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RESUMO

A discinesia tardia (DT) € um distarbio persistente do movimento hipercinético,
geralmente irreversivel, consequéncia do uso de agentes bloqueadores dos receptores da
dopamina, incluindo drogas antipsicoticas. Embora o recente desenvolvimento de dois
medicamentos aprovados para o tratamento da DT, eles possuem efeitos adversos e ainda sdo
considerados muito caros. Apesar dos progressos substanciais, hd a necessidade de mais
trabalhos com relacdo ao potencial de prevencdo da DT. Baseado nisso, o presente estudo tem
como objetivo avaliar o potencial papel neuroprotetor do antioxidante naringenina em um
modelo de discinesia orofacial (DO), induzida pelo haloperidol, em ratos Wistar machos. Os
animais foram selecionados em 5 grupos: 1- controle; 2- haloperidol 1mg/kg; 3- haloperidol
1mg/kg + naringenina 10mg/kg; 4- haloperidol 1mg/kg + naringenina 25mg/kg; 5- haloperidol
1mg/kg + naringenina 50mg/kg. O tratamento foi realizado durante 21 dias e os testes
comportamentais semanalmente (nos dias 7, 14 e 22). Foram avaliados os parametros
comportamentais, incluindo nimero de movimentos de mastigacdo vazios (MMVs) (avaliacdo
dos movimentos orofacias), atividade locomotora (plataforma estreita e campo aberto),
coordenacdo motora (rotarod) e teste de memoria (y-maze). No 22° dia, as areas do cérebro
(hipocampo, cortex pré-frontal e estriado) foram removidas para a determinacédo dos niveis de
TBARS, nitrito, glutationa, TNF-a e IL-1p. O tratamento com haloperidol alterou todos os
parametros nos testes comportamentais, aumentando MMVs, reduzindo a atividade
locomotora, a coordenagdo motora e a memdria dos ratos. Alem disso, aumento do estresse
oxidativo, reducdo do antioxidante enddgeno e aumento de citocinas pro-inflamatérias. A
coadministracéo de naringenina melhorou as alteragcdes comportamentais e reduziu os niveis de
peroxidacao lipidica e citocinas, mostrando um papel promissor na prevencao da DO induzida

por antipsicéticos tipicos.

Palavras-chave: Neuroprotegdo; Naringenina; Haloperidol; Discinesia Orofacial; Discinesia
Tardia.



ABSTRACT

Tardive dyskinesia (TD) is a persistent hyperkinetic movement disorder, generally irreversible,
consequence of the use of dopamine receptor blocking agents, including antipsychotic drugs.
Although the recent development of two drugs approved for the treatment of DT, they have
adverse effects and are still considered very expensive. Despite substantial progress, more work
needs to be done concerning the potential for TD prevention. Based on that, the study aims to
evaluate the potential neuroprotective role of the antioxidant naringenin in a model of orofacial
dyskinesia (OD), induced by haloperidol, in male Wistar rats. Animals were selected into 5
groups: 1- control; 2- haloperidol 1mg/kg; 3- haloperidol 1mg/kg + naringenin 10mg/kg; 4-
haloperidol 1mg/kg + naringenin 25mg/kg; 5- haloperidol 1mg/kg + naringenin 50mg/kg. The
treatment was carried out for 21 days and the behavioural tests weekly (7, 14 and 22 days).
Behavioural parameters were evaluated, including number of vacuous chewing movements
(VCMs) (assessment of orofacial movements), locomotor activity (narrow beam and open
field), motor coordination (rotarod) and memory test (y-maze). On the 22nd day, the brain areas
(hippocampus, prefrontal cortex and striatum) were removed for the determination of TBARS,
nitrite, glutathione, TNF-o and IL-1p levels. Haloperidol treatment altered all parameters in
behavioral tests, increasing VCMs, reducing locomotor activity, motor coordination and
memory of the rats. In addition, increased oxidative stress, reduced endogenous antioxidant and
increased proinflammatory cytokines. Coadministration of naringenin improved behavioural
alterations and reduced lipid peroxidation and cytokines levels, showing a promising role in the

prevention of OD induced by typical antipsychotics.

Keywords: Neuroprotection; Naringenin; Haloperidol; Orofacial Dyskinesia; Tardive

Dyskinesia.
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1.0 INTRODUCAO

A discinesia tardia (DT) é uma complicacdo motora, incapacitante e potencialmente
irreversivel, caracterizada por movimentos hipercinéticos, involuntarios, frequentes e
relativamente ritmicos. As alteragdes sdo tipicamente orofaciais, com a presenca de
movimentos de mastigacdo vazios (MMVSs), espasmos faciais, caretas e protrusdo de lingua.
Em alguns casos os disturbios hipercinéticos podem ocorrer no pesco¢o, membros e tronco,
com sintomas axiais de movimentos rotatérios e descontinuos do quadril (CITROME, 2018;
MARGOLIUS e FERNANDEZ, 2019). A presenca da DT interfere na atividade voluntaria,
marcha e performance motora, resultando em prejuizo funcional, menores escores de qualidade
de vida e estigmatizacéo social (PATO, RODRIGUEZ e VALVERDE, 2017).

Considerada a “Sindrome Tardia” mais comum, a DT pode ocorrer durante ou ap6s a
interrupcao de um tratamento prolongado com drogas bloqueadoras do receptor de dopamina,
incluindo antipsicoéticos, especialmente aqueles que agem preferencialmente bloqueando os
receptores D2, como 0s antipsicéticos de primeira geracdo, a exemplo do haloperidol, utilizado
no tratamento da esquizofrenia (SINGH et al., 2019; HAUSER e TRUONG, 2018).

O uso de medicacdo antipsicotica, por tempo minimo de 3 meses, associado ao
aparecimento de movimentos atetoides ou coredides involuntarios e que persistam além de 4 a
8 semanas, preenchem os critérios para DT (D'ABREU, AKBAR e FRIEDMAN, 2018), exceto
para doentes com idade superior a 60 anos, que podem ser diagnosticados com DT ap6s 1 més
de exposicao ao antipsicotico concomitante a presenca de movimentos alterados que persistam
pelo periodo minimo de 1 més (AQUINO e LANG, 2014).

A DT ¢ relativamente comum e pode afetar de um quarto a um terco dos pacientes
tratados cronicamente com antipsicoticos, de primeira ou segunda geracdo, com excecdo da
clozapina, que apresenta um risco consideravelmente menor de DT. Alguns estudos mostraram
aincidéncia de DT de acordo com o tempo de uso de antipsicotico, sendo de 5% no ano 1, 27%
no ano 5, 43% no ano 10 e 52% apds 20 anos de exposi¢cdo ao antipsicotico. Na populacédo
idosa, no entanto, a incidéncia anual estimada é de 26% ap0s 1 ano e cerca de 60% apos 3 anos
de uso de medicacdo antipsicotica (D'ABREU, AKBAR e FRIEDMAN, 2018).

A idade avancada, sexo feminino e variantes genéticos (por exemplo: 0 metabolismo
de drogas e o sistema dopaminérgico), tipo de antipsicético, dose e duracdo da exposi¢do ao
antipsicotico, sao importantes fatores de risco paraa DT. Existem ainda evidencias que sugerem
que diabetes, uso de alcool e tabagismo podem representar riscos independentes para o
desenvolvimento de DT (MARGOLIUS e FERNANDEZ, 2019). E apesar de varios estudos
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reportarem a fisiopatologia da DT, esta permanece incerta. Porém existem algumas hipdteses:
supersensibilidade ao receptor de dopamina, insuficiéncia de acido y-aminobutirico (GABA),
excitotoxicidade do glutamato, geracao de radicais livres, estresse oxidativo, neuroinflamacéo,
neurodegeneracdo (SERVONNET e SAMAHA, 2020; HASHIMOTO et al., 2018; LISTER et
al., 2017).

A DT continua sendo um desafio importante, pois é uma condic¢do clinica, as vezes
irreversivel e resistente a diferentes tratamentos. Recentemente, dois medicamentos foram
aprovados para o tratamento da DT, no entanto, apresentam efeitos adversos (por exemplo,
sonoléncia, prolongamento do intervalo QT), interagdes medicamentosas e ainda sdo
considerados muito caros. Portanto a busca por estratégias preventivas permanence um topico
de interesse de diversos estudos (MEYER, 2018; CITROME, 2018; MARGOLIUS e
FERNANDEZ, 2019; LISTER et al., 2017).

Atualmente, o0s antioxidantes estdo emergindo como importantes agentes
neuroprotetores e existem alguns medicamentos antioxidantes aprovados para tratar inimeras
doencas causadas pelo estresse oxidativo (NEHA et al., 2019). Entre os antioxidantes naturais,
um flavonoide contido em frutas citricas, chamado naringenina (NAR), despertou muito
interesse, devido as suas acBes multifuncionais, considerado um poderoso composto
antioxidante, anti-inflamatério, antidepressivo e neuroprotetor (RENDEIRO, RHODES e
SPENCER, 2015). O antioxidante NAR pode atravessar a barreira hematoencefalica, e seus
possiveis efeitos neuroprotetores foram testados em varios modelos animais (CHEN et al.,
2019; LO et al., 2017; CHANDRAN et al., 2019).

O modelo de MMVs induzido pelo uso crénico de haloperidol em ratos, ocasionando a
discinesia orofacial, tem sido utilizado para estudos da fisiopatologia e estratégias de tratamento
e prevencdo paraa DT (DATTA, etal., 2016). No entanto, de acordo com nosso conhecimento,
a naringenina ainda nao foi testada em modelos de discinesia. Devido a todos 0s possiveis
efeitos benéficos da naringenina, este pode ser um composto promissor para ser usado como

adjuvante de drogas antipsicoticas para reduzir ou prevenir seus efeitos colaterais.
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2.0 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Esquizofrenia, antipsicoticos e discinesia tardia

Por ser uma enfermidade cronica, a esquizofrenia necessita de tratamento para aliviar
os sintomas e melhorar as condi¢des de vida. Os antipsicéticos, drogas amplamente utilizadas
no tratamento de disturbios neuropsiquiatricos em todo o mundo, foram introduzidos na década
de 1950, sendo a clorpromazina o primeiro antipsicotico que efetivamente curou os sintomas
positivos da esquizofrenia. Classificado como antipsicético tipico ou de 1% geracdo,
posteriormente mostrou efeitos colaterais no sistema extrapiramidal. E em 1957, Schonecker
observou alteracbes nos movimentos orofaciais em trés pacientes que fizeram uso do
antipsicotico clorpromazina. Sendo o termo "discinesia tardia™ utilizado pela primeira vez em
1964 por Faurbye, para destacar a relacdo entre o inicio do tratamento com antipsicoticos e o
surgimento de movimentos anormais, que podem ter grande impacto na saude fisica dos
pacientes, bem como em sua qualidade de vida e no processo de adeséo ao tratamento (SINGH
etal., 2019; HAUSER e TRUONG, 2018; PATO RODRIGUEZ e VALVERDE, 2017).

A esquizofrenia caracteriza-se por sintomas de delirios, alucinagdes, alteracdes no
discurso, comportamento desorganizado ou catatonico, conhecidos como sintomas positivos, e
também apresenta os ditos sintomas negativos, caracterizados pela falta de motivacéao, o que
sugere disfuncdo nos circuitos de recompensa (cortex pré-frontal, nacleo accumbens e area
tegumental ventral). A esquizofrenia afeta cerca de 24 milhdes de pessoas em todo o mundo e
é considerada pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como uma das dez doengas mais
debilitantes que afeta os seres humanos. Os quadros psicéticos em geral e a esquizofrenia em
particular tém os antipsicoticos como tratamento de primeira linha, farmacos com maior
potencial de induzir doengas do movimento (PINHO, PEREIRA e CHAVES, 2018).

Apdls a percepcdo que os antipsicoticos de 12 geracdo utilizados no tratamento da
esquizofrenia, causavam efeitos extrapiramidais, houve uma tentativa de superar esses efeitos
adversos e foram entdo desenvolvidos entre a década de 60 e 90 os antipsicoticos "atipicos™ ou
de 22 geracdo. Esses antipsicéticos foram chamados atipicos pois a sua propensdo para causar
sintomas discineticos era considerada ausente (SINGH et al., 2019). Esperava-se que eles
apresentassem menos efeitos colaterais extrapiramidais em comparacdo aos de 12 geracéo,
devido a sua menor afinidade aos receptores D2 da dopamina no estriado dorsal (CORNETT et
al., 2017). Atualmente sabe-se que os antipsicoticos de 22 geragdo também causam sintomas de

DT, porém podem levar mais tempo para manifestar-se (SHIREEN, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornett%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28638290
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Estudos sugerem que mudar de um antipsicotico de 12 geracdo para um de 22 geracao,
na tentativa de melhorar os sintomas de DT, pode ser benéfico. Porém os antipsicoticos de 22
geracdo tendem a ter outros efeitos colaterais indesejados, incluindo ganho de peso, sedacgéo e
risco elevado de surgimento de doencas cardiovasculares. Esses farmacos podem ainda estar
relacionados a uma menor eficicia em relagdo ao tratamento dos sintomas positivos da
esquizofrenia. Nesse sentido os antipsicéticos de 12 geracdo continuam sendo amplamente
empregados no tratamento farmacoldgico da esquizofrenia, em especial o haloperidol, o
antipsicotico mais comumente utilizado. Com ou sem intervenc@es psicossociais e ambientais,
0s antipsicoticos de 12 geracdo sdo frequentemente a principal escolha para tratar sintomas que
ocorrem na maioria dos pacientes com esquizofrenia durante o curso da doenca, e o haloperidol
tém sido utilizado ha varias décadas, por ser eficaz no tratamento dos sintomas positivos da
esquizofrenia (SHIREEN, 2016; CORNETTet al., 2017; PATO, RODRIGUEZ e
VALVERDE, 2017).

2.2 Haloperidol

Entre as drogas antipsicéticas usadas no tratamento de doencas neuroldgicas, 0
haloperidol destaca-se por ser particularmente eficaz contra os sintomas de psicoses, delirios e
as alucinacdes, na esquizofrenia aguda e cronica. O haloperidol é um antipsicético pertencente
ao grupo das butirofenonas e exerce, também, uma acdo sedativa em condi¢bes de excitacdo
psicomotora. Ele é um bloqueador potente dos receptores dopaminérgicos centrais, classificado
como um antipsicdtico muito incisivo, sendo o mais indicado nos seguintes casos: para
pacientes idosos com transtornos psiquiatricos (devido os fatores de risco cardiovasculares
relacionados a idade); em pacientes com comprometimento cognitivo ou delirium; risco de
convulsBes; obesidade; arritmia cardiaca e agitacdo extrema (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

O haloperidol, administrado por via endovenosa, é o farmaco antipsicotico mais
utilizado e estudado no tratamento de delirium. Esse farmaco atinge picos de concentragdo
plasmatica em um tempo relativamente curto (por via endovenosa: 5 a 15 minutos) e € util por
seus efeitos sedativos. A eficacia antipsicotica do haloperidol no entanto € um pouco
comprometida pela tendéncia para causar distirbios agudos e cronicos do movimento
extrapiramidal, como parkinsonismo, acatisia, distonias e discinesia tardia (PAGE e
CASARIN, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornett%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28638290
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Foi estabelecido que o haloperidol se liga a receptores de dopamina do tipo D2,
blogueando sua fungdo nas células, sendo associado a alteragdes desses receptores nos nucleos
da base, caudado e putamen, areas relacionadas ao movimento, e produz ainda um incremento
da atividade da proteina quinase A (PKA) que tem sido associada com a modulacdo de
receptores de glutamato nos mesmos tipos celulares. Portanto o tratamento crénico com
haloperidol é responsével por induzir discinesia tardia devido, entre outros fatores, ao bloqueio
de receptores D2 nos nucleos da base e a hiperatividade dos receptores de glutamato em areas
motoras no cérebro, especialmente envolvidas em movimentos involuntarios (LOPEZ-RUIZ et
al., 2015).

O haloperidol e seus metabdlitos produzem movimentos anormais em animais que
fazem uso crénico, denominados "movimentos de mastigacdo vazios" (MMVs), que
caracterizam-se por aberturas repetidas da boca nao direcionada a objeto fisico, com ou sem
protrusdes da lingua, que mimetizam vérias caracteristicas da discinesia orofacial, condigdo
associada a alteracdes morfoldgicas e estresse oxidativo em regides extrapiramidais do
cérebro. Devido a esses efeitos o haloperidol tem sido utilizado experimentalmente na indugéo
do modelo de discinesia orofacial em ratos, sendo uma valiosa ferramenta para estudos que
buscam melhorar o conhecimento sobre a fisiopatologia e possiveis tratamentos para a
discinesia tardia (DATTA, et al., 2016).

2.3 Fisiopatologia da discinesia tardia

Crane em 1968 prop6s que a DT estaria relacionada a leses na substancia negra. E ao
longo dos anos varios estudos foram realizados na tentativa de estabelecer a fisiopatologia da
DT. Embora existam algumas teorias de etiologia e fisiopatologia, nenhuma & considerada
definitiva. Entre elas, a super-sensibilidade do receptor da dopamina, a insuficiéncia de acido
y-aminobutirico (GABA) e as anormalidades cerebrais estruturais estdo entre as mais estudadas.
Da mesma forma, as potenciais contribuicdes de excitotoxicidade do glutamato, geracdo de
radicais livres, estresse oxidativo, neuroinflamacdo e neurodegeneracdo tambeém foram

reconhecidos como importantes no estabelecimento da DT (LISTER et al., 2017).
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2.3.1 Supersensibilidade do receptor de dopamina

Os medicamentos antipsicoticos usados no tratamento de sintomas da esquizofrenia
exercem seus efeitos terapéuticos interagindo com os receptores D2 da dopamina, diminuindo
a transmissdo dopaminérgica no estriado. Embora varios antipsicoticos de 22 geracdo tenham
sido propostos para agir através de mecanismos alternativos, ndo-aminérgicos, como o sistema
serotoninérgico, eles também se ligam a receptores de dopamina. E a exposi¢édo a longo prazo
a antipsicoticos, antagonistas de dopamina, podem evocar neuroadaptacdes compensatorias que
levam a supersensibilidade do receptor de dopamina (SERVONNET e SAMAHA, 2020;
HASHIMOTO, 2018).

A dopamina é um neurotransmissor catecolaminérgico sintetizado por neurdnios cujos
corpos localizam-se no tronco cerebral e projetam-se pelas vias nigroestriatal, mesolimbica,
mesocortical e tabero-infundibular. A via nigroestriatal, localizada mais precisamente no
hipotdlamo, contém cerca de 80% da dopamina, com producéo realizada em grande parte por
meio da substancia negra e encaminhada para o corpo estriado. Dentre as fun¢des da dopamina
da via nigroestriatal estdo a participacdo no controle do movimento, regulacdo de humor,
estresse e ansiedade. Muitas patologias sdo ocasionadas ao bloqueio dos receptores da
dopamina nesta via, entre elasa DT (BARRETO et al., 2015).

Os antipsicoticos, ao antagonizarem a dopamina, induzem efeitos colaterais chamados
“efeitos extrapiramidais” que alteram os movimentos normais. E apds o tratamento prolongado
com antipsicoticos, essas drogas ocasionam o surgimento de discinesia tardia. A teoria classica
da fisiopatologia da discinesia tardia esta relacionada ao blogueio dos receptores
dopaminérgicos do tipo D2 na via nigroestriatal. Quando ocorre o blogueio desses receptores
h& aumento e hipersensibilidade dos mesmos e hiperatividade dopaminérgica, ocasionando
alterac6es de movimentos. Os receptores D2 da dopamina sdo expressos em neurdnios do corpo
estriado e tem funcdo de maneira inibitéria, reduzindo a velocidade e amplitude de movimentos
através da ativacao da via indireta dos ganglios basais, e funcéo excitatéria através da ativagédo
da via direta, facilitando os movimentos motores. A via indireta € formada por neurénios
estriatais, que expressam predominantemente receptores D2, e projetam-se para 0 segmento
externo do globo péalido, que por sua vez inibem neurdnios glutamatérgicos excitatorios
presentes no ndcleo subtalamico, alteraces nesses mecanismos estdo entre as hipoteses da
fisiopatologia da DT (MOREIRA E GUIMARAES, 2007; MEYER, 2018).
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2.3.2 Excitotoxidade do glutamato e Insuficiéncia de acido y-aminobutirico (GABA)

A dopamina e o glutamato interagem entre si nos ganglios da base e no cortex pré-
frontal, regulando intimamente a fungcdo um do outro. Anormalidades nos sistemas
dopaminérgicos e glutamatérgicos tém sido observadas em numerosos distarbios
neuropsiquiatricos, a exemplo da esquizofrenia. O modelo classico dos ganglios da base, prevé
que a perda de dopamina estriatal diminuira niveis extracelulares de glutamato no estriado e no
cortex. Da mesma forma, prevé que niveis crescentes de dopamina no estriado deve aumentar
os niveis de glutamato no estriado e cértex (CARAVAGGIO, et al., 2016).

O glutamato é o aminoacido livre mais abundante no sistema nervoso central e apresenta
fungcBes metabdlicas, como biossintese de proteinas, sendo também o principal
neurotransmissor excitatorio de mamiferos, e esta relacionado com funcbes de cognicao,
aprendizado, memoria e plasticidade neural. O glutamato participa das projecGes motoras do
cortex para os nucleos da base, medula espinhal e talamo e dos nucleos da base para o talamo.
Por isso 0 mau funcionamento desse sistema pode prejudicar as atividades dos nucleos da base,
que sdo relacionadas ao planejamento e execucdo do movimento. O glutamato exerce um
importante papel nas transmissdes sinapticas, sendo essencial para todos 0S processos
neuronais, desde um simples reflexo até um complexo processamento de informacdes nas
regides cerebrais especializadas (VALLI e SOBRINHO, 2014).

Porém a reducdo de impulsos nervosos de neurénios dopaminérgicos ao estriado resulta
em uma superativacdo do nucleo subtalamico causando aumento na liberacdo de glutamato na
substancia negra. O aumento da liberacéo e dos niveis extracelulares de glutamato nos terminais
corticoestriatais gera um estresse neurotoxico, com destruicdao dos impulsos neuronais, levando
a hipersensibilidade dopaminérgica ocasionando assim o surgimento de alteragdes motoras e a
DT. A répida retirada de glutamato da sinapse por seus transportadores € necessaria para a
neurotransmissdo excitatoria normal e prevencdo contra neurotoxicidade induzida pelo
glutamato (YERNOOL et al., 2004).

As evidéncias indicam o envolvimento do GABA na DT. O dano aos neuronios
GABAGérgicos por medicamentos que afetam o funcionamento do GABA no estriado, pode
explicar alguns dos sintomas caracteristicos da DT. Além disso, as evidéncias sugerem uma
ligagdo direta entre 0 GABA e a dopamina, na medida em que o0s neurdnios do GABA podem
inibir diretamente os neurénios da dopamina em regides cerebrais discretas. Esses dados
sugerem um delicado equilibrio entre dopamina e GABA que, se interrompido, pode resultar
em DT (CORNETT et al., 2017). O sistema GABA estriado-nigral (via dopaminérgica), fica
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suprimido durante administracdo de antipsicéticos por longo prazo, pois ha inibicdo da
atividade dos neurdnios GABA estriatais que enviam projecdes para o globo palido, substancia
negra e nucleo subtalamico, causando hipofuncdo dessas estruturas e inducdo de movimentos
anormais tipicos da DT (VALLI E SOBRINHO, 2014).

A supersensibilidade dos receptores D2 dopaminérgicos que ocorre com 0 Uso cronico
de antipsicoticos esta relacionada ndo sé com o desequilibrio entre a neurotransmissao
excitatoria e inibitdria no sistema nervoso central, mas envolve também alterac6es no sistema
do oxido nitrico e aumento do estresse oxidativo, contribuindo para o estabelecimento e
manutencdo em DT (SERVONNET E SAMAHA, 2020).

2.3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é encontrado em todos os sistemas bioldgicos e refere-se ao
desequilibrio entre a producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e 0s mecanismos
de defesa antioxidantes. O aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) exerce
um efeito citotoxico na membrana fosfolipidica, resultando na formacéo de produtos téxicos, a
exemplo do peroxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (NO) e o anion peroxinitrito
(ONOO), que em excesso estdo associados a lesdes celulares como a peroxidacéo lipidica, que
€ a mais extensiva investigacdo do processo de inducdo de radicais livres de lipideos. O efeito
citotoxico gerado pelas ERO ocasiona a oxidacdo de proteinas, a inativacdo enzimatica,
ativacdo excessiva de citocinas pré-inflamatorios [fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas
(IL), fator nuclear kappa beta (NFkB) e fator de crescimento transformado beta (TGFB)]
(SILVA e FERRARI, 2011).

O processo de estresse oxidativo pode estar presente com o uso crénico de antipsicoticos,
pois estes aumentam a producéo de radicais livres ao bloquearem os receptores de dopamina,
aumentando a sintese e o metabolismo da dopamina. A monoamina oxidase, a enzima que
metaboliza a dopamina, e a propria dopamina podem causar peroxidacao lipidica e alteracdo de
enzimas antioxidantes que podem levar a morte celular. Os nucleos da base, incluindo o corpo
estriado, sdo altamente inervados pelos neurénios da dopamina e, portanto, estdo especialmente
em risco de estresse oxidativo (CORNETT et al., 2017).

Evidéncias indicam que o estresse oxidativo persistente, causa ainda disfuncdo da
sintese endotelial do dxido nitrico (eNOS), que passa a produzir especies reativas do nitrogénio
(ERN) a exemplo do ONOO. E para avaliar a atividade da eNOS sdo analisadas as

concentragfes plasmaticas dos principais produtos da oxida¢do do NO, os nitritos e nitratos.
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Vérios trabalhos demonstram a reducdo nas concentraces plasmaéticas de nitrito em condigdes
patoldgicas. E a quantificagdo do nitrito tem se mostrado interessante, uma vez que 0s niveis
plasmaticos deste produto sofrem pouca influéncia de fatores exdgenos. Estima-se que 70% dos
niveis encontrados sistemicamente sejam derivados da atividade da eNOS, e é sugerido que
este composto seja um reservatdrio de NO na circulacdo. Os nitritos derivam da reacdo do NO
com oxigénio em solucdo e sdo biologicamente ativos. Os nitratos, que sdo biologicamente
inativos, sdo produzidos através da oxidacgdo dos nitritos pela oxihemoglobina nas hemaécias e
sofrem influéncia de muitos fatores, incluindo etnia, sexo, poluentes ambientais e
medicamentos, que podem afetar os niveis plasméticos de nitrato. Devido a esses fatores, a
quantificacdo do nitrito tem sido utilizada preferencialmente em estudos que visam avaliar as
concentracdes de oxido nitrico e consequentes danos oxidativos (GOMES et al., 2013;
POLUHA e GROSSMANN, 2018).

A primeira linha de defesa contra o dano oxidativo sdo os antioxidantes end6genos
enzimaticos: superoxido dismutase (SOD), catalase e sistema das glutationas [glutationa
peroxidase (GSH-Px, glutationa total (GSHt) e glutationa reduzida (GSH)]. A determinacdo das
concentracdes de antioxidantes, a exemplo da glutationa, é utilizada para avaliacdo de situacdes
de dano oxidativo, pois quando diminuidas podem estar relacionadas a presenca de estresse
oxidativo (SPADA, RODRIGUES e DAMASCENO, 2008).

Alem do estresse oxidativo, altera¢des inflamatdrias também podem exercer papel no
processo de neurodegeneracdo que ocorre na DT. A inflamacdo aguda inicialmente apresenta
efeitos benéficos para 0 SNC entretanto a neuroinflamacdo crénica produz mediadores com
efeito duradouro que permanecem apds lesdo inicial. (OLMOS e LLADO, 2014). Varios
estudos experimentais tem investigado o papel do processo inflamatdrio em alteragdes do SNC,
entre elas a DT, e foi observado que a perda neuronal dopaminérgica pode ocorrer como
consequéncia direta da ativagdo microglial, que é acompanhada por maior producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e aumento das citocinas pro-inflamatdrias
(HIRSCH E HUNOT, 2009).

2.3.4 Neuroinflamacéo

O processo de neuroinflamac&o no sistema nervoso central refere-se a resposta coletiva
das células do encéfalo contra insultos diversos (invasores patdgenos, traumatismos, proteinas
agregadas ou modificadas, doencas neurodegenerativas, entre outros), projetada para remover

ou inativar agentes nocivos e para inibir e /ou reverter seus efeitos prejudiciais. Esse processo
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é caracterizado pela combinagdo da ativacdo de diversos tipos celulares de forma aguda ou
cronica. No processo de neurodegeneracdo, pode haver elevacdo dos niveis de algumas
citocinas pré-inflamatorias, a exemplo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina
1P (IL-1B), no corpo estriado e substancia negra (OLMOS e LLADO, 2014).

O TNF-a € uma citocina pré-inflamatdria produzida principalmente por mondcitos,
macrofagos e linfdcitos-T, apds traumas, procedimentos cirdrgicos ou durante infecgdes. Trata-
se de um dos mediadores mais precoces e potentes da resposta inflamatoria, tendo como
principal efeito fisiologico a promocdo de resposta imune e inflamatdria por meio do
recrutamento de neutrofilos e mondcitos para o local da infeccdo. Em baixas concentragoes,
age nas células endoteliais promovendo vasodilatacdo e estimulando-as a secretarem um grupo
de citocinas que tém acao quimiotaxica em relacdo aos leucécitos, promovendo, desta forma,
um processo inflamatorio local. Portanto, na atualidade, 0 TNF-a é reconhecido como uma
importante citocina pré-inflamatéria com largo espectro de acdo e os efeitos bioldgicos
mediados por esta citocina podem ser benéficos ou deletérios para o corpo, dependendo da
quantidade produzida e duracdo de exposi¢do na célula (POLUHA e GROSSMANN, 2018).

A outra citocina pré-inflamatoria que esta entre 0os mais importantes marcadores de
inducdo da resposta inflamatdria, associada a infec¢do aguda, € a IL-1, produzida intensamente
por macrofagos, monacitos, fibroblastos e células dendriticas, e também expressa pelos
linfocitos B, células natural killer (NK) e células epiteliais. A IL-1p é expressa em neurdnios
nociceptivos do ganglio da raiz dorsal e produz inflamacdo sisttémica através da ativacdo da
ciclooxigenase-2 e formacdo de prostaglandina no hipotalamo anterior. Também produz
substancia-P (SP), 6xido nitrico (ativando a enzima oxido nitrico sintetase) e moléculas de
adesdo endotelial (SORENSEN, et al., 2014).

Muitos estudos celulares indicaram que 0 uso crdnico de antipsicoticos a exemplo do
haloperidol, esta associado com aumento da expressao de marcadores inflamat6rios como TNF-
a ¢ IL-1B, e danos oxidativos que podem levar a neurotoxicidade (THAKUR, 2015). A
inflamacéo causa ainda um aumento da producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO),
gerando um circuito de retroalimentacdo que mantem processo lesivos levando a morte celular
e neurodegeneracdo (TEIXEIRA, et al., 2014).
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2.4 Substancias neuroprotetoras

A DT continua sendo um desafio importante devido a natureza persistente de seus
sintomas e resisténcia a inumeras modalidades de tratamento, incluindo a interrupcao
antipsicotica. Recentes descobertas sobre fatores de risco e novos conceitos em torno da
fisiopatologia tém estimulado o interesse na possibilidade de tratamento direcionado paraa DT.
No entanto o numero de estratégias de tratamento baseadas em evidéncias é pequeno (MEYER,
2018). Fazendo-se necessario o estudo de alternativas que possam apresentar resultado positivo
quanto a prevencéo do surgimento da DT.

Baseado no papel do estresse oxidativo na fisiopatologia da DT, os antioxidantes
destacam-se como importantes neuroprotetores. Um antioxidante é uma substancia capaz de
prevenir ou evitar a oxidacdo de uma biomolécula, seja atraves da interacdo e estabilizacdo de
espécies reativas ou transformando-as em moléculas mais estaveis, reduzindo a sua reatividade
(MARCHIORO, DANI e FUNCHAL, 2016).

Atualmente, os compostos fendlicos tem despertado interesse, devido suas propriedades
benéficas a saude, sendo alvo de muitos estudos. S&o onipresentes nas plantas e estdo entre 0s
mais desejaveis fitoquimicos com propriedades funcionais e promotoras de saude. Os
compostos fendlicos fornecem valores adicionais e sdo fontes potenciais para produtos
farmacéuticos e biomédicos, pois possuem alta capacidade antioxidante, propriedades
anticancer, antimicrobiana, antiviral e anti-inflamatéria. Devido as suas fun¢des bioativas, eles
tém recebido crescente atencdo nos Gltimos anos (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015;
BHUYAN e BASU, 2017).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo
essenciais para o seu crescimento e reproducdo; além disso, formam-se em condi¢bes de
estresse, como infeccgdes, ferimentos e radiagdes ultravioleta. Os compostos fendlicos possuem
um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila e suas estruturas podem variar da
simples moléecula fendlica a de um composto altamente polimerizado (KALA et al., 2016). A
diversidade estrutural destes compostos deve-se a grande variedade de combinag6es que ocorre
na natureza e os compostos resultantes sdo chamados de polifendis. Os fendis vegetais
constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente dez mil compostos.
Dentre estes, destacam-se os flavondides (SARTORI, CASTRO e MORI, 2014).

Os flavonoides constituem uma classe de metabdlitos secundarios, de ampla distribuicao
no reino vegetal, com mais de 4000 tipos ja descobertos e mais de 10.000 derivados
identificados (PATEL, SINGH e PATEL, 2018). Pertencentes a uma classe de compostos
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polifendlicos produzidos por plantas a partir da via dos fenilpropandides, os flavondides séo
considerados nutracéuticos, devido as suas distintas propriedades bioldgicas e farmacolégicas,
sendo compostos antioxidantes, anti-inflamatorios e neuroprotetores (GEORGIEV, ANANGA
e TSOLOVA, 2014).

O estudo de biomoléculas provenientes de origem vegetal faz-se necesséario, pois sao
uma importante fonte de agentes terapéuticos. Muitos relatos na literatura demonstram o papel
neuroprotetor dessas biomoléculas em varios modelos experimentais incluindo modelos de
hipéxia no sistema nervoso central. Os compostos bioativos que possuem propriedades
neuroprotetoras também foram propostos para serem agentes terapéuticos eficazes
farmacologicamente potentes em muitas doengas, incluindo as doengas neurodegenerativas
(LALL e KISHORE, 2014; SARKAR et al., 2012, TABASSUM et al., 2014).

O estudo dos antioxidantes naturais € uma nova tendéncia de mercado farmaco e
industrial, pois, além de manter as propriedades organolépticas e quimicas de alimentos,
também sdo associados a manutencgdo de saude e prevencgdo de doencas. E segundo a OMS a
utilizacdo extensiva de antioxidantes sintéticos e sua ingestdo prolongada pode ser associado
ao aparecimento de doencas. Portanto a pesquisa por antioxidantes naturais tem sido
amplamente incentivada (RENDEIRO, RHODES E SPENCER, 2015).

2.5 Naringenina

A naringenina € um dos flavonoides de ocorréncia natural mais importante, encontrado
predominantemente em frutas citricas, como espécies de tomates Citrus e figos pertencentes
a Ficus carica do tipo smyrna. Quimicamente € denominada 2,3-di-hidro-5,7-di-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, (C1sH120s) (figura 1) (MBAVENG, ZHAO e KUETE,
2014; JADEJA e DEVKAR, 2014; ZOBEIRI, et al., 2018).
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Fig 1. Estrutura quimica da naringenina. Fonte: Universidade de Séo Carlos, 2012.

Conhecida por ser um agente com diversas funcdes, a naringenina é considerada um

poderoso composto antioxidante, antiinflamatério, antidepressivo e neuroprotetor
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(RENDEIRO, RHODES E SPENCER, 2015), dotado de amplos efeitos bioldgicos na salde
humana, que inclui uma diminuicdo nos biomarcadores de peroxidacdo lipidica e na
carbonilacdo de proteinas, promove o metabolismo de carboidratos, aumenta as defesas
antioxidantes, elimina e modula as espécies reativas de oxigénio, modula a atividade do sistema
imunologico, exercendo acdo anti-inflamatdria (WANG, 2015). A naringenina modula as vias
de sinalizacdo relacionadas ao metabolismo dos &cidos graxos, favorecendo a oxidagao desses
acidos, diminui o acumulo de lipidios no figado, além de evitar eficientemente o acimulo de
lipidios e lipoproteinas no plasma. Além disso, a naringenina potencializa respostas de
sinalizacdo intracelular a baixas doses de insulina, sensibilizando hepatocitos para insulina, e é
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e exercer diversos efeitos neuronais, através de
interacdo com as vias de sinalizacdo da proteina cinase C (ZOBEIRI et al., 2018; WANG et al.,
2015).

Estudos mostraram que a naringenina apresenta a capacidade de ativar a expressao de
genes de antioxidantes, tais como a SOD, CAT e GSH (YI et al., 2012). Inicialmente
considerada como um poderoso composto antioxidante, capaz de neutralizar os efeitos toxicos
de radicais livres, posteriormente a naringenina apresentou-se também como um potente
inibidor do NF-kB, que interfere na producdo de citocinas pré-inflamatérias. Estudos
mostraram ainda seu efeito neuroprotetor em modelo de doenca de Alzheimer (ZAKI et al.,
2014), pois possui a capacidade de ativar a via de fatores neurotrdficos, exerce efeitos
neuroprotetores contra a neurotoxicidade induzida por carbaril, alivia lesdo cerebral isquémica,
entre outros efeitos neuroprotetores (RENDEIRO, RHODES e SPENCER, 2015). Apresenta
ainda resposta positiva na recuperacdo motora em modelo de doenca de Parkinson (MANI et
al., 2018).

Os dados mostram os efeitos benéficos da naringenina como agente multifuncional,
podendo atuar como anti-inflamatorio, neuroptotetor e antioxidante. Trata-se portanto de um
composto promissor para ser usado como adjuvante de drogas antipsicéticas para reduzir ou

prevenir seus efeitos colaterais.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos antioxidantes e neuroprotetores da naringenina em modelo de discinesia
orofacial induzida por haloperidol em ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar os efeitos da naringenina nas alteracGes comportamentais induzidas pelo haloperidol
no modelo de discinesia orofacial;

- Verificar os efeitos da naringenina sobre os niveis de glutationa (GSH);

- Avaliar o efeito anti-inflamatdrio da naringenina através da quantificacdo de TNF-a e IL-1;

- Determinar os efeitos antioxidantes da naringenina avaliando a peroxidacéo lipidica (TBARS)

e as concentrac@es de nitrito/nitrato;
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Resumo: A discinesia tardia (TD) é um distdrbio persistente do movimento
hipercinético, geralmente irreversivel, consequéncia do uso de agentes
bloqueadores dos receptores da dopamina, incluindo drogas antipsicéticas. Embora
o recente desenvolvimento de dois medicamentos aprovados para o tratamento da
DT, eles possuem efeitos adversos e ainda séo considerados muito caros. Apesar
dos progressos substanciais, ha a necessidade de mais trabalhos com relagéo ao
potencial de prevencdo da DT. Baseado nisso, o0 presente estudo tem como objetivo
avaliar o potencial papel neuroprotetor do antioxidante naringenina em um modelo
de discinesia orofacial (DO), induzida pelo haloperidol, em ratos Wistar machos.
Os animais foram selecionados em 5 grupos: 1- controle; 2- haloperidol 1mg/kg; 3-
haloperidol 1mg/kg + naringenina 10mg/kg; 4- haloperidol 1mg/kg + naringenina
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25mg/kg; 5- haloperidol 1mg/kg + naringenina 50mg/kg. O tratamento foi realizado
durante 21 dias e os testes comportamentais semanalmente (nos dias 7, 14 e 22).
Foram avaliados o0s pardmetros comportamentais, incluindo ndmero de
movimentos de mastigacao vazios (MMVs) (avaliagdo dos movimentos orofacias),
atividade locomotora (plataforma estreita e campo aberto), coordenagdo motora
(rotarod) e teste de memoria (y-maze). No 22° dia, as areas do cérebro (hipocampo,
cortex pré-frontal e estriado) foram removidas para a determinacdo dos niveis de
TBARS, nitrito, glutationa, TNF-a e IL-1B. O tratamento com haloperidol alterou
todos os parametros nos testes comportamentais, aumentando MMVs, reduzindo a
atividade locomotora, a coordenagdo motora e a memaria dos ratos. Além disso,
aumento do estresse oxidativo, reducdo do antioxidante endégeno e aumento de
citocinas pro-inflamatérias. A coadministracdo de naringenina melhorou as
alteracdes comportamentais e reduziu os niveis de peroxidacao lipidica e citocinas,
mostrando um papel promissor na prevencdo da DO induzida por antipsicoticos
tipicos.

Palavras-chave: Neuroprotecdo, Naringenina, Haloperidol, Discinesia Orofacial,
Discinesia Tardiva.

1.Introdugéo

A discinesia tardia (DT) é uma complicacdo motora com presenca de movimentos
hipercinéticos e involuntarios que normalmente ocorrem na lingua, mandibula, Iabios e face,
podendo também envolver outros grupos musculares e manifestar-se no tronco, pelve e
membros, associados a alteragdes significativas e comprometimento funcional (Citrome, 2018).
A DT pode ocorrer durante ou apos a interrup¢do do tratamento prolongado com agentes
blogueadores dos receptores da dopamina, incluindo antipsicéticos (Margolius e Fernandez,
2019).

Antipsicoticos, especialmente aqueles que agem preferencialmente bloqueando o0s
receptores D2, como 0s antipsicoticos de primeira geracdo, podem causar DT (Singh et al.,
2019; Hauser e Truong, 2018). A DT é relativamente comum, afetando um quarto a um tergo
dos pacientes tratados cronicamente com antipsicoticos, de primeira ou segunda geracdo, com
excecdo da clozapina, que apresenta um risco consideravelmente menor de DT (D'Abreu et al.,
2018). A fisiopatologia desse fendmeno ainda € incerta, mas existem algumas hipoteses:
supersensibilidade do receptor de dopamina, insuficiéncia de acido y-aminobutirico (GABA),
excitotoxicidade do glutamato, geracdo de radicais livres, estresse oxidativo e
neurodegeneracdo (Servonnet e Samaha, 2020; Hashimoto et al., 2018; Lister et al., 2017).

A presenca de DT tem sido associada a menores escores de qualidade de vida e
estigmatizacdo social (Pato et al., 2017). Recentemente, dois medicamentos foram aprovados
para o tratamento da DT, no entanto, apresentam efeitos adversos (por exemplo, sonoléncia,
prolongamento do intervalo QT), intera¢cbes medicamentosas e ainda sdo considerados muito
caros. Portanto, a DT continua sendo um desafio importante, pois € uma condicao clinica as
vezes irreversivel e resistente a diferentes tratamentos, mantendo-se um tépico de interesse em
diversos estudos, especificamente na busca de estratégias preventivas (Meyer, 2018; Citrome,
2018; Margolius e Fernandez, 2019; Lister et al., 2017). Atualmente, os antioxidantes estao
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emergindo como importantes agentes neuroprotetores e existem até alguns medicamentos
antioxidantes aprovados para tratar inUmeras doencas causadas pelo estresse oxidativo (Neha
et al., 2019). Entre os antioxidantes naturais, um flavonoide natural contido em frutas citricas
chamado naringenina (NAR) despertou muito interesse, devido as suas a¢cdes multifuncionais,
considerado um poderoso composto antioxidante, anti-inflamatério, antidepressivo e
neuroprotetor (Rendeiro et al., 2015). O NAR pode atravessar a barreira hematoencefélica
(BBB), e seus possiveis efeitos neuroprotetores foram testados em varios modelos animais
(Chen et al., 2018; Lo et al., 2017; Chandran et al., 2019). No entanto, de acordo com nosso
conhecimento, a naringenina ainda nao foi testada em modelos de discinesia. Devido a todos
0s possiveis efeitos benéficos da naringenina, pode ser um composto promissor para ser usado
como adjuvante de drogas neurolépticas para reduzir ou prevenir seus efeitos colaterais. Para
testar esta hipdtese, este trabalho teve como objetivo estudar o papel neuroprotetor da
naringenina na discinesia orofacial induzida pelo haloperidol em ratos.

2. Material e Métodos

2.1 Animais experimentais

Ratos machos (Rattus novergicus, linhagem Wistar), pesando 250-300g, foram
utilizados nesse estudo. Os animais foram mantidos em um ciclo claro / escuro de 12/12 h, com
acesso a agua e alimentos ad libitum, distribuidos aleatoriamente em grupos experimentais
especificados. Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente de 24 £+2 °Ce
foram realizadas entre 08:00 e 17:00 h. Os experimentos foram realizados de acordo com as
leis vigentes do Instituto Nacional de Saude, Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laborat6rio, sob o consentimento e a vigilancia do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Ceara (protocolo de aprovacdo numero 07 / 2018). Todos 0s
esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais
utilizados nas experiéncias.

2.2 Medicamentos e horario de tratamento

O haloperidol (Sigma Aldrich, EUA) foi dissolvido em &gua destilada e administrado
numa dose de 1 mg / kg por via intraperitoneal (i.p). A naringenina (Sigma Aldrich, EUA) foi
dissolvida em &gua destilada e administrada nas doses de 10, 25 e 50mg / kg por via oral (v.0)
(Datta et al., 2016; Thakur et al., 2015; Abdel-Magied e Shedid, 2019; Mani et al., 2018).

Os animais foram divididos em 5 grupos contendo 6 animais, tratados e avaliados por
21 dias. Os comportamentos foram realizados em trés momentos, aos 7, 14 e 22 dias. De acordo
com o delineamento experimental da Fig. 1.
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2.3 Inducéo de discinesia orofacial

A discinesia orofacial foi induzida por administracdo cronica de haloperidol (1 mg/kg,
I.p., por 21 dias). Todos os parametros comportamentais foram avaliados semanalmente (nos
dias 7 e 14), apds 30 minutos da administragdo das doses. E a Gltima avaliagdo comportamental
foi realizada no 22° dia, 24h ap6s o ultimo tratamento (Datta et al., 2016).

Nos dias 7 e 14 a avaliagdo comportamental foi realizada sequencialmente na caixa
espelhada, plataforma estreita e rotarod. E no 22° dia acrescentou-se 0 y-maze e 0 campo aberto
aos demais comportamentos realizados nas semanas anteriores. De acordo com o delineamento
experimental mostrado na Fig. 1

Tratamento
[ |
| % : | | .
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 22
Comportamento: Comportamento Comportamento
Caixa espelhada Caixa espelhada Caixa espelhada
Plataforma estreita  Plataforma estreita Plataforma estreita
rotarod. rotarod. rotarod, y-maze
campo aberto
- Sacrificio eI Dissecacéo.
I
1- Controle (Agua destilada 1mg/kg) Grupos Caixa espelhada
2- Haloperidol (1mg/kg)+Agua destilada (1mg/kg) | 1,2,3,4,5 Plataforma estreita  Nitrito/
3- Haloperidol (1mg/kg) . Naringenina (10mg/kg) Y-maze TBARS

4- Haloperidol (1mg/kg) . Naringenina (25mg/kg)

5- Haloperidol (1mg/kg) . Naringenina (50 mg/kg ) Grupos Caixa espelhada

1:2:345 Rotarod GSH
Campo aberto

Grupos Caixa espelhada
1,2.3.45 Plataforma estreita Citocinas
Campo aberto

Fig. 1 Delineamento Experimental. TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitarico;
GSH: glutationa; Citocinas: TNF-a. e IL-1p.

2.4 Testes comportamentais

2.4.1 Avaliacido dos movimentos orofaciais

Os ratos foram colocados individualmente caixas em caixas espelhadas (30cm x 20cm x
30cm) para avaliacdo da discinesia orofacial. Os animais foram autorizados a passar 10 minutos
na caixa antes do inicio do experimento para se acostumar com o ambiente. Os parametros
comportamentais da discinesia oral foram medidos continuamente por um periodo de 10
minutos. A contagem dos movimentos, realizada com o auxilio de um cronémetro digital, foi
interrompida durante os momentos de grooming (auto-limpeza). No presente estudo, 0s MMVs
sdo referidos como uma unica abertura da boca no plano vertical, ndo direcionada ao material
fisico (Thakur et al., 2015).
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2.4.2 Teste de caminhada em plataforma estreita

A plataforma estreita foi utilizada para avaliar a coordenagdo motora e equilibrio dos
ratos, medindo a capacidade dos animais atravessa-la com seguranca para alcancar uma caixa
posicionada ao final da plataforma. O aparato foi confeccionado em metalon e consiste em uma
plataforma com 1 metro de comprimento e 3 cm de largura, suportada por dois pedestais em
cada extremidade, sendo de diferentes alturas (45 cm e 100cm) para permitir inclinagdo,
impedindo que os animais se rastejem pela plataforma. Foi colocada uma caixa, medindo 20
cm x 20 cm ao final da plataforma inclinada, contendo racgdo para atrair os animais. O aparelho
foi colocado a pelo menos 1 metro acima do solo, para facilitar a visdo do observador. Foi
observado se eles concluem ou ndo a tarefa e se ficam parados e ndo conseguem andar, sendo
atribuido uma laténcia maxima de 60s pra atravessar a plataforma (Datta et al., 2016).

2.4.3 Teste rotarod

O teste rotarod é amplamente utilizado para avaliar o efeito de substancias ou compostos
na coordenacdo motora de ratos (Ishola, et al., 2019). Os ratos foram expostos a uma sessao de
treinamento anterior para aclimata-los ao desempenho do rotarod. Para realizar este teste, 0s
ratos foram colocados em uma haste rotativa com um didmetro de 7 cm (velocidade 25 rpm).
O tempo de corte foi de 180s e o0 tempo médio da queda foi registrado. O teste foi interrompido
apos a queda do animal (Thakur et al., 2015).

2.4.4 Teste de campo aberto

Os ratos foram colocados em campo aberto, com area de 50 cm x 50 cm, sob pouca luz.
O aparelho ¢ dividido em 16 grades iguais, medindo 15 cm cada, claramente desenhadas na
superficie. Os animais foram colocados no quadrante central para iniciar o teste, realizado por
5 minutos, em uma sala sem som. O teste foi realizado apds 21 dias de tratamento e foi avaliado
0 movimento espontaneo dos animais (nUmero de cruzamentos, com quatro patas) entre as
divisbes do campo (Archer, 1973).

2.4.5 Y-maze

Cada animal foi colocado no final de um braco do labirinto e deixado circular livremente
pelo aparelho durante 6 minutos. O aparelho consistia em um labirinto em forma de Y com trés
bragcos (comprimento 45cm, largura 10cm, altura da parede 25cm) a um angulo de 120 ° um do
outro. Uma alternancia correta foi definida como entradas nos trés bracos em ocasides
consecutivas. A porcentagem de alternancias corretas foi calculada da seguinte forma:
{(numero de alternancias / nimero total de entradas -2) x 100} (Sarter et al.,1988; Ishola, et al.,
2019).
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2.4.6 Disseccao e homogeneizacéo

No 22° dia, todos os animais foram sacrificados. O cérebro foi removido e as areas do
cérebro (hipocampo, estriado e cortex pre-frontal) foram dissecadas e armazenadas em um
freezer a -80 ° C e usadas para avaliacdes bioquimicas. Determinacdo de TBARS, nitrito, GSH,
IL-1B ¢ TNF-a.

2.5 Avaliacdo Bioguimica

2.5.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica

O grau de lipoperoxidacéo nas areas do cérebro foi medido através da determinacédo dos
niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), seguindo o método de Draper
e Hadley (1990). A peroxidacdo lipidica foi determinada em um espectrofotdmetro por
absorbancia de 535 nm e expressa como micromol de malondialdeido (MDA) / g de tecido.

2.5.2 Determinacao de nitrito e nitrato

O acumulo de nitrito no sobrenadante, um indicador da producdo de 6xido nitrico, foi
determinado pelo método de Griess, descrito por Green et al (1982). Resumidamente, as areas
do cérebro foram homogeneizadas com 10% de tecido com tampdo monobasico de fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,4. Em seguida, 100 pL do sobrenadante foram incubados com 100 pL
do reagente Griess, que consistia em partes iguais (1: 1: 1: 1) de sulfanilamida a 1% dissolvidas
em 1% de H3PO4, 0,1% de N- (1-naftil) -tilenodiamina a 1% dicloridrato e 4gua destilada a
temperatura ambiente por 10 min. A absorvancia foi medida a 560 nm em um leitor de
microplacas. O contetdo de nitrito foi determinado a partir de uma curva padrao usando NaNO2
(variando de 0,75 a 100 mM) e foi expresso como micromol / g de tecido.

2.5.3 Determinacao da concentracdo reduzida de glutationa

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada para estimar as defesas
antioxidantes enddégenas. O método foi baseado na reacéo do &cido 5,5'-ditiobe, 2-nitrobenzdico
(DTNB) com grupos tiol livres. A medicdo do produto da reacdo formado foi realizada pela
leitura da absorvancia a 412 nm, e a concentracao de glutationa reduzida foi calculada em uma
curva de glutationa padréo e expressa em micromol de GSH / g de tecido, conforme descrito
por Sedlak e Lindsay (1968).

2.5.4 Estimativa dos niveis de TNF-a e IL-1f

As areas do cérebro foram homogeneizadas em tampédo fosfato com inibidor de
protease. As concentracdes de TNF-o e IL-1p foram medidas usando um kit de ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) disponivel no mercado (R&D Systems Inc.,
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Minneapolis, Minnesota) de acordo com as instrugdes do fabricante. A curva padrdo demonstra
uma relacdo direta entre a densidade Optica e as concentragcbes de TNF-a ou IL-1B. Os
resultados foram expressos em pg de tecido TNF-a ou IL-1B/ g.

2.6 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada no software GraphPad Prism, versdo 8.0 para
Windows, expresso como média £+ SEM. Para a andlise estatistica dos resultados, foram
utilizadas a Analise de Variancia (ANOVA), one-way ANOVA (testes comportamentais) ou
two-way ANOVA (analise bioquimica), seguida pelo teste de Tukey como post-hoc. Os
resultados foram considerados significativos quando p <0,05.

3.0 Resultados

3.1 Efeitos da naringenina nos movimentos de mastigacéo vazios (MMVs) em ratos
tratados com haloperidol

Os animais do grupo controle ndo apresentaram MMVs. Os grupos que receberam
apenas haloperidol (1mg / kg, ip) apresentaram aumento gradual dos MMVs, como observado
no comportamento dos dias 7, 14 e 22. Coadministracdo de haloperidol (1mg / kg, ip) e
naringenina (10, 25 e 50 mg / kg, po) mostrou uma diminuigao significativa nos MMVs quando
comparados com o grupo haloperidol (HALO) (fig. 2).
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Fig. 2. Efeito da naringenina nos movimentos de mastigacao vazios (MMV'S) em ratos tratados com haloperidol.
Os dados sao expressos em Média + S.E.M. (n=18) * P < 0.0001 em comparagdo com Grupo HALO; # P < 0.0001
em comparagdo com HALO + NAR10.
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3.2 Efeitos da naringenina na coordenacdo motora (rotarod) em ratos tratados com
haloperidol

A administracdo de haloperidol (1mg / kg, i.p) promoveu uma diminuicéo significativa
na coordenagdo motora dos ratos, observada pelo menor tempo de laténcia até a primeira queda
nos grupos tratados, em relacdo ao grupo controle. A administracdo concomitante de
naringenina (10, 25 e 50 mg / kg p.0) ndo alterou o déficit motor causado pelo haloperidol (fig.
3).

E3 CRTL mE HALO B3 HALO+NAR 10 Ea HALO+NAR 25

@ HALO+NAR 50

7 14 22

Laténcia da 12 da queda/ segundos

Dias

Fig. 3. Efeito da naringenina na atividade do rotarod em ratos tratados com haloperidol. Os dados sdo expressos
em Média + S.E.M. (n=6) *P < 0.005 em comparac¢do ao CTRL; a P <0.0001 em comparacdo ao CTRL; ** P <
0.05 em comparacdo com Grupo CTRL.

3.3 Efeito da naringenina na atividade de caminhada (teste de caminhada na plataforma
estreita) em ratos tratados com haloperidol

O tratamento com haloperidol (1 mg / kg, i.p) reduziu a capacidade dos animais de
caminhar e completar o cruzamento da plataforma estreita. O comportamento foi avaliado nos
dias 7, 14 e 22. A coadministracdo de naringenina na dose de 25mg / kg apresentou o melhor
resultado entre os grupos tratados com naringenina (Tabela 1).
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Tabela 1: Efeito da naringenina na atividade de caminhada (plataforma estreita), em ratos tratados com
haloperidol

Grupos D7 D14 D 22

Andou  Concluiu  Andou Concluiu Andou Concluiu

1 7% 22% 2% 27% 55% 22%
2 0% 0% 0% 0% 0% 0%
3 5% 0% 5% 0% 5% 0%
4 10% 0% 22% 0% 22% 0%
5 5% 0% 16% 0% 16% 0%

Os dados sdo expressos em porcentagem e cada grupo tem o N=12 animais. 1- Grupo controle; 2- haloperidol
(Img/kg); 3- haloperidol + naringenina 10mg/kg; 4- haloperidol + naringenina 25mg/kg; 5-
haloperidol + naringenina 50mg/kg. D- dia.

3.4 Efeito da naringenina na atividade locomotora (campo aberto) em ratos tratados com
haloperidol

O tratamento com haloperidol (1mg / kg) causou uma diminuicdo significativa da
atividade exploratéria no teste de campo aberto quando comparado ao grupo controle. Os
animais que receberam naringenina nas doses de 25 e 50mg / kg apresentaram recuperagao
motora observada com o maior nimero de cruzamentos em campo aberto, quando comparados
ao grupo HALO (fig. 4).
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Fig. 4. Efeito da naringenina na atividade exploratdria de cruzamentos no campo aberto, de ratos tratados com
haloperidol. Os dados sdo expressos em Média + S.E.M. (n=12); a P < 0,0001 em comparagdo com Grupo CRTL;
b P <0,0001 em compara¢do com Grupo HALO; ¢ P <0,0001 em comparagdo com HALO + NAR10.
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3.5 Efeito da naringenina na atividade da memdria (labirinto y) em ratos tratados com
haloperidol

Na avaliagdo do desempenho da memoria de trabalho, o uso crénico de haloperidol
(Img / kg) resultou em uma diminuig¢do na porcentagem de alternancia espontanea. Por outro
lado, a co-administracdo de naringenina (10, 25 e 50 mg / kg) reverteu significativamente as
alteracdes causadas pela administracdo de haloperidol (fig. 5).
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Fig. 5. Efeito da naringenina no percentual de alternancia espontanea em ratos tratados com haloperidol no teste
do labirinto em Y. Os dados sdo expressos em Média = S.E.M. (n=6); a < 0,001 em comparagdo com Grupo CTRL;
# P < 0,001 em comparagdo com Grupo HALO; * P < 0,0001 em comparagdo com Grupo HALO.

3.6 Efeito da naringenina no estresse oxidativo em ratos tratados com haloperidol

O uso cronico de haloperidol (1mg / kg) aumentou a peroxidacao lipidica (TBARS) em
todas as areas testadas. Também aumentaram o0s niveis de nitrito e diminuiram a glutationa
apenas no estriado e no hipocampo. A administracdo concomitante de naringenina (10, 25 e
50mg / kg) ndo reverteu as alteragfes nas concentragdes de nitrito e glutationa (Tabelas 2 e 3),
mas reduziu significativamente a peroxidacdo lipidica (Fig. 6, 7 e 8).
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Fig. 6. Efeito da naringenina na peroxidacdo lipidica (TBARS) no cortex pré frontal de ratos tratados com
haloperidol. Os dados séo expressos em Média + S.E.M. (n=5-6); a P < 0,0001 em comparag¢ao com Grupo CTRL;
b P <0,0001 em comparacdo com Grupo HALO.
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Fig. 7. Efeito da naringenina na peroxidacao lipidica (TBARS), no corpo estriado de ratos tratados com
haloperidol. Os dados sdo expressos em Média + S.E.M. (n=5-6); a P < 0,0001 em comparagdo com Grupo CTRL;
b P <0,0001 em comparagdo com Grupo HALO.
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Fig. 8. Efeito da naringenina na peroxidacdo lipidica (TBARS) no hipocampo de ratos tratados com haloperidol.
Os dados séo expressos em Média + S.E.M. (n=5-6); a P < 0,0001 em comparagdo com Grupo CTRL; b P <0,0001

em comparagdo com Grupo HALO; ¢ P < 0,0001 em comparagdo com HALO + NAR 10.

Tabela 2 Efeitos da naringenina nas estimativas de nitrito e nitrato (umol/g) em ratos tratados com haloperidol

AREA CTRL HALO NAR10 NAR 25 NAR 50
Cortex 0,0064 + 0,0002 0,0078 +0,0005 0,0078 +0,0001 0,0072 + 0,0008 0,0070 +0,0007
Estriado 0,0054+ 0,0009 0,0096+ 0,0012% 0,0080 + 0,0005 0,0072 +0,0002 0,0077 + 0,0002

Hipocampo 0,0053 + 0,0003 0,0083 +0,0012* 0,0085 + 0,0006% 0,0073 + 0,0002 0,0074 + 0,0002

Os dados sdo expressos em Média + S.E.M. (n=5-6); #P < 0,05 em comparagéo com Grupo CTRL. HALO-
haloperidol; NAR-naringenina.

Tabela 3 Efeitos da naringenina nas estimativas de glutationa (umol/g) em ratos tratados com haloperidol

AREA CTRL HALO NAR10 NAR 25 NAR 50

Cortex 0,0196 +£0,0026 0,0127 + 0,0002 0,0202+0,0010 0,0178 +£0,0031  0,0131+ 0,0019
Estriado 0,0096 + 0,0012 0,0054+ 0,0009 * 0,0080 + 00,0005 0,0072 +0,0002 0,0077 + 0,0002*
Hipocampo 0,0283+ 0,0031 0,0177 £0,0007 * 0,0142 £ 0,0014** 0,0172 = 0,0009** 0,014+0,0008**

Os dados sdo expressos em Média = S.E.M. (n=5-6); *P < 0,01 em comparacdo com Grupo CTRL;
**P < (0,0001 em comparacdo com Grupo CTRL.
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3.7 Efeito da naringenina nas estimativas de IL-1f e TNF-a em ratos tratados com
haloperidol

A administracdo de haloperidol (1mg / kg) aumentou significativamente a concentragéo
de citocinas pré-inflamatorias (IL-1B ¢ TNF-a) quando comparada ao grupo controle. Por outro
lado, a co-administracdo de naringenina (10, 25 e 50 mg / kg) preveniu esse efeito (Fig. 9 e Fig.
10).
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Fig. 9. Efeito da naringenina na estimativa de IL-/ no corpo estriado de ratos tratados com haloperidol. Os dados
sdo expressos em Média + S.E.M (n=5-6); a P < 0,0001 em comparac¢do com Grupo CTRL; b P < 0,0001 em
comparagdo com Grupo HALO; ¢ P < 0,0001 em compara¢do com HALO + NAR 10.
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Fig.10. Efeito da naringenina na estimativa de TNF- a no corpo estriado de ratos tratados com haloperidol. Os
dados sdo expressos em Média + S.E.M. (n=5-6); a P < 0,0001 em comparagdo com Grupo CTRL; b P < 0,0001
em comparacdo com Grupo HALO.
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4.0 Discussao

Nossos resultados demonstraram que a co-administragdo de naringenina reduziu as
manifestacdes de MMVs induzidas pelo haloperidol em ratos. O tratamento com haloperidol
também reduziu a coordenacdo motora dos animais nos testes de plataforma estreita e rotarod,
e a atividade locomotora no teste de campo aberto. Além disso, causou déficit de memdria no
teste do y-maze. Esses efeitos foram parcialmente revertidos pela naringenina, especialmente
nas doses mais altas. Concomitante a alteracdes comportamentais, o haloperidol aumentou o
estresse oxidativo, reduziu o0 GSH e aumentou as concentrac@es de citocinas pro-inflamatdrias.
Embora ndo tenham sido observadas alteracfes no nitrito e no GSH, a co-administracdo de
naringenina reverteu a peroxidacéo lipidica e aumentou as citocinas.

A discinesia tardia causada pela administracao de antipsicéticos, como o haloperidol, foi
atribuida a supersensibilidade dopaminérgica devido ao bloqueio dos receptores D2 pré-
sinapticos, levando a um aumento compensatdrio na sintese e liberacdo de dopamina (Ceretta
et al., 2018). Em roedores, a administracdo cronica de haloperidol causa aumento dos
movimentos orofaciais, caracterizando o modelo animal de DT (Peroza, et al., 2013). No
presente estudo, a administracao crénica de haloperidol por 21 dias em ratos produziu MMVs
e alteracdes tipicas da discinesia orofacial, fato que esta de acordo com estudos anteriores,
comprovando a indugdo do modelo de discinesia orofacial em animais (Datta et al., 2016;
Grover etal., 2013). O tratamento com naringenina (10, 25 e 50mg / kg) causou uma diminui¢ao
progressiva dos MMVs. Em estudos anteriores, a coadministracdo de substancias antioxidantes
proporcionou uma diminuicdo dos MMVs em animais que receberam antipsicéticos
cronicamente, mostrando um possivel efeito protetor dessas substancias (Lister et al., 2017; Shi
et al., 2016).

Os animais do grupo haloperidol apresentaram alteragdes na coordena¢do motora e na
marcha, evidenciadas por uma redugdo na porcentagem de animais que caminharam ou
completaram o cruzamento da plataforma estreita. A administracdo concomitante de
naringenina nas doses de 25 e 50 mg/kg impediu esse efeito. Corroborando com nossos
resultados, Mani et al., 2018, observaram um efeito semelhante na recuperagdo motora de
animais submetidos ao modelo de Parkinson induzidos por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidro piridina) e tratados com naringenina nas mesmas doses.

Além disso, o haloperidol alterou a coordenagdo motora dos animais, demonstrada no
teste do rotarod, corroborando com os dados da literatura (Datta et al., 2016; Thakur et al.,

2015). A naringenina nas duas doses mais altas (25mg/kg e 50mg/kg) reduziu essas alteracdes.
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Da mesma forma, estudos anteriores usando naringenina mostraram desempenho motor
melhorado no rotarod em outros modelos animais (Mani et al., 2018; Bhandari et al., 2018).

Nossos dados mostram que o haloperidol reduziu a atividade locomotora de animais no
teste de campo aberto. Assim como em outros testes comportamentais que avaliaram deficits
motores induzidos pelo haloperidol, o uso de naringenina (25 e 50mg/kg) evitou esse efeito.
Corroborando com nosso estudo, Cunha et al., 2016, utilizando um modelo de discinesia
orofacial induzida por reserpina, demonstraram que os déficits motores dos animais estavam
relacionados a menor distancia percorrida no teste de campo aberto.

Vaérios fatores como a supersensibilidade ao receptor D2 dopaminérgico, a hipofuncédo
GABA¢érgica, a excitotoxicidade, a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo estdo envolvidos
nos mecanismos fisiopatoldgicos da discinesia tardia induzida por antipsicoticos (Shireen,
2016). Alguns estudos mostram que a administracdo cronica de haloperidol causa
excitotoxicidade mediada por glutamato e hipofuncdo GABAérgica, devido a diminuigdo da
liberacdo de GABA ou a perda de terminais GABAérgicos na via nigroestriatal. Isso pode
contribuir para a hiperexcitabilidade estriada dopaminérgica, promovendo o aparecimento de
movimentos discinéticos orofaciais e alteracdes motoras (Ceretta et al., 2018; Datta et al., 2016;
Thakur et al., 2015).

Além das alteracbes motoras, nossos resultados também mostraram que o tratamento
com haloperidol causou um déficit na memoria de trabalho dos animais, verificado no teste y-
maze. Esse efeito pode estar relacionado a alteracdes nos receptores dopaminérgicos mediados
pelo haloperidol administrado por 21 dias (Xu et al., 2012). O tratamento com naringenina
reduziu o déficit de memdria dos animais. Esses resultados corroboram com outros estudos que
descobriram que a naringenina é capaz de melhorar o aprendizado e a memdria em varios
modelos animais com comprometimento cognitivo (Khajevand-Khazaei et al., 2018; Ghofrani
etal., 2015; Hua et al., 2016). Esse efeito da naringenina pode estar relacionado a uma possivel
acao neuroprotetora relatada em estudos anteriores (Bai et al., 2014; Chtourou et al., 2014).

Todas essas alteracbes comportamentais observadas em animais tratados com
haloperidol séo frequentemente explicadas na literatura, como resultado do aumento do
metabolismo da dopamina e danos a diferentes neurénios (GABAérgicos, glutamatérgicos e
dopaminérgicos) e areas do cérebro, como estriado, hipocampo e coértex pré-frontal. O
haloperidol também pode causar um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio / nitrogénio e o sistema de defesa antioxidante (ex: glutationa), levando ao excesso
dessas substancias, que podem reagir com acidos graxos poliinsaturados, causando peroxidagao
lipidica (Sonego et al., 2018; Lister et al 2017; Thakur et al., 2015).
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No presente estudo, observou-se que a administracdo crénica de haloperidol aumentou
0 estresse oxidativo em &reas cerebrais, demonstrado por altos niveis de peroxidagdo lipidica
(MDA), nitrito e reducdo da glutationa antioxidante. A co-administracdo de naringenina,
principalmente nas doses mais altas, reduziu a peroxidacéo lipidica induzida pelo haloperidol,
no entanto, ndo foi capaz de prevenir as alteraces de nitrito e glutationa. Em um estudo
anterior, a naringenina foi capaz de inibir o estresse oxidativo, reduzindo a peroxidacéo lipidica
e 0 6xido nitrico, além de aumentar os niveis de GSH (Rahigude et al., 2012).

O processo inflamatdrio presente na DT causa aumento da liberacdo de mediadores
inflamatorios, como TNF-a e IL-1p. Essas citocinas podem ser benéficas ou prejudiciais ao
organismo, dependendo da quantidade e duracdo da exposi¢do produzida em uma célula
especifica, sendo este processo relacionado a via apoptética, conhecido como o principal
mecanismo de morte celular neuronal (Poluha e Grossmann, 2018). Em um estudo realizado
por Takur et al., 2015, o uso crénico de haloperidol resultou em niveis aumentados de TNF-a
e IL-1B no corpo estriado dos ratos tratados. Processo observado neste estudo, em que 0 uso de
haloperidol também causou aumento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-1B) no
estriado dos animais.

Em nosso estudo, a naringenina foi capaz de impedir 0 aumento nas concentragcfes das
citocinas TNF-a ¢ IL-1P causadas pelo haloperidol, principalmente nas doses de 25 e 50 mg /
kg. Vérios estudos ja demonstraram esse efeito anti-inflamat6rio da naringenina usando outros
modelos animais (Al-Roujayee, 2017; Bansal et al., 2018; Umukoro et al., 2018; Wang et al.,
2019).

Mani et al. (2018), usando um modelo de Doenca de Parkinson induzido por MPTP em
camundongos, observaram a ac¢ao antioxidante e neuroprotetora da naringenina, nas doses de
25 e 50 mg / kg, e esses efeitos foram associados a diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias
TNF-o e IL-1B. Outro resultado semelhante foi obtido por Abdel-Magied e Shedid, 2019,
testando a naringenina na modulagédo da lesdo do bago induzida por radiagdo ionizante (IR) em
ratos. Observaram que a naringenina na dose de 50mg / kg durante 14 dias teve efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes, reduzindo os niveis de citocinas (TNF-a e IL-1p) e peroxidagao
lipidica. Em nosso estudo, os melhores resultados foram obtidos com naringenina nas doses de

25 e 50mg / kg em todos os parametros avaliados.
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5.0 Conclusao

Podemos concluir que a naringenina foi capaz de reduzir as alteragbes motoras e
melhorar alguns déficits cognitivos causados pela administracdo de haloperidol. Esses efeitos
parecem estar relacionados a reducdo do estresse oxidativo e da neuroinflamacdo. Nesse

contexto, a naringenina pode ser uma estratégia promissora para a prevencao da DT.
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ANEXO A - DIRETRIZES PARA AUTORES

Estrutura do artigo

Secbes numeradas por subdivisdo

Divida seu artigo em secdes numeradas e claramente definidas. As subsecGes devem ser
numeradas como 1.1 (depois 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (0 resumo ndo esta incluido na numeragéo
da secdo). Use esta numeracao também para referéncia cruzada interna: ndo se refira apenas ao
'texto’. Qualquer subsecdo pode receber um breve cabecalho. Cada cabecgalho deve aparecer em
sua propria linha separada.

Introducéo
Indique os objetivos do trabalho e forneca um histérico adequado, evitando um levantamento
detalhado da literatura ou um resumo dos resultados.

Certifique-se de limitar o comprimento deste paragrafo ao maximo. 500 palavras.

Material e métodos

Forneca detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido por um pesquisador
independente. Os métodos ja publicados devem ser resumidos e indicados por uma
referéncia. Se estiver citando diretamente de um método publicado anteriormente, use aspas e
também cite a fonte. Quaisquer modificacBes nos metodos existentes também devem ser
descritas.

Os Resultados
Resultados devem ser claros e concisos.

Discussao

Isso deve explorar a importancia dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Evite citagdes
extensas e discussdo da literatura publicada. Certifique-se de limitar o comprimento deste
paragrafo ao méximo. 1500 palavras.

Conclusdes
As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma curta se¢éo de Conclusdes,
que pode ser autdnoma ou formar uma subsecdo de uma secao de Discussao.

InformacGes essenciais da pagina de rosto

* Titulo. Conciso e informativo. Os titulos sdo frequentemente usados em sistemas de
recuperacdo de informacdes. Evite abreviacbes e formulas sempre que possivel.
* Nomes e afiliagdes de autores. Indique claramente os nomes e sobrenomes de cada autor e
verifique se todos 0s nomes estdo escritos com precisao. Vocé pode adicionar seu nome entre
parénteses em seu proprio script por trés da transliteracdo em inglés. Apresente 0s enderecos
de afiliagéo dos autores (onde o trabalho real foi realizado) abaixo dos nomes. Indique todas as
afiliacbes com uma letra sobrescrita em mindscula imediatamente apds 0 nome do autor e na
frente do endereco apropriado. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacdo, incluindo
0 nome do pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de cada autor.
« Correspondéncia. Indique claramente quem ira lidar com a correspondéncia em todas as
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etapas da arbitragem e publicacdo, também apds a publicacdo. Essa responsabilidade inclui
responder a quaisquer perguntas futuras sobre Metodologia e Materiais.

Verifique se 0 endereco de email é fornecido e se os detalhes de contato sdo mantidos
atualizados pelo autor correspondente.

» Endereco atual / permanente. Se um autor se mudou desde que o trabalho descrito no artigo
foi concluido ou estava visitando na época, um 'Endereco atual' (ou 'Endereco permanente’)
pode ser indicado como uma nota de rodapé para 0 nome desse autor. O endereco em que 0
autor realmente fez o trabalho deve ser mantido como o principal endereco de
afiliacdo. NUmeros arabicos sobrescritos sao usados para essas notas de rodape.

Os Destaques

Destaques sdo opcionais, mas altamente incentivados para esta revista, pois aumentam a
capacidade de descoberta do seu artigo através dos mecanismos de pesquisa. Eles consistem
em uma pequena colecao de topicos que capturam os novos resultados de sua pesquisa, bem
como novos métodos usados durante o estudo (se houver). Veja os exemplos aqui: exemplo
Destaques .

Os destaques devem ser enviados em um arquivo editavel separado no sistema de envio on-
line. Use 'Destaques' no nome do arquivo e inclua 3 a 5 pontos de marcador (maximo de 85
caracteres, incluindo espacos, por ponto de marcador).

Resumo

E necessario um resumo conciso e factual. O resumo deve indicar brevemente o objetivo da
pesquisa, 0s principais resultados e as principais conclusées. Um resumo é frequentemente
apresentado separadamente do artigo, portanto, ele deve poder ser autbnomo. Por esse motivo,
as referéncias devem ser evitadas, mas se essencial, cite o (s) autor (es) e ano (s). Além disso,
abreviacdes ndo padronizadas ou incomuns devem ser evitadas, mas, se essenciais, devem ser
definidas na primeira mencao no proprio resumo.

Resumo gréfico

Um resumo grafico é opcional para este periodico. Ele deve resumir o contetdo do artigo de
forma concisa e pictdrica, projetada para capturar a atencdo de um grande nimero de leitores
on-line. Os autores devem fornecer imagens que representem claramente o trabalho descrito no
artigo. Os resumos graficos devem ser enviados como um arquivo separado no sistema de envio
on-line. Tamanho da imagem: fornega uma imagem com um minimo de 531 x 1328 pixels (h
X W) ou proporcionalmente mais, mas deve ser legivel na tela com um tamanho de 200 x 500
pixels (a 96 dpi corresponde a 5 x 13 cm) . Lembre-se da legibilidade apds a redugéo,
especialmente se estiver usando uma das figuras do proprio artigo. Tipos de arquivos
preferidos: arquivos TIFF, EPS, PDF ou MS
Office. Consulte_https://www.elsevier.com/graphicalabstracts por exemplo.

Declaracéo de ética para experimentacéo animal

Autores devem incluir uma declaracdo de aprovacao ética para experimentacdo animal que sera
reconhecida em todo o mundo. Indique a natureza das permissdes de revisdo ética e diretrizes
nacionais ou institucionais para o cuidado e uso de animais que cobrem a pesquisa. A
declaracdo deve incluir o (s) nimero (s) de aprovacdo do aplicativo e 0 nome da organizacao
aprovadora.


https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
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Palavras-chave

Imediatamente apds o resumo, forneca no maximo 6 palavras-chave, usando ortografia e
nomenclatura americanas e evitando termos gerais e plurais e varios conceitos (evite, por
exemplo, "e", "de"). Seja poupador de abreviagdes: somente as abreviagOes firmemente
estabelecidas no campo podem ser elegiveis. Essas palavras-chave serdo usadas para fins de
indexacéo.

Abreviacoes

Abreviagdes sao um obstaculo para o leitor. Use o menor nimero possivel de abreviacdes e
escreva 0os nomes dos compostos, receptores, etc., na integra em todo o texto do manuscrito,
com as excecdes fornecidas AQUI .

Abreviacbes desnecessarias . Abreviagdes desnecessarias, como AP, TEP, TFT, CER, nAc e
LTFSE (para potencial pés-potencial, transepitelial, teste de Tail-flick, ratos expostos ao frio,
nacleo accumbens e campo tegmental lateral simpatico-excitatorio) ndo sdo aceitaveis.
Abreviacdes de receptor . Abreviacdes de receptor como & bgr; AR, mAChR, BZR para 0 &
bgr; receptor  adrenérgico, receptor muscarinico e receptor benzodiazepinico,
respectivamente, ndo devem ser utilizados. Para receptores, evite a abreviatura "R". Nos
subtipos de receptor, mencione o0 nome completo do receptor em todo o manuscrito, por
exemplo, receptor de adenosina A 1, receptor de dopamina D 2 , melanocortina MC sreceptor,
endotelina ET a receptor.

Abreviagdes que vieram substituir o0 termo completo. Abreviagdes que vieram substituir o
termo completo (por exemplo, GABA, DOPA, EDRF, 5HT, para & ggr; -aminobutyric acid,
3,4-dihidroxifenilalanina, fator relaxante derivado do endotélio, 5-hidroxitriptamina) podem ser
usadas, desde que o termo esta escrito no resumo e no corpo do manuscrito na primeira vez em
que a abreviacdo € usada.

Nomes quimicos dificeis de manejar . Nomes quimicos pesados podem ser abreviados. Por
exemplo, 8-OH-DPAT, DOI, DTG, BAPTA, para 8-hidroxi-2- (di- n- propilamino) tetralina,
1- (2,5-dimetoxi-4-iodofenil) -aminopropano, 1,3 -di (2-tolil) -guanidina, 1,2-bis (o -
aminofenoxi) etano- N, N, N ', N'acido tetraacético, sdo aceitaveis; no entanto, 0 nome quimico
completo deve ser dado uma vez no resumo e no corpo do manuscrito, seguido nos dois casos
pela abreviagéo.

Nomes de cddigo. Os nomes de codigo podem ser usados, mas 0 nome quimico completo deve
ser fornecido no resumo e no texto.

Os autores que ndo atenderem a essas demandas terdo seus manuscritos devolvidos para
correcdo, com atraso na publicacdo como resultado .

Agradecimentos

Recolha os agradecimentos em uma se¢do separada no final do artigo antes das referéncias e,
portanto, ndo os inclua na pagina de titulo, como uma nota de rodapé do titulo ou de outra
forma. Liste aqui as pessoas que forneceram ajuda durante a pesquisa (por exemplo, fornecendo
ajuda ao idioma, assisténcia por escrito ou prova de leitura do artigo, etc.).

Formatacéo de fontes de financiamento
Liste as fontes de financiamento dessa maneira padrdo para facilitar a conformidade com os
requisitos do financiador:


https://www.elsevier.com/__data/promis_misc/ejp_abbreviations.pdf
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Financiamento: Este trabalho foi financiado pelos Institutos Nacionais de Saude [numeros de
concessdo xxxx, aaaa]; a Fundacgdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA [nUmero de concessao
zzzz]; e os Institutos de Paz dos Estados Unidos [nimero da concessdo aaaal.

N&o é necessério incluir descricGes detalhadas sobre o programa ou tipo de subsidios e
prémios. Quando o financiamento for proveniente de uma concessdo em bloco ou de outros
recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa, envie
0 nome do instituto ou organizagdo que forneceu o financiamento.

Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu nenhum subsidio especifico de agéncias de fomento nos setores
publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Nomenclatura e unidades

Somente nomes genéricos e quimicos de medicamentos devem ser utilizados, embora um
equivalente proprietario possa ser indicado uma vez entre parénteses. A nomenclatura de
substancias quimicas deve ser consistente, clara e inequivoca e deve estar de acordo com o0 uso
da American Chemical Society e com a convencdo recomendada pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, http://www.iupac.org/ general / FAQs / ns.html ) Em caso
de davida, os escritores devem consultar os indices do Chemical Abstracts; os varios relatorios
e panfletos do Comité de Nomenclatura, Ortografia e Prontncia da Sociedade Americana de
Quimica; as recomendacbes do IUBMB ( http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb) Quando sao
utilizados medicamentos que sdo misturas de estereoisdmeros, deve-se esclarecer o fato de
serem de natureza composta e implicar isso na interpretacdo dos dados e na obtencdo de
conclus@es. O uso do prefixo apropriado é essencial. O uso do nome genérico sozinho, sem
prefixo, seria usado para se referir a agentes sem estereoisdmeros. A nomenclatura de
receptores e seus subtipos e canais de ions deve estar de acordo com NCIUPHAR
( http://www.iuphar.org/nciuphar.html ). O nome trivial das enzimas pode ser usado no texto,
mas 0 nome sistematico e o nimero de classificacdo de acordo com a nomenclatura enzimatica
do NC-IUBMB ( http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ ), rev. edn. (Academic Press,
Nova York, NY, 1984) deve ser citada na primeira vez que uma enzima € mencionada.

Formulas matematicas

Envie as equag¢fes matematicas como texto editavel e ndo como imagens. Apresente formulas
simples alinhadas com o texto normal sempre que possivel e use o solidus (/) em vez de uma
linha horizontal para pequenos termos fracionarios, por exemplo, X / Y. Em principio, as
variaveis devem ser apresentadas em italico. Os poderes de e sdo frequentemente mais
convenientemente indicados por exp. Numere consecutivamente quaisquer equacgdes que
precisam ser exibidas separadamente do texto (se referidas explicitamente no texto).

Notas de rodapé

As notas de rodapé devem ser usadas com moderacdo. Numere-o0s consecutivamente ao longo
do artigo. Muitos processadores de texto podem criar notas de rodapé no texto, e esse recurso
pode ser usado. Caso contrério, indique a posicdo das notas de rodapé no texto e liste as notas
de rodapé separadamente no final do artigo. Nao inclua notas de rodapé na lista Referéncia.


http://www.iupac.org/general/FAQs/ns.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb
http://www.iuphar.org/nciuphar.html
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Obra de arte
Arte eletrbnica
Pontos gerais

+Certifique-se de usar letras e tamanhos uniformes da arte original.

eIncorpore as fontes usadas se o aplicativo fornecer essa opgéo.

*Procure usar as seguintes fontes em suas ilustragfes: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol ou use fontes parecidas.

*Numere as ilustracfes de acordo com a sequéncia no texto.

*Use uma convencdo de nomenclatura l6gica para seus arquivos de ilustracdes.

*Forneca legendas para ilustragdes separadamente.

*Dimensione as ilustracdes proximas as dimensdes desejadas da versdo publicada.

*Envie cada ilustragcdo como um arquivo separado.

«Certifique-se de que as imagens coloridas sejam acessiveis a todos, inclusive aqueles com
visdo de cores prejudicada.

Um guia detalhado sobre arte eletronica esta disponivel.

Formatos
Se a arte eletrénica for criada em um aplicativo do Microsoft Office (Word, PowerPoint, Excel),
fornega ‘como esta’ no formato de documento nativo.

Independentemente do aplicativo usado que ndo seja o Microsoft Office, quando a arte final
eletronica for finalizada, 'Salvar como' ou converta as imagens em um dos seguintes formatos
(observe os requisitos de resolugdo para desenhos de linhas, meios-tons e combinacdes de linhas
/ meios-tons indicados abaixo ):

EPS (ou PDF): desenhos vetoriais, incorpore todas as fontes usadas.
TIFF (ou JPEG): fotografias coloridas ou em escala de cinza (meios-tons), mantenha no minimo
300dpi.

TIFF (ou JPEG): os desenhos de linha de bitmap (pixels em preto e branco puro) mantém um
minimo de 1000 dpi.

TIFF (ou JPEG): combinagbes de linha / meio-tom de bitmap (cores ou escala de cinza),
mantenha um minimo de 500 dpi.

Por favor, nao:

*Forneca arquivos otimizados para uso na tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPG); estes
geralmente tém um ndmero baixo de pixels e um conjunto limitado de cores;
*Forneca arquivos com resolugéo muito baixa;
*Envie graficos desproporcionalmente grandes para o conteudo.

Trabalho artistico colorido

Verifique se os arquivos de trabalho artistico estdo em um formato aceitavel (TIFF (ou JPEG),
EPS (ou PDF) ou arquivos do MS Office) e com a resolugéo correta. Se, juntamente com 0
artigo aceito, voceé enviar figuras em cores utilizaveis, a Elsevier garantira, sem custo adicional,
que essas figuras aparecam coloridas online (por exemplo, ScienceDirect e outros sites), além


https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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da reproducdo das cores impressas. Mais informacfes sobre a preparacdo de obras de arte
eletronicas .

O uso de cores para graficos ou tabelas é fortemente desencorajado (excec¢Bes sdo feitas para
criticas de convidados).

Legendas das figuras

Verifique se cada ilustracdo possui uma legenda. Forneca legendas separadamente, néo
anexadas a figura. Uma legenda deve incluir um titulo breve ( ndo na figura) e uma descrigédo
da ilustracdo. Mantenha o texto nas ilustracdes em si, no minimo, mas explique todos 0s
simbolos e abreviac6es usadas.

Tabelas

Envie tabelas como texto editavel e ndo como imagens. As tabelas podem ser colocadas ao lado
do texto relevante no artigo ou em péaginas separadas no final. Numere as tabelas
consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e coloque as notas da tabela abaixo do
corpo da tabela. Seja poupador no uso de tabelas e verifique se os dados apresentados nelas ndo
duplicam os resultados descritos em outras partes do artigo. Evite usar regras verticais e
sombreamento nas células da tabela.

Referéncias

Citacdo no texto

Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estejam presentes na lista de
referéncias (e vice-versa). Todas as referéncias citadas no resumo devem ser fornecidas na
integra. Resultados ndo publicados e comunicacGes pessoais ndo sdo recomendados na lista de
referéncias, mas podem ser mencionados no texto. Se essas referéncias forem incluidas na lista
de referéncias, elas devem seguir o estilo de referéncia padrdo da revista e incluir uma
substituicdo da data de publicacdo por 'Resultados ndo publicados' ou ‘Comunicacéo pessoal'. A
citacdo de uma referéncia como 'no prelo’ implica que o item foi aceito para publicagéo.

Links de referéncia

O aumento da descoberta de pesquisas e a revisdo por pares de alta qualidade sédo garantidos
por links on-line das fontes citadas. Para permitir a criacdo de links para servicos de abstracdo
e indexacdo, como Scopus, CrossRef e PubMed, verifique se os dados fornecidos nas
referéncias estdo corretos. Observe que sobrenomes, titulos de periodicos / livros incorretos,
ano de publicacéo e paginacdo podem impedir a criagdo de links. Ao copiar referéncias, tenha
cuidado, pois elas ja podem conter erros. O uso do DOI é altamente incentivado.

E garantido que o DOI nunca muda, para que vocé possa usa-lo como um link permanente para
qualquer artigo eletrénico. Um exemplo de citagdo usando DOI para um artigo ainda nao
publicado é: VanDecar JC, Russo RM, James DE, Ambeh WB, Franke M. (2003). Continuagéo
assismica da laje das Pequenas Antilhas sob o nordeste da Venezuela. Jornal de Pesquisa
Geofisica, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Observe que o formato dessas citacdes deve
estar no mesmo estilo de todas as outras referéncias no artigo.


https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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Referéncias na Web

No minimo, 0 URL completo deve ser fornecido e a data em que a referéncia foi acessada pela
ultima vez. Qualquer informacdo adicional, se conhecida (DOI, nomes de autores, datas,
referéncia a uma publicacdo de origem, etc.), também deve ser fornecida. As referéncias da
Web podem ser listadas separadamente (por exemplo, apds a lista de referéncias) em um
cabecalho diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na lista de referéncias.

Referéncias de dados

Este periddico incentiva vocé a citar conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em seu
manuscrito, citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua Lista de
Referéncia. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos: nome (s) do autor,
titulo do conjunto de dados, repositério de dados, versdao (quando disponivel), ano e
identificador persistente global. Adicione [conjunto de dados] imediatamente antes da
referéncia para que possamos identifica-lo adequadamente como uma referéncia de dados. O
identificador [conjunto de dados] ndo aparecera no seu artigo publicado.

Referéncias em uma edicéo especial
Certifique-se de que as palavras 'esta edi¢cdo’ sejam adicionadas a quaisquer referéncias na lista
(e quaisquer citacbes no texto) a outros artigos na mesma Edicdo Especial.

Software de gerenciamento de referéncia

A maioria dos periédicos da Elsevier tem seu modelo de referéncia disponivel em muitos dos
mais populares produtos de software de gerenciamento de referéncia. Isso inclui todos os
produtos que suportam estilos de linguagem de estilo de citacdo , como Mendeley . Usando
plug-ins de citacdo desses produtos, os autores precisam apenas selecionar o modelo de
periddico apropriado ao preparar seu artigo, apés o qual as citacdes e bibliografias serdo
automaticamente formatadas no estilo da revista. Se ainda ndo houver um modelo disponivel
para este periddico, siga o formato das referéncias e citacdes de amostra, conforme mostrado
neste Guia. Se vocé usar o software de gerenciamento de referéncia, remova todos os codigos
de campo antes de enviar o manuscrito eletrdnico.Mais informacgdes sobre como remover
cédigos de campo de diferentes softwares de gerenciamento de referéncia.

Os usuarios do Mendeley Desktop podem instalar facilmente o estilo de referéncia desta revista
clicando no seguinte link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/european-journal-of-pharmacology
Ao preparar seu manuscrito, vocé ira podera selecionar esse estilo usando os plug-ins Mendeley
para Microsoft Word ou LibreOffice.

Formatacéo de referéncia

N&o ha requisitos estritos sobre a formatacéo de referéncia no envio. As referéncias podem estar
em qualquer estilo ou formato, desde que o estilo seja consistente. Onde aplicavel, o (s) nome
(s) do (s) autor (es), titulo da revista / titulo do livro, titulo do capitulo / titulo do artigo, ano de
publicagdo, numero do volume / capitulo do livro e 0 nimero do artigo ou paginagdo devem
estar presentes. O uso do DOI é altamente incentivado. O estilo de referéncia usado pela revista
sera aplicado ao artigo aceito pela Elsevier na fase de prova. Observe que os dados ausentes
serdo destacados no estagio de prova para 0 autor corrigir. Se vocé deseja formatar as
referéncias, elas devem ser organizadas de acordo com o0s seguintes exemplos


http://citationstyles.org/
http://www.mendeley.com/features/reference-manager
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
https://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/26093
http://open.mendeley.com/use-citation-style/european-journal-of-pharmacology
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Estilo da referéncia:

Texto: Todas as citacles no texto devem se referir a
1. Autor Unico: nome do autor (sem iniciais, a menos que haja ambiguidade) e o ano de
publicacéo;

2. Dois autores: nome dos autores e ano de publicacéo;

3. Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido por ‘et al."e o0 ano de publicagéo.
CitacOes podem ser feitas diretamente (ou entre parénteses). Grupos de referéncias podem ser
listados primeiro em ordem alfabética, depois cronologicamente ou vice-versa.
Exemplos: 'como demonstrado (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan e Jones, 1999).... Ou, como
demonstrado (Jones, 1999; Allan, 2000) ... Kramer et al. (2010) mostraram recentemente ... '
Lista: As referéncias devem ser organizadas primeiro em ordem alfabética e depois ordenadas
cronologicamente, se necessario. Mais de uma referéncia do (s) mesmo (s) autor (es) no mesmo
ano deve ser identificada pelas letras 'a’, 'b', 'c' etc., inseridas ap6s o0 ano da publicacéo.
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Comissio de Etica no Uso de Amimais - CFUA
Rua: Av. Comte. Maurocéhio Rocha Pontes, 100, Derby

CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (X8) 3611.8000

CERTIFICADO

proposta intitulada:  Avaliagdo dos efeitos

antioxidantes e neuroprotetores da naringenina em modelo de discenesia orofacial

induzida por haloperidol em ratos. registrada com o n® 07/18, sob a responsabilidade

da Profa. Dra. Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar que envolve a produgao,

manutengao ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo Vertebrata

(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo

com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n* 6.899, de 15

de julho de 2009, ¢ com as normas cditadas pelo Consclho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) Campus Sobral, em reunido de 06/09/2018.

FFinalidade

Vigéncia da autoriza¢ao
Espécie/linhagem/raga
N° de animais ‘
Peso/ldade

Sexo

Origem

| ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
06/09/2018 até¢ 06/09/2020

Ratos Hclcrogéni'(:o's Wistar

162

250-300g/2-3meses

Ratos: 1507 ¢ 12

Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 13 de setembro de 2018.

Prof. Dr. lIgor luco Castro da Silva

Vice-coordenador da Comissdo de Ftica no Uso de Animais  CEUA
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Para: evaneide.carvalho@hotmail.com

*** Automated email sent by the system ***

Dear Dr, Evaneide Pereira de $4 Carvalho,
You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal: European Journal of Pharmacology

Title: Naringenin mediates neuroprotection against haloperidol-induced dyskinesia by preventing oxidative stress and
neuroinflammation
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Co-Authors: Evaneide Pereira de 54 Carvalho; Cleane Gomes Moreira; Francisca Valéria Bezerra Sampaio Marques; Lucas
Diogo Rosa; Mateus Aragdo Esmeraldo; Francisco José Gomes; Paulo de Tarso Teles Dourado de Aragdo; Rodrigo
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