômetro Modelo Beckman Du 640b,Fullerton, 
CA, USA 

 Estufa para secagem Modelo 315 SEFANEM, SP, Brasil 
 Freezer -70 º C Modelo ULT2586-3D14,Revco 

Scientific, Inc Asheville, N.C.,USA 
 Homogeneizador manual Bellico, USA 
 Medidor de PH, modeloB374 Micronal,SP,Brasil 
 Espectrofotômetro extração NanoDrop® 
 Termociclador iQ5 BioRad® 

 

 

3.2 ANIMAIS  

 

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

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

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

caixa com livre acesso a ração padrão tipo Purina e água ad libitum. O peso dos animais 

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

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

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

Saúde e Serviços 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 

indução da DO. O comportamento dos animais foi avaliado no 7o dia de tratamento para 

avaliação da catalepsia, comportamento relacionado ao Parkinsonismo decorrente do 

bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2. Após 21 dias a DO foi avaliada.  O protocolo 

de prevenção envolveu a administração de vitaminas B sozinhas ou em associação 

administradas 30 min antes do haloperidol desde o primeiro dia de tratamento. Um grupo 

de animais recebeu o antipsicóticos atípico clozapina 25 mg/kg. Os animais controle 

receberam solução fisiológica por via intraperitoneal. As medicações foram preparadas 

a partir de comprimidos ou ampolas existentes no mercado. 

 

Os animais foram divididos em seis grupos, a saber: 

 

Os testes comportamentais foram realizados 30 minutos após o 1º, 7º e 21º dias 

de administração das fármacos. Após o 21° os animais foram sacrificados e retiradas 

suas áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo e núcleo da base), para análise 

*Clozapina 

Clozapina 25mg/kg 



48 
 

 

bioquímica. A avaliação da expressão do RNAm para da tirosina hidroxilase e dos 

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

Figura 11: Desenho experimental para testes comportamentais, bioquímicos 

e moleculares 

 

3.4 Protocolo I – Testes Comportamentais 

 

3.4.1 Determinação 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 ângulo de visualização. Os animais 

foram avaliados individualmente, avaliando o número de mastigações vazias, protrusões 

da língua. 

No presente estudo, movimento de mastigação no vazio (MMV) se refere a 

aberturas no plano vertical, não voltada para material físico. A protrusão da língua (PL) 

se refere ao comportamento estereotipado da  língua com saliências (captura da mosca 
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pela língua). A contagem foi interrompida sempre que o rato iniciava o grooming (NAIDU 

et al., 2003). 

 

3.4.2 Determinação da atividade da Catalepsia   

 

Neste teste, os membros anteriores do animal foram apoiados em uma barra 

rígida com 2 cm de espessura e 15 cm de altura. Os animais foram inicialmente 

habituados nessa barra durante 30 segundos e posteriormente medido o tempo em 

que eles permanecem imóveis com os membros anteriores sobre a barra. O tempo 

máximo de observação foram de 150s. O estado cataléptico foi considerado positivo 

quando o animal permaneceu imóvel na barra por um tempo maior ou igual a 60 

segundos, sendo determinada, tendência à catalepsia se os mesmos apresentarem 

tempos estatisticamente superiores aos dos animais controles (AHLENIUS & 

HILLEGAART, 1986). 

  

 
 
 
3.5 Protocolo II – Testes Neuroquímicos 

 

3.5.1 Dissecação das áreas cerebrais 

 

Imediatamente após os ensaios comportamentais os animais foram sacrificados 

por decapitação, os encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel alumínio 

em uma placa de Petri com gelo. O córtex foi divulsionado e rebatido para os lados, 

expondo parte do corpo estriado. O hipocampo e corpo estriado (caudado, putamen e 

núcleo acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento.   

Após a retirada do corpo estriado (CE) o rebatimento do córtex foi desfeito e 

removida em sua porção superior e mediana, uma extensão em torno de 3-5 mm, tendo 

como limite posterior um plano imaginário que dividia o cérebro em partes iguais, 
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anterior e posterior. A porção cortical assim retirada corresponde a área motora do 

córtex fronto-parietal (ZILLES; WREE, 1985). Além da porção superior e mediana foi 

dissecada a região mais anterior do frontal (córtex pré-frontal).  

Terminada a dissecação, cada área (córtex pré frontal, hipocampo, corpo 

estriado) foi colocada em papel alumínio devidamente identificada, pesada e 

conservada em freezer para uso posterior de 150s.  

 

3.6 Avaliação do Estresse Oxidativo após administração dos antipsicóticos 

 

3.6.1 Determinação da concentração de Glutationa Reduzida (GSH)  

 

Foram retirados 400μL do sobrenadante e adicionados a 320μL de água destilada 

e mais 80μL de ácido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 

rpm por 15 minutos. Em seguida foi recolhido 400μL do sobrenadante e acrescidos 

800μL de tampão Tris-HCl 0,4M, pH 8,9 e mais 20μl de DTNB 0,01M e após 1 minuto 

da reação foi feita a leitura da coloração em 412nm através de leitor de placas. A 

concentração de glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, 

tendo por base uma curva padrão. (SEDLAK E  HANUS, 1982 ) 

 

3.6.2 Avaliação da peroxidação lipídica (dosagem de malondialdeído)  

 

A peroxidação lipídica é uma das mais importantes expressões orgânicas do 

estresse oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigênio. O método 

mais empregado para a determinação do MDA em amostras biológicas é baseado na 

sua reação com o ácido tiobarbitúrico (TBA). Nesta reação, duas moléculas de TBA 

reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar uma solução 

de cor rosa, que tem absorbância máxima em pH ácido em 532 a 535 nm. O coeficiente 

de extinção deste cromóforo num comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 é de 1,56 

x 105 M-1.  
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Para a realização dos experimentos as áreas cerebrais foram homogeneizadas a 

10 % em uma solução de cloreto de potássio 1,19 % gelada. 

Após obtenção dos homogenatos 125 μl de cada sobrenadante foi adicionado a 

225 μl de tampão fosfato de potássio monobásico 50 mM, pH 7,4 e a 125 μl de um 

sistema catalisador contendo sulfato ferroso e ácido ascórbico em um tubo de ensaio. A 

reação foi interrompida pela adição de 250 μl de ácido tricloroacético 10 % e em seguida 

centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Após centrifugação o sobrenadante foi separado e 

acrescido a este 250 μl de ácido tiobarbitúrico 0,8 %. Após agitação essa mistura foi 

mantida em Banho Maria com água fervente (100 ºC) por 15 min e logo em seguida à 

retirada do Banho Maria foi colocada em um banho de gelo para o retorno da reação à 

temperatura ambiente. A leitura foi feita em espectrofotômetro com comprimento de 

onda ajustado para 532 nm. (HUANG et al., 1998) 

 

 

 

3.6.3 Determinação da atividade da acetilcolinesterase (AChE) 

 

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada segundo Ellman et al (1961), 

tendo como princípio a medida da velocidade de produção de tiocolina, à proporção que 

a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é hidrolisada. A coloração é medida em 

412 nm, através de um espectrofotômetro. 

A atividade enzimática é medida através da leitura da variação da absorbância por 

minuto, durante 3 minutos, sendo a reação linear durante pelo menos 10 minutos. A 

atividade específica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de 

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

 

Reação: 
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 No presente estudo os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato 10% e 

o homogenato (5 µL) foi adicionado a uma cubeta contendo 500 µL do tampão, 895 µl 

de água destilada e 50 µL de ácido ditiobisnitrobenzóico (DTNB) 0,01M  e  a  absorbância  

zerada.   

Após a absorbância ser deixada em zero a cubeta foi retirada e acrescentado 50µL 

de iodeto de acetiotiocolina (ATC) sendo a absorbância novamente registrada por 3  min  

em  412 nM. A atividade da enzima foi calculada como modificações na absorbância do 

minuto 3 para o minuto 0, relativo ao conteúdo de proteína contido no homogenato 

(LOWRY  et  al.,  1951) .   

 

3.6.4 Dosagem de Proteína- Método de LOWRY   

 

A quantidade de proteína em homogenatos foi determinada a 25°C utilizando 

albumina sérica bovina com padrão, de acordo com o método previamente descrito 

(LOWRY et al., 1951), que emprega duas reações de formação de cor para analisar a 

concentração protéica fotometricamente. Esta coloração foi medida em 750 nm, através 

de um espectrofotômetro.  

 

3.7 Protocolo experimental III - Determinação da expressão de receptores 

dopaminérgicos tipo I (D1), tipo II (D2), (M1) e tirosina hidroxilase 

 

3.7.1 Extração de RNA 
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O RNA das amostras foi isolado utilizando o kit de extração Aurum™ Total RNA 

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

Após a extração, as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 

NanoDrop® pela absorbância a 260nm. O grau de pureza do RNA foi avaliado pela 

relação 260/280nm.   

3.7.2 Síntese de cDNA  

Após isolamento e quantificação, o RNA extraído foi convertido em cDNA pela 

reação de transcriptase reversa. Para tal reação foi utilizada a enzima iScript cDNA 

Synthesis Kit (BioRad®). O protocolo de síntese seguiu as recomendações 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, então, submetido a reação de PCR em tempo real (qPCR), afim de 

se avaliar diferenças de expressão nos genes alvo, nos diferentes grupos estudados. 

As reações foram realizadas no termociclador iQ5 (BioRad®), utilizando o 

reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), conforme 

recomendado pelo fabricante. 

 Os oligonucleotídeos (primers) utilizados na amplificação dos genes alvo foram 

desenhados utilizando o programa OligoPerfectTM Designer (Invitrogen®) e encontram-

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

 

Tabela 4: Oligonucleotídeos utilizados nos estudos de expressão, constando:  gene em 
questão, sequência dos iniciadores e o tamanho esperado. 

Gene Primer Forward Primer Reverse Tamanho 

Amplicon 
(pb) 

D1 G T C T G T G A T C A T G G G G G T G T T T C T C C T C A G A G C C A C A G A A G G 86 

D2 G T A C C C A C C C T G A G G A C A T G A C A T C T C C A T T T C C A G C T C C T G 119 

TH C A G T A C A A G C A C G G T G A A C C A G C A G G C A T G G G T A G C A T A G A G 111 

M1 GAAGGGCAGCTCTGATGATTG TCCGCTCCCCAACTAGGTATT 96 

Β-
Actina 

A G A G C T A T G A G C T G C C T G A C G C A C A G G A T T C C A T A C C C A G G A 105 
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As reações foram conduzidas utilizando as seguintes condições de 

termociclagem: 95ºC por 10 min.; seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg; 52°C por 1 

min.; seguido da curva de dissociação de 87 ciclos de 52ºC a 95ºC por 30 seg.; variando 

a temperatura em 0,5ºC por ciclo.  

  Os valores quantitativos foram obtidos pelos valores de CT (“threshold cycle”), no 

qual o aumento do sinal associado à fase exponencial de amplificação do produto de 

PCR começa a ser detectado. O cálculo matemático utilizado para aferir a expressão dos 

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

A especificidade da reação de qPCR foi verificada através da curva de dissociação 

realizada ao final de cada amplificação. 

 

 

3.7.4  Primers  

3.7.4.1 Gene do receptor D1 

 Acesso: NM_012546 

 Gene: 1..2236 (Drd1) 

 CDS: 60..1400 

Foward: 5’ G T C T G T G A T C A T G G G G G T G T T 3’   

Reverse: 5’ T C T C C T C A G A G C C A C A G A A G G 3’ 
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3.7.4.2 Gene do receptor D2 

 Acesso: NM_012547 

 Gene: 1..2750 (Drd2) 

 CDS: 347..1681 

Foward: 5’ G T A C C C A C C C T G A G G A C A T G A  3’   

Reverse: 5’C A T C T C C A T T T C C A G C T C C T G 3’ 
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3.7.4.3 Gene M1 

 Acesso: NM_08077.1 

 Gene: 1..1383(Th) 

 CDS: 1..1383 

Foward: 5’ G A A G G G C A G C T C T G A T G A T T G 3’   

Reverse: 5’ T C C G C T C C C C A A C T A G G T A T T 3’ 
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3.7.4.4 Gene da enzima Tirosina Hidroxilase 

 Acesso: NM_012740.3 

 Gene: 1..1770 (Th) 

 CDS: 12..1502 

Foward: 5’ C A G T A C A A G C A C G G T G A A C C A 3’   

Reverse: 5’ G C A G G C A T G G G T A G C A T A G A G 3’ 
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3.7.4.5 Gene da Beta actina (padrão) 

 Acesso: NM_031144.2 

 Gene: 1..1296 (Actb) 

 CDS: 82...1209 

Foward: 5’ A G A G C T A T G A G C T G C C T G A C G 3’   

Reverse: 5’ C A C A G G A T T C C A T A C C C A G G A 3’ 
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Os primers foram criados pelo programa OligoperfectPrimer e a sequência de 

diferentes receptores de expressão gênica do RNAm, Forward e Reverse, foram 

confirmados através do programa BLAST.  

 

3.8 Análise Estatística 
 

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 significância de p< 

0,05.  
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IV.CAPITULOS  



61 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO 1  

 
 
 

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

 

Discinesia tardia (DT) é uma alteração motora grave relacionada a terapia 

antipsicótica, cuja fisiopatologia é associada ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo 

(EO) é resultado de um desequilíbrio entre as defesas antioxidantes e a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROS) no organismo. Esse desequilíbrio tem sido 

relacionado com a fisiopatologia de uma série de doenças, incluindo transtornos 

neuropsiquiátricos (HAMAI ET AL., 2006; JUNG ET AL., 2007; BERCK ET AL., 2011; LIU 

ET AL., 2012).  

As EROS são encontradas em todos os sistemas biológicos. Fisiologicamente o 

oxigênio (O2) sofre redução tetravalente com aceitação de quatro elétrons o que resulta 

na formação de água (H2O). Durante esse processo, metabolitos intermediários como o 

radical superperóxido (O2•), hidroperoxila (HO2
-), hidroxila (OH•) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) são produzidos. A redução completa do O2 deve acontecer dentro da mitocôndria, 

o que neutraliza as EROS (COHEN, 1989). Em face das reações univalentes da oxidação 

do O2 na cadeia transportadora de elétrons, a mitocôndria é considerada a maior 

formadora de radicais livres (GREEN ET AL, 2004).   

Em condições fisiológicas o corpo dispõe de mecanismos antioxidantes que 

conseguem neutralizar as EROS, porém em desequilíbrio por uma produção excessiva 

de EROS, por uma ineficiência do sistema antioxidante ou ainda pela combinação dos 

dois fatores, caracterizado o EO, um processo fisiopatológico que pode levar a toxicidade 

celular e até mesmo um dano ou morte da mesma. Esse sistema fisiológico antioxidante 

é constituído por agentes de ação não enzimática e enzimática (HALLIWELL, 2007; 

BARREIROS ET AL, 2006).   

O sistema de defesa não enzimático é composto por reagentes exógenos e são, 

normalmente, obtidos na alimentação. As vitaminas, sais minerais e compostos fenólicos 

são os mais evidentes, porém dentre os maiores destaques antioxidantes exógenos 

estão: vitamina C, betacaroteno, precursor da vitamina A e α-tocoferol, precursor da E. 

Dentre os sais minerais ferro, magnésio, cobre e selênio são sais minerais ativos no 

combate as EROs (PRASAD ET AL, 2007).   
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 O sistema de defesa enzimático inclui as enzimas Superóxido Dismutase (SOD), 

Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPS-Px), estas enzimas estão presentes tanto 

no citoplasma celular como na mitocôndria, local onde há maior produção de EROs. A 

SOD sofre dismutação e catalisa a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) a partir 

do radical superóxido (O2•). As enzimas CAT e glutationa peroxidase (GPS-Px) impedem 

o acúmulo de H2O2 que, apesar de não 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 acúmulo do (H2O2) por meio das reações de Fenton Haber-Weiss, formam o 

radical hidroxila (OH•), contra o qual não existe defesa enzimática. A GPS-Px reduz o 

H2O2 à água, mas para isso precisa da conversão da glutationa reduzida (GSH) em 

oxidada (GSSG), essa última promove ação oxidante em função da ligação dissulfeto 

existente em sua estrutura. Para completar o ciclo, a enzima Glutationa Redutase (GR) 

reduz a molécula de GSSG à sua forma reduzida em uma reação de oxidação da 

molécula de nicotinamida adenina de dinucleotídeo fosfato (NADPH) (KULAK ET AL., 

2013) (Figura 12) 

Assim, fica clara a importância do sistema glutationa, a saber, glutationa redutase 

(GR), pois é responsável pela recuperação da glutationa reduzida (GSH), o que 

possibilita a manutenção do ciclo redox da glutationa de forma íntegra e, permite assim 

o equilíbrio entre os sistemas de defesa enzimáticos (ROVER ET AL, 2001).   

A GSH está envolvida também na manutenção do estado redox de tiol, o qual 

modula processos redox-sensíveis, sendo desta maneira indispensável para a regulação 

do ciclo celular e diferenciação celular, a ativação de receptores, transdução de sinal e 

a ligação de fatores de transcrição para o DNA (KULAK ET AL., 2013). 
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FONTE: (DEVASAGAYAM et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Integração de defesa do sistema enzimático com conversão de O2 em H2O e 
suas etapas intermediárias. 
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Um dos danos causados diretamente pelas EROs é a peroxidação lipídica. Esse 

processo ocorre quando as EROs reagem com ácidos graxos poliinsaturados presentes 

nas membranas celulares e lipoproteínas, o que resulta na formação de radicais lipídico 

(L•), alcoxila (LO•) e peroxila (LOO•), que, por sua vez degradam a estrutura lipídica da 

membrana celular. Em função disto, há perda da seletividade na troca iônica e liberação 

do conteúdo de organelas, como enzimas hidrolíticas dos lisossomos, e formação de 

produtos citotóxicos, podendo resultar em morte celular (Hershko, 1989; Lima & abdala, 

2001)  

A partir da peroxidação lipídica são formados produtos secundários como alcanos, 

aldeídos e isoprostanos, estes produtos são usados como marcadores biológicos, 

desempenhando desta maneira a função de indicativos de EO e dano celular. O 

Malondialdeído (MDA) é um dos marcadores biológicos mais utilizados. Sua 

sensibilidade ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) permite sua identificação através da 

formação de coloração rosa (DEVASAGAYAM et al, 2003). (Figura 13).   
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Figura 13: Mecanismos envolvidos na indução da peroxidação lipídica. 

Reação em cadeia com formação de radicais lipídicos nas fases de iniciação, propagação e 
terminação. Formação de MDA a partir do radical peroxila (DEVASAGAYAM et al., 2003). 

 

Todos os tecidos corporais estão suscetíveis aos danos causados pelas EROs, 

porém o sistema nervoso central (SNC) devido ao seu grande consumo de O2 e ainda 

baixa propriedade antioxidante, apresenta maior vulnerabilidade em desenvolver o EO 

(OLMEZ & OZYURT, 2012; KHAIROVA ET AL., 2012).  

O cérebro é um órgão abundante em ácidos graxos poliinsaturados, que agem 

como substrato para a formação de peróxidos lipídicos, ele contém grande quantidade 

de ferro livre que é formador do radical OH e, além disso, é formado basicamente por 

células estáveis onde a maturidade é estabilizada por volta de 30 anos de idade. Essas 

caraterísticas tornam este órgão extremamente vulnerável ao desenvolvimento de 

injúrias, principalmente as relacionadas ao EO (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1989). 

 Como o EO está envolvido na fisiopatologia da DO, no presente capítulo nossa 

hipótese de trabalho foi que o haloperidol seria capaz de causar um desequilíbrio 

oxidativo e que o efeito preventivo das vitaminas B estaria relacionado a um 

restabelecimento da função oxidativa normal. 
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OBJETIVO 

 

O presente capítulo teve como objetivo: 

 

 Avaliar a indução de MMV e PL por haloperidol em ratos; 

 

 Avaliar o tempo da catalepsia induzida por haloperidol em ratos; 

 

 Determinar os níveis de defesas antioxidantes no corpo estriado de animais 
pertencentes aos grupos controle e tratado, utilizando como parâmetro os níveis 
de GSH;  
 

 Verificar os níveis de dano às membranas celulares através da determinação da 
peroxidação lipídica no corpo estriado dos animais controle e tratado, através do 
marcador MDA.  
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RESULTADO 

 

1. Avaliação 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 comparação 

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 alterações comportamentais estão associadas à DO. A 

coadministração 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 coadministração 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 mastigação no vazio e protusão da língua em animais 
submetidos ao tratamento com haloperidol e vitaminas B.  

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

 

   Os animais foram tratados com haloperidol para avaliação 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 avaliação 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 redução 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: Avaliação 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 7º e 21ºdias submetidos às 
metodologias comportamentais. N°de animais: 6-8  ap<0,05 vs. controle, bp<0,05 vs. HAL 
7, cp<0,05 vs. HAL 21. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.    
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3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Ocorreu redução dos níveis 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-administração de 

vitamina B1, vitamina B12 ou coquetel de vitamina B preveniu significativamente (P 

<0,05) a diminuição dos níveis de GSH observada pelo tratamento com HAL (Fig. 16). A 

fim de determinar a magnitude da peroxidação lipídica no CE seguindo DO induzida por 

HAL, os níveis de MDA foram determinados. Haloperidol aumentou os níveis de MDA [F 

(5,43) = 12,29, P <0,01], enquanto que a co-administração de B1, B6, B12 ou do coquetel 

de vitamina B preveniu o aumento dos níveis de MDA induzido por HAL (P <0,001) (Fig. 

17). 
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Figura 16: Avaliação dos níveis 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 21º dia submetidos às 
metodologias bioquímicas. N°de animais: 6-8  ap<0,05 vs. controle, bp<0,05 vs. HAL, 
ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.    
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Figura 17: Avaliação dos níveis 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 21º dia submetidos às 
metodologias bioquímicas. N°de animais: 6-8  ap<0,05 vs. controle, bp<0,05 vs. HAL, 
ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.    
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DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo, a administração crônica de HAL aumentou significativamente os 

movimentos de DO e PL. Estes parâmetros comportamentais são utilizados para modelar 

os aspectos clínicos da DO, bem como prever potenciais agentes terapêuticos potenciais 

no tratamento da DO (BISHNOI et al., 2009). 

 

A administração crônica por via intraperitoneal do HAL em ratos aumenta 

significativamente os movimentos de DO o está relacionado a um efeito DT-símile 

(ROPKE et al., 2014)   

 

No nosso estudo a administração crônica de HAL causou dano oxidativo 

evidenciado pelo aumento significativo dos níveis de MDA (peroxidação lipídica) e pela 

diminuição dos níveis de GSH no corpo estriado de ratos. Estas alterações nos 

parâmetros de estresse oxidativo induzido pelo tratamento HAL já 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 avaliação da GSH se justifica visto que o tripeptídeo 

glutationa (g-glutamil-cysteinyl-glicina) é o principal antioxidante intracelular. Além disso, 

enzimas tais como as peroxidases de glutationa usam GSH como um cofator para a 

conversão de H2O2 para água (YUDKOFFET al., 1990). Na falha deste e outros 

mecanismos a principal consequência do estresse oxidativo são danos às 

macromoléculas celulares por adição de elétrons livres para ácidos graxos, causando 

peroxidação lipídica (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 crônico com HAL, evidenciado pela diminuição do número de MMV e 

PL. Ambas as vitaminas B1 e B12, e coquetel também impediram as alterações em 

parâmetros de estresse oxidativo induzido pelo HAL (ou seja, preveniram o aumento de 
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MDA e diminuição dos níveis de GSH). Até onde sabemos este foi o primeiro estudo pré-

clínico explorando o possível envolvimento do efeito antioxidante de vitaminas do 

complexo B em seu efeito benéfico em DO. Curiosamente, apenas a vitamina B6 não 

alterou os níveis de GSH embora foi capaz de prevenir o desenvolvimento DO e diminuir 

os níveis de MDA. Assumimos que esta vitamina poderia estar agindo por meio de outros 

mecanismos antioxidante, que não foram avaliados neste estudo (ou seja modulação da 

SOD e catalase). 

 

O propósito de estudar a prevenção de DO utilizando vitaminas do complexo B 

veio de alguns estudos sobre o uso da piridoxina (Vitamina B6) no tratamento de 

pacientes sofrendo de alterações extrapiramidais pelo uso de fármacos antipsicóticas 

(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 redução de sintomas DO, mas de 

acordo com os autores, os mecanismos específicos desta atenuação não 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 antipsicóticos típicos 

(MIODOWNIK et al., 2003). 

 

Várias linhas de evidência sugerem que a tiamina (vitamina B1) pode servir como 

um composto antioxidante. Em ratos, a deficiência 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 H2O2 (MAHFOUZ et al., 2009). Este efeito também foi 

observado em fígado e coração de rato (CABRINI et al., 1998). Piridoxal 5-fosfato, a 

forma ativa de vitamina B6 age como uma coenzima em todos reações de 

transaminação, e em alguns reações de descarboxilação e desaminação, tais como a 

conversão 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 regulação da síntese 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 regulação da síntese de neurotransmissores (por exemplo, a 

serotonina) e fosfolípidos que são componentes estruturais da bainhas de mielina e de 

receptores de células neuronais. A deficiência de vitamina B12, leva à ativação de 

receptores de N-metil-D-aspartato, lesões no endotélio vasculare, e estresse oxidativo 

(KARAKULA et al., 2009). Juntas, estas atividades da vitamina B12, proporcionam uma 

explicação para as propriedades antioxidantes do presente composto, tal como 

observado no presente estudo. 

 

A prevenção do estresse oxidativo induzido por HAL após a administração de cada 

vitamina B (B1, B6 e B12) sozinho, e em combinação, pode ser devido a distinta e vias 

sobrepostas. No entanto, um efeito sinérgico não foi observado no presente estudo. Isto 

pode ter sido devido ao fato de cada tratamento for altamente eficaz em aliviar DO (isto 

é, uma redução de 95% no PL e MMV). Assim, o modelo pode carecer de sensibilidade 

para detectar diferenças 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 voluntário onde os 

membros estranhamente permanecem em posições 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 posição em que são colocadas, proporcionando um método 

comportamental robusto para estudar disfunção nigrostriatal. A catalepsia também pode 

estar associada com transtornos psicóticos (por exemplo, catatonia), toxicidade do 

fármaco no sistema nervoso, e outras condições. Portanto, a catalepsia é usada como 
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um modelo de sistema extrapiramidal (HOFFMAN E DONOVAN, 1995) e para o rastreio 

de fármacos antiparkinsonianas (LORENC-KOČÍ et al., 1996). 

 

A acinesia induzida por HAL é o resultado do bloqueio de receptores D2 no ST 

(ELLENBROEK et al., 1985). A depleção de catecolaminas e outras hipóteses 

neuroquímicas têm sido propostas para o desenvolvimento da catalepsia tais como 

alterações na neurotransmissão GABAérgica, colinérgica, glutamatérgica e 

serotonérgica na via nigro-estriatal (NEAL-BELIVEAU et ai, 1993;. OKUYAMA, 1999; 

BAZIAN, 2001).  

 

Pesquisadores acreditam que o desequilíbrio oxidativo em neurônios 

dopaminérgicos da substancia negra seja a principal causa de doenças 

neurodegenerativas como a doença de Parkinson. Portanto, as substâncias 

antioxidantes podem desempenhar um papel importante na prevenção de parkinsonismo 

e por interferirem no estresse oxidativo relacionado à progressão da neurodegeneração 

(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 prevenção 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 eficácia de vitaminas B foi mais pronunciado na prevenção de DO do que na 

catalepsia. Discinesia orofacial e catalepsia envolvem mecanismos biológicos distintos. 

Por exemplo, a fisiopatologia da DO envolve uma hipersensibilidades de receptores de 

dopamina como consequência do bloqueio crônico destes receptores induzida por 

fármacos antipsicóticos (MARGOLESE et al., 2005), ao passo que o Parkinsonismo está 

relacionado ao bloqueio de receptores dopaminérgicos (HIROSE, 2006). No entanto, 

estresse oxidativo está associado com o desenvolvimento de ambos as condições (ZAI 

et al., 2010). Todas as vitaminas B estudadas mostram efeitos antioxidantes. Portanto, 

os resultados deste estudo sugerem um importante papel de mecanismos antioxidantes 

na prevenção da DO induzida pelo tratamento crônico com haloperidol. 
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Capitulo 2 

  
 Prevenção de alterações na atividade da acetilcolinesterase induzidas por 
haloperidol pela co-administração de vitamina B em modelo animal de discinesia 
tardia.   
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INTRODUÇÃO 

 

 Danos aos interneurônios colinérgicos estriatais têm sido implicados na 

fisiopatologia de várias alterações do movimento, tais como doença de Parkinson, 

distonia e DT (Pisani et al. 2007). Por conseguinte, tem sido relatado que os movimentos 

hipercinéticos associados à DT refletem um desequilíbrio dopaminérgico-colinérgico com 

uma relativa dominância dopaminérgica devido à hiperfunção dopaminérgica absoluta 

ou hipofunção colinérgica (TAMMINGA E WOERNER 2002). 

 

Miller e Chouinard em 1993 propuseram que a DT ocorre como resultado de danos 

e/ou degeneração de interneurônios colinérgicos estriatais. Em linha com as hipóteses 

desses autores, várias experiências pré-clínicas têm repetidamente relatado que as 

células colinérgicas no estriado são perdidas ou reduzidas em quantidade após a 

exposição prolongada ao haloperidol e flufenazina (MAHADIK ET AL 1988; JESTE ET 

AL. 1992; GRIMM ET AL. 2001). Na grande maioria dos estudos, a avaliação da função 

colinérgica cerebral e sua relação com a DT é baseada em dados morfológicos (imuno-

histoquímica para colina acetil transferase-ChAT, a enzima responsável pela síntese de 

ACh) (GRIMM et al. 2001) ou análises bioquímicas (atividades enzimáticas 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 capítulo tem como objetivo: 

 

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

 

��

Conforme previamente mostrado no capítulo 1 do presente estudo a 

administração de HAL por 21 dias resultou em significativo aumento no número de 

movimentos de mastigação vazia (MMV) (p<0.001) e de protusão da língua (PL) 

(p<0.001) quando comparado aos ratos do grupo controle, conforme avaliado no dia 21. 

A co-administração de vitamina B com HAL reduziu significativamente o número de MMV 

e PL quando em comparação 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 número 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 número 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 administração crônica 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 coadministração 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 administração de clozapina durante 21 dias causou um aumento considerável 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: Avaliação da atividade enzimática da AChE no corpo estriado de 
animais tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.  

A administração crônica de haloperidol resultou numa diminuição significativa da 
atividade da AChE em 71 %, em comparação com os animais controle. A análise post-
hoc revelou que a coadministração de haloperidol com vitamina B1 , B6 , B12 ou 
complexo de vitamina B aumentou a atividade da AChE em comparação com os animais 
controle e animais tratados com haloperidol. N°de animais: 6-8  a,bp< 0,05. ANOVA e 
Student Newman Keuls como pós-teste  vs. controle e haloperidol, respectivamente. 

 

 

Um decrécimo significativo de 95% na atividade de AChE também foi observado 

após o tratamento de HAL no CPF (Fig. 19). A coadministração de HAL com vitamina 

B1, B6, B12 ou complexo de vitamina B, assim como a fármaco 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: Avaliação da atividade enzimática da AChE no córtex pré-frontal de 
animais tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.  

N°de animais: 6-8  a,bp< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pós-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 coadministração de 

HAL com vitamina B1, B6 e somente clozapina aumentaram significativamente a 

atividade de AChE quando comparado aos ratos tratados somente com HAL. A 

coadministração 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 à 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: Avaliação da atividade enzimática da AChE no Hipocampo de animais 
tratados com vitaminas B e haloperidol ou clozapina.  

N°de animais: 6-8   a,bp< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pós-teste  vs. 
controle e haloperidol, respectivamente. 
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DISCUSSÃO 

 

Nossos resultados demonstram que a coadministração 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 áreas do cérebro são implicadas na 

fisiopatologia da DT (MAHADIK et al. 1988). Nossos achados também demonstraram 

que o reestabelecimento de atividade da AChE estava associado com reduções no 

número de MMVs e PLs induzidas por haloperidol. Esses modelos de parâmetros 

comportamentais são aspectos clínicos de DT, e evidências de estudos pré-clínicos 

sugerem que a prevenção de DO induzida por haloperidol é uma importante ferramenta 

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

 

 Para reforçar nossos achados relacionados aos mecanismos antidiscinésicos de 

vitamina B, a administração do fármaco antidiscinésica padrão, 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 muscarínicos (M1) 

(OLIANAS et al. 1999), nós podemos deduzir que quando as vitaminas B são associadas 

com haloperidol, elas devem prevenir a disfunção colinérgica induzida por este 

antipsicótico típico, apresentando, desta maneira, propriedades antidiscinésicas que são 

parcialmente relacionadas com a correção de alterações na neurotransmissão 

colinérgica induzidas por haloperidol. 

O uso clínico de fármacos dopaminérgicas, como o haloperidol, pode levar ao 

desenvolvimento de diferentes tipos de complicações motoras, como Parkinson, distonia, 

hipercinesia e comportamento estereotipado (MILLER E CHOUINARD 1993). Esses 

distúrbios motores causados por agentes dopaminérgicos são associados com um 

desequilíbrio entre a ACh estriatal e níveis de dopamina (PISANI et al. 2007).  Além 

desse desequilíbrio, o tratamento a longo prazo com antipsicóticos é também relacionado 

com uma perda de células viáveis no corpo estriado de animais, assim como em 

pacientes esquizofrênicos tratados com antipsicóticos. Além disso, estudos cerebrais 

pós-morte em pacientes esquizofrênicos indicam que a DT está associada com 
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alterações patológicas, principalmente em grandes neurônios do estriado 

(presumivelmente IChs) (JESTE ET AL. 1992).  

 

Estudos anteriores mostraram que a administração crônica de HAL em ratos 

estava associada com a perda de neurônios colinérgicos em diversas regiões cerebrais, 

incluindo CE, HP e córtex cerebral (MAHADIK et al. 1988). Nossos resultados 

confirmaram os resultados desses estudos anteriores, assim como mostraram que a 

administração crônica de HAL por 21 dias também resultou em um comprometimento da 

neurotransmissão colinérgica nas regiões CE, CPF e HP. Um 

aprimoramento/decréscimo adaptativo da atividade da AChE para compensar um 

aumento/diminuição da ACh endógena, respectivamente, tem sido amplamente descrito 

(MAHADIK AND MUKHERJEE 1995; MARTELLA ET. AL 2009). Portanto, a diminuição 

na atividade de AChE é relacionada com a perda de neurônios colinérgicos (MAHADIK 

AND MUKHERKEE 1995). 

A DT também está associada com o desequilíbrio entre os efeitos mediadores de 

D1 e D2 no gânglio basal (TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores 

mostraram que IChs estriados expressam D1 como subtipos de receptor D5 (YAN AND 

SURMEIER 1997), que são principalmente somatodendríticos e despolarizam a célula 

através da promoção da abertura não-seletiva dos canais de cátion e do fechamento dos 

canais de K+, aumentando, assim, a liberação de ACh, enquanto a ativação dos 

receptores D2 diminui a neurotransmissão colinérgica (YAN et al. 1997). A administração 

crônica de HAL induz uma supra-regulação 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 à 

receptores D1 não bloqueados que, com o passar do tempo, são regulados 

negativamente (TAMMINGA AND WOERNER 2002). Essa nova homeostase gerada 

pela administração a longo prazo do HAL em receptores D1-D2 resulta, portanto, em 

uma diminuição da atividade dos IChs estriados; em outras palavras, prejudica a 

neurotransmissão colinérgica. 
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Em nosso estudo anterior (MACEDO et al. 2011), demonstramos que as vitaminas 

B foram efetivas na prevenção 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 níveis do principal antioxidante intracelular, 

a GSH, desta forma, protegendo as membranas celulares da peroxidação lipídica. Esse 

mecanismo pode prevenir danos oxidativos nos IChs do corpo estriado. Por exemplo, as 

vitaminas B reverteram as reduções 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 função desses IChs. 

 

Pesquisas anteriores mostraram que a deficiência de tiamina (vitamina B1) resulta 

em perda de neurônios colinérgicos do cérebro, alterações nos níveis de ACh 

estimulados no hipocampo e no córtex (ANZALONE et al. 2010) e redução de síntese de 

ACh em todo o cérebro. A piridoxina (vitamina B6), por outro lado, está implicada nas 

reações enzimáticas que catalisam a síntese e o metabolismo dos neurotransmissores, 

como a dopamina, a norepinefrina e a acetilcolina (EBADI 1981). A cianocobalamina 

(vitamina B12) parece estar envolvida na síntese de ACh, segundo estudos utilizando 

animais alimentados com uma dieta deficiente em colina que foram capazes de sintetizar 

ACh quando administrada a vitamina B12 (SASAKi et al. 1992). Essas evidências estão 

em conformidade com as nossas presentes descobertas que sugerem que as vitaminas 

B podem proteger a função dos neurônios colinérgicos após o tratamento crônico com 

HAL em áreas 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 diminuição da atividade de AChE induzida por 

HAL no hipocampo. Essa área cerebral é relacionada com as deficiências cognitivas da 

DT (BARNES et al. 1994). O hipocampo também está associado com as complicações 

motoras da DT, desde que diversas alterações funcionais foram observadas nesta área 

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 opção de tratamento em diversas circunstâncias clínicas, 

incluindo esquizofrenia, psicoses na doença de Parkinson, assim como na prevenção e 

tratamento da DT. Contudo, esse fármaco está associado com muitos efeitos colaterais 

(RAJA, 2011). 

 

Uma das vias neurotransmissoras de tratamento da clozapina é a colinérgica 

(OLIANAS et al. 1999). O foco sobre o sistema colinérgico foi reforçado pela crescente 

necessidade de melhores tratamentos de déficits cognitivos na esquizofrenia 

(FRIEDMAN, 2004). Portanto, fármacos colinomiméticas, tais como fisostigmina 

(inibidora de AChE) (JONES AND SHANNON 2000), assim como os fármacos 

antipsicóticas (JONES et al. 2005), revertem efeitos antipsicóticos induzidos pelas 

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

 

Os antagonistas muscarínicos clinicamente utilizados para reduzir os efeitos 

secundários extrapiramidais associados com fármacos antipsicóticas (TANDON 1999) 

têm sido reportados como exarcebadores dos sintomas da esquizofrenia e interferentes 

nos efeitos terapêuticos dos fármacos antipsicóticas (JOHNSTONE et al. 1983). Assim, 

uma vez que: i) a clozapina atua como um agonista nos receptores muscarínicos centrais 

e periféricos (OLIANAS et al. 1999) e  as alterações na atividade de AChE foram similares 

entre os grupos tratados com a associação de haloperidol + vitamina B e clozapina, 

podemos especular que as vitaminas B, dentro da nossa situação experimental, são 

capazes de atenuar as alterações nas neurotransmissões colinérgicas induzidas por 

HAL, possivelmente por aumento da neurotransmissão de ACh, sendo, assim, uma 

estratégia segura na prevenção dos DO quando comparadas à clozapina. 

 

Em resumo, além dos efeitos antioxidantes na prevenção da DT (Macedo et al. 

2011), as vitaminas B também podem ser importantes na restauração da 

neurotransmissão colinérgica padrão em áreas cerebrais relacionadas à fisiopatologia 

da DT, isso é, corpo estriado, hipocampo e córtex pré-frontal (PEREIRA et al. 2011). 

Essa proteção das vitaminas B contra alteração/perda da neurotransmissão colinérgica 
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induzida por HAL é clinicamente relevante, porque além da prevenção das perturbações 

motoras observadas na DT, elas podem ser importantes ferramentas para prevenir o 

declínio cognitivo associado à DT, principalmente pelo grande aumento de atividade da 

AChE no hipocampo induzida pela administração de vitamina B12 e vitaminas do 

complexo B, como visto em nossos resultados, embora mais estudos sejam necessários 

para esclarecer o papel dessas vitaminas nos déficits cognitivos induzidos pela 

administração crônica do HAL. 
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CAPITULO 3 

  
Investigação da expressão de RNAm dos  receptores dopaminérgicos dos tipos D1 
e D2, muscarínicos M1 e da tirosina hidroxilase  em  ratos  administrados 
haloperidol e coadministrados com vitamina B12 e complexo B 
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INTRODUÇÃO 

 

A teoria clássica explica que o bloqueio crônico dos receptores dopaminérgicos 

D2 a nível estriatal, induz o seu aumento e hipersensibilidade. Consequentemente 

ocorrem comportamentos relacionados com hiperatividade dopaminérgica (SETHI, 

2006). Evidências também apontam a participação direta da dopamina nesta resposta, 

visto que agentes depletores de dopamina como a reserpina são efetivos contra a 

discinesia (FAHN et al., 1983).  

 

De acordo com a teoria recentemente proposta “plasticidade sináptica mal 

adaptada”, a hipersensibilidade de receptores D2 e alterações degenerativas de 

neurônios causada por aumento do estresse oxidativo pode resultar em efeitos 

secundários na plasticidade de sinapses glutamatérgicas em interneurônios estriatais, 

causando um desequilíbrio entre as vias estriatais direta e indireta e, portanto, 

produzindo um impulso de saída anormal para o córtex sensoriomotor (TEO JT, 

EDWARDS MJ, BHATIA K, 2012).   

 

  O metabolismo da dopamina leva a geração de espécies reativas de oxigênio, 

particularmente nos núcleos basais (BISHNOI et al., 2009). Este processo pró-oxidativo 

leva a danos ao GABA estriatal e interneurônios colinérgicos (IChs) (MILLER AND 

CHOUINARD, 1993). O GABA é o neurotransmissor mais encontrado nos núcleos da 

base e tem íntimas relações com os sistemas dopaminérgicos. Foram encontradas 

evidências de diminuição da atividade das vias gabaérgicas estriatais na DT. IChs 

desempenham um papel central no circuito complexo que controla os movimentos 

voluntários (BONSI et al., 2011).  

 

Danos no IChs têm sido implicados na fisiopatologia de várias doenças do 

movimento, principalmente na DT (PISANI et al., 2007). Portanto, tem sido relatado que 

o movimento hipercinético associado com DT reflete um desequilíbrio dopaminérgico e 

colinérgico com uma relativa hiperfunção dopaminérgica absoluta ou hipofunção 

colinérgica (TAMMINGA E WOERNER, 2002).  Miller and Chouinard (1993) propuseram 
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que DT ocorre como um resultado do dano e/ou degenaração do  IChs. Em linha com 

essas hipóteses, vários experimentos pré-clinicos têm repetidamente reportado que 

células colinérgicas no estriado são perdidas ou reduzidas em quantidade, após a 

exposição prolongada ao haloperidol (MAHADIK ET AL., 1988; JESTE ET AL., 1992; 

GRIMM ET AL., 2001).  

 

A DT é também associada a um desequilíbrio entre D1 e D2 nos gânglios basais 

(TAMMINGA E WOERNER 2002). Estudos anteriores mostraram IChs que expressam 

D1- D5 como subtipos de receptores estriatais (YAN E SURMEIER., 1997), são 

principalmente somatodendríticos e despolarizam a célula (promovendo a abertura não 

seletiva de canais de cátions e o fechamento de canais de K +) , assim aumentando 

liberação ACh , enquanto que a ativação de receptor  D2 diminui a neurotransmissão 

colinérgica (YAN ETAI., 1997). Neste contexto, substâncias bloqueadoras do receptor 

D2 aceleram a despolarização dos IChs aumentando a liberação de ACh, que, agindo 

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

 

O presente capitulo tem como objetivo: 

 

  Investigar a expressão do RNAm  dos  receptores dopaminérgicos do tipo D1 e 
D2, bem  como, muscarínico M1 e da enzima limitante para a síntese 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, não apresentaram alteração da expressão dos receptores D1 

quando comparado ao controle. Apenas o pré-tratamento com complexo B foi capaz de 

reduzir a expressão dos receptores D1. Nenhuma alteração foi vista nos animais tratados 

com clozapina e cobalamina + haloperidol em relação ao controle.  

 

 

Figura 21: Avaliação da expressão do receptor D1 no corpo estriado de animais 
tratados com cobalamina (vitamina B12) ou complexo B combinada ao 
haloperidol ou clozapina.  

A administração crônica de haloperidol, e não de clozapina, promoveu um aumento 
significativo da expressão de D1 em comparação com os animais controle.  A co-
administração de complexo B  com haloperidol dimunuiu, de maneira significatiava, a 
expressão do receptor dopaminérgico quando comparado com todos os outros grupos. 
A cobalamina impediu o aumento da expressão do receptor dopaminérgico induzido por 
haloperidol. N°de animais: 6-8   p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pós-
teste hoc p< 0,05. 
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De forma semelhante ao observado em relação ao receptor D1, a administração 

repetida de haloperidol causou um aumento na expressão do receptor D2 quando 

comparado aos animais controle. Os animais administrados B12 + HAL ou clozapina 

apresentaram uma redução na expressão deste receptor quando comparado aos 

animais administrados haloperidol. O tratamento concomitante com complexo B + HAL 

manteve a expressão dos receptores D2 semelhante à do grupo controle.  

 

 

 

 

 

Figura 22: Avaliação da expressão do receptor D2 no corpo estriado de animais 
tratados com cobalamina (vitamina B12) ou complexo B combinada ao 
haloperidol ou clozapina.  

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

 

  A administração crônica de haloperidol causou uma redução na expressão da TH 
quando comparada ao grupo controle. A administração concomitante da vitamina B12 ou 
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complexo B com haloperidol foi capaz de prevenir as alterações na TH induzidas pelo 
haloperidol. Não houve alteração na expressão da TH nos animais tratados cronicamente 
com clozapina. 

 

 

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

A administração crônica de haloperidol, diminui a expressão do receptor TH, o mesmo 
não ocorreu com a Clozapina  em comparação com os animais controle. O tratamento  
tanto do complexo B como cobalamina impediu a diminuição induzida por haloperidol . 
N°de animais: 6-8  p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pós-teste hoc p< 
0,05. 

 

 

 O tratamento crônico com HAL reduziu a expressão dos receptores M1 em relação 
aos animais controle. Os animais administrados vit B12+HAL e complexo B + HAL, bem 
como os administrados cronicamente clozapina não apresentaram alteração na 
expressão do receptor M1. 
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Figura 24: Avaliação da expressão do receptor M1 no corpo estriado de animais 
tratados com vitamina B12 ou complexo B combinada ao haloperidol ou 
clozapina.  

A administração crônica de haloperidol, diminui a expressão do receptor M1, o mesmo 
não ocorreu com a Clozapina  em comparação com os animais controle. O tratamento  
tanto do complexo B como cobalamina atenuaram a diminuição induzida por 
haloperidol. N°de animais: 6-8   p< 0,05. ANOVA e Student Newman Keuls como pós-
teste hoc p< 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



99 
 

 

DISCUSSÃO 

 

Nossos dados mostram, que os animais tratados durante 21 dias com HAL 

apresentaram aumento da expressão de receptores D2 acompanhado por redução da 

expressão da enzima tirosina hidroxilase e dos receptores M1. Estes resultados 

mostram, portanto, uma redução na transmissão colinérgica do corpo estriado de animais 

discinéticos acompanhada por um aumento da via D2, o que contribui ainda mais para a 

redução da função dos IChs evidenciada na DT.   Corroborando com o nosso estudo 

ratos tratados durante 28 dias com HAL apresentaram uma maior expressão de 

receptores D2 (ROPKE, 2014). Este aumento da expressão do receptor D1 está 

associado a uma supraregulação deste receptor causada pelo bloqueio por HAL. 

Os distúrbios verificados na atividade da via indireta estão presentes em doenças 

que envolvem os NB. A hipoativação desta via também é apresentada por pacientes 

esquizofrênicos que possuem expressão aumentada de receptores D2 nos MSNs do 

estriado e da concentração mesolímbica de DA (ABI-DARGHAM et al., 2010; SIMPSON 

et al., 2010). Por sua vez, também ocorre hiperativação da via indireta na doença de 

Parkinson e discinesia tardia como resultado da perda progressiva de neurônios 

dopaminérgicos nigroestriatais (GERFEN e SURMEIER, 2011; DELONG E WICHMANN, 

2007). Isso sugere que as vias direta e indireta trabalham em conjunto, num fino equilíbrio 

produzido pela modulação dopaminérgica em receptores D1 e D2 (CALABRESI et al., 

2014; CAZORLA et al., 2014; SURMEIER, 2013; CUI et al., 2013). 

A redução da expressão da TH, por outro lado, pode ser ocasionado pelo aumento 

da expressão de receptores D2 pré-sinápticos que estão relacionados a uma redução da 

síntese e liberação de dopamina. Este mecanismo está relacionado à inibição da 

fosforilação da TH via redução do AMPc intracelular (Lindgren et al., 2001).  

 Nossos resultados mostraram que a administração da vitamina B12, bem como 

do complexo B foi capaz de prevenir as alterações nos receptores D2, M1 e na TH 

ocasionadas pelo tratamento crônico com HAL. Neste contexto, as vitaminas B são uma 

estratégia promissora para a prevenção da DT. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

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

 
  A administração diária 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.  
 

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

 A participação do estresse oxidativo foi avaliada pela determinação do nível da 
glutationa reduzida (GSH) e a formação de peróxidos de lípidos no corpo estriado. 
HAL diminuíram significativamente os níveis de GSH e reforçada de perioxidação 
lipidica, enquanto B1, B12 e coquetel de vitamina B evitou a dimuição dos níveis 
de GSH. Todos os grupos tratados com vitaminas B apresentaram uma redução 
na formação lipidica de peridoxico. Os dados sugerem um papel promissor para 
as vitaminas B na prevenção de OD( MACEDO, 2011) 

 

CAPITULO 2 Prevenção de alterações induzidas pelo haloperidol em atividade da 
acetilcolinesterase no cérebro por co-administração de vitaminas B em um modelo de 
roedor de discinesia tardia 

 

 Administração 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 áreas cerebrais 
estudadas, com o incremento máximo de atividade observada no hipocampo de 
animais co-tratados com vitamina B12 e coquetel de vitamina B. A fármaco, 
clozapina não 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 alterações 
induzidas pelo haloperidol em atividade AchE o que pode ser relacionado com 
mecanismo subjacente no seu efeito antidiscinetico (OLIVEIRA, 2013) 
 
 

CAPITULO 3 Investigar a expressão do RNAm dos receptores dopaminérgicos do tipo 
D1 e D2, bem como, muscarínico M1 e tirosina  hidroxilase  em  ratos administrados 
haloperidol e coadministrados vitamina B12 e complexo B   
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 A análise da expressão de receptores e enzimas relacionadas à síntese de 

neurotransmissores no corpo estriado por PCR-RT revelou que o HAL foi capaz 
de aumentar a expressão de receptores dopaminérgicos D1 e D2 e reduzir a 
expressão dos receptores muscarínicos M1. A expressão da tirosina hidroxilase 
(TH) passo limitante para a síntese de dopamina apresentou-se reduzida pelo 
HAL. A administração da Vit B12 e complexo B foi capaz de prevenir estas 
alterações apresentando resultados semelhantes aos da clozapina. Os dados 
sugerem que as vit B são capazes de prevenir as alterações induzidas pelo HAL 
apresentando, portanto, um papel promissor na prevenção de DO associada ao 
uso desta fármaco. 
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VI. CONCLUSÃO 

 

A análise dos resultados apresentados nos capítulos deste trabalho, nos permitiu concluir 
que: 

 

 O tratamento concomitante com vitaminas B, principalmente B12 e complexo B 
(B1, B6 e B12) é capaz de prevenir as alterações discinéticas induzidas pelo 
haloperidol. Mecanismos como efeito antioxidante e prevenção de alterações em 
mecanismos de neurotransmissão colinérgica e dopaminérgica estão envolvidos 
no mecanismo antidiscinético destas vitaminas.  
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