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A discinesia tardia (DT) consiste num distúrbio incapacitante e debilitante, 
decorrente do uso crônico de antipsicóticos que afeta em torno de 20% a 50% 
dos pacientes. É caracterizada por movimentos involuntários, repetitivos e 
anormais que envolvem principalmente a musculatura da região oro-língua-
facial. Há várias hipóteses que tentam explicar seu mecanismo fisiopatológico, 
porém nenhuma está completamente elucidada. Há evidências de que o 
estresse oxidativo decorrente do metabolismo da dopamina pela 
monoaminoxidase (MAO) está associado com a manifestação desse efeito 
adverso extrapiramidal. Nos Estados Unidos, Valbenazine e Deutetrabenazine 
foram aprovados pelo Food and Drug Administration para o tratamento da DT, 
porém estes fármacos podem causar efeitos adversos graves, como arritmia 
cardíaca. No Brasil, não há nenhum tratamento totalmente eficiente em amenizar 
esses movimentos involuntários. A (+)-catequina é um composto polifenólico 
com propriedades antioxidantes e possui atividade neuroprotetora promissora. 
Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da (+)-catequina sobre a 
discinesia orofacial (DO) induzida por reserpina em camundongos, e o possível 
envolvimento da enzima MAO. In vitro, a (+)-catequina inibiu a atividade das 
duas isoformas de MAO em concentrações de 0,34 e 1,03 mM de forma 
reversível para MAO-A e parcialmente reversível para MAO-B. Para avaliar os 
efeitos da (+)-catequina sobre a DO induzida por reserpina, camundongos Swiss 
machos (pesando 25-35 g) foram tratados diariamente durante 4 dias com 
reserpina (1 mg/kg, s.c.) ou seu veículo. Depois, a (+)-catequina (10, 50 ou 100 
mg/kg, i.p.) ou o seu veículo foram administrados por mais 20 dias. Nos dias 6, 
8, 15 e 26 do período experimental, foram quantificados os movimentos de 
mascar no vazio (VCMs) e atividades locomotora e exploratória. A reserpina 
aumentou os VCMs e diminuiu a atividade locomotora e exploratória. A (+)-
catequina diminuiu o número de VCMs somente após a segunda administração 
da dose de 10 mg/kg no 6º dia do período experimental no grupo pré-tratado com 
reserpina sem alterar nenhum outro parâmetro comportamental. As outras doses 
testadas não modificaram nenhum parâmetro comportamental. Não foi 
observada qualquer alteração na atividade de MAO no estriado e substância 
negra de camundongos tratados com reserpina ou (+)-catequina. Portanto, mais 
estudos devem ser realizados para esclarecer a potencial neuroproteção da (+)-
catequina e seu impacto como terapia farmacológica, visando o aumento da 
qualidade de vida dos pacientes com DT. 
 
Palavras-chave: Discinesia tardia. Movimentos de mascar no vazio. Estresse 
oxidativo. Flavanol. Antioxidante. Monoaminoxidase. 
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Tardive dyskinesia (TD) is a disabling and debilitating disorder due to the chronic 
use of antipsychotics that affects around 20% to 50% of patients. It is 
characterized by involuntary, repetitive and abnormal movements that mainly 
involve the musculature of the oro-tongue-facial region. There are several 
hypotheses that attempt to explain its pathophysiological mechanism, but none 
is fully elucidated. There is evidence that oxidative stress produced throughout 
the metabolism of dopamine by monoaminoxidase (MAO) is associated with the 
manifestation of this extrapyramidal adverse effect. In the United States, 
Valbenazine and Deutetrabenazine have been approved by the Food and Drug 
Administration for the treatment of TD, but these drugs can cause serious 
adverse effects, such as cardiac arrhythmia. In Brazil, there is no totally efficient 
treatment to minimize these involuntary movements. A (+)-catechin is a 
polyphenolic compound with antioxidant properties and has promising 
neuroprotective activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate the 
effect of (+)-catechin on orofacial dyskinesia induced by reserpine in mice and 
the possible involvement of the MAO enzyme. In vitro, (+)-catechin inhibited the 
activity of the two MAO isoforms at concentrations of 0.34 and 1.03 mM reversibly 
for MAO-A and partially reversible for MAO-B. To evaluate the effects of (+)-
catechin on reserpine-induced OD, male Swiss mice (weighing 25-35 g) were 
treated daily for 4 days with reserpine (1 mg/kg, s.c.) or vehicle. Then (+)-catechin 
(10, 50 or 100 mg/kg, i.p.) or its vehicle was administered for another 20 days. 
On days 6, 8, 15 and 26 of the experimental period, vacuous chewing movements 
(VCMs) and locomotor and exploratory activities were quantified. Reserpine 
increased VCMs and decreased locomotor and exploratory activities. A (+)-
catechin decreased the number of VCMs only after the second administration of 
the 10 mg/kg dose on the 6th day of the experimental period in the pre-treated 
group with reserpine without changing any other behavioral parameter. The other 
doses tested did not modify any behavioral parameters. No alteration was 
observed in MAO activity in the striatum and substantia nigra of mice treated with 
reserpine or (+)-catechin. Therefore, further studies should be performed to 
clarify the potential neuroprotection of (+)-catechin and its impact as 
pharmacological therapy, aiming to increase the quality of life of patients with TD. 
 
 
Key words: Tardive dyskinesia. Vacuous chewing movements. Oxidative stress. 
Flavanol. Antioxidant. Monoaminoxidase. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta dissertação está apresentada na forma de um manuscrito científico. 

No item INTRODUÇÃO e REFERENCIAL TEÓRICO, está descrita uma 

revisão sucinta sobre os temas abordados nesta dissertação.  

Os resultados que fazem parte deste estudo estão apresentados sob a 

forma de um manuscrito, o qual se encontra no item RESULTADOS. As seções 

Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências 

Bibliográficas do manuscrito encontram-se no próprio e representam a íntegra 

deste estudo. 

O item CONCLUSÕES encontrado no final desta dissertação, apresenta 

conclusão geral referente aos dados encontrados neste estudo e apresentados 

no manuscrito. 

O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às 

citações que aparecem na INTRODUÇÃO e REFERENCIAL TEÓRICO desta 

dissertação.
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças psiquiátricas e neurodegenerativas são condições 

patológicas extremamente debilitantes que afetam milhares de pessoas em todo 

o mundo. São patologias que lesionam ou degeneram o sistema nervoso central 

(SNC) acarretando em déficits físicos, cognitivos e comportamentais que fazem 

com que os pacientes percam sua saúde e qualidade de vida. Devido à alta 

complexidade dos circuitos neuronais centrais, o entendimento detalhado da 

fisiopatologia dessas doenças ainda não foi alcançado. Consequentemente, a 

busca pela cura ou novas estratégicas farmacológicas é desafiadora. Existem 

disponível intervenções farmacológicas e não farmacológicas que visam 

amenizar ou bloquear os sintomas clínicos. Entretanto, todo medicamento pode 

causar reações adversas que, muitas vezes, podem ser tão graves quanto a 

doença primária. 

Muitos pacientes psiquiátricos fazem uso de antipsicóticos para tratar 

transtornos psicóticos. Estes fármacos exercem seus efeitos farmacológicos 

através do bloqueio de receptores de dopamina na via dopaminérgica 

mesolímbica (GOPALAKRISHNA; ITHMAN; LAURIELLO, 2016). No entanto, os 

fármacos não são seletivos para esta via e bloqueiam também receptores 

dopaminérgicos na via nigroestriatal (GOPALAKRISHNA; ITHMAN; 

LAURIELLO, 2016). O bloqueio crônico dos receptores dopaminérgicos, 

especialmente D2, pelos antipsicóticos típicos na via dopaminérgica 

nigroestriatal é o fenômeno associado ao aparecimento da condição motora 

hipercinética, conhecida como discinesia tardia (DT) (STAHL, 2014). Esse 

distúrbio é caracterizado por movimentos anormais, involuntários e repetitivos 

que envolvem a musculatura da região oro-língua-facial e, que também pode 

afetar os membros superiores e inferiores, e o tronco (AQUINO, LANG, 2014; 

DMS-5, 2014). A fisiopatologia da DT ainda não é completamente compreendida, 

contudo, há hipóteses que sugerem mecanismos que possam estar envolvidos 

com a manifestação clínica. A hipótese clássica propõe que o bloqueio crônico 

dos receptores D2 causa uma supraregulação dos mesmos, fazendo com que 

haja um aumento compensatório na quantidade de receptores associado à 

supersensibilidade (ANDRADE; BERTOLUCCI; PEREIRA, 1984; STAHL, 2014). 

No entanto, outras hipóteses trazem evidências de que fenômenos como o 

estresse oxidativo, hipofunção do sistema GABAérgico, excitotoxicidade 
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glutamatérgica entre outros, podem impactar no processo de surgimento e 

instalação da DT no organismo (LISTER et al., 2014; WALN; JANKOVIC, 2013). 

No Brasil, ainda não existe um tratamento eficaz para a DT. Portanto, é 

necessário que estudos científicos que visam compreender a fisiopatologia da 

DT e elaborar novas estratégias farmacoterapêuticas sejam realizados. 

Em animais, a DT pode ser estudada através do modelo animal de 

discinesia orofacial (DO) induzida por reserpina. A reserpina depleta os níveis de 

monoaminas nos terminais nervosos, pois é um bloqueador não seletivo e 

irreversível do transportador vesicular de monoaminas (NEISEWANDER; 

LUCKI; MCGONIGLE, 1991). Ao bloquear este transportador, a DA não é 

liberada na fenda sináptica e, consequentemente, seus níveis intracelulares são 

aumentados. Por sua vez, a metabolização desta monoamina pela enzima 

monoaminoxidase (MAO) também está aumentada, o que pode levar a produção 

excessiva de metabólitos reativos e citotóxicos. Neste modelo, o número de 

movimentos de mascar no vazio é o principal parâmetro de avaliação em 

roedores (ANDREASSEN; JØRGENSEN, 2000; NEISEWANDER; LUCKI; 

MCGONIGLE, 1991).  

Neste cenário, é interessante a pesquisa de compostos que possuam 

propriedades neuroprotetoras. A (+)-catequina (CAT) é um polifenol, pertencente 

à classe flavanol (classe também chamada catequina), presente em várias 

plantas incluindo o chá verde (EL-SHAHAWI et al., 2012). Conhecida por 

apresentar atividade antioxidante, a CAT neutraliza as espécies reativas de 

oxigênio (EROs) decorrentes do metabolismo de substâncias, como 

neurotransmissores, prevenindo assim sua participação em reações de 

oxirredução que podem gerar dano oxidativo celular (HARWANSH et al., 2016). 

Dados da literatura demonstram que a CAT é capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica, portanto, sugere-se que ela pode atuar no SNC (WU et al., 

2012). Também já se tem relatos de que a CAT é um composto promissor como 

agente terapêutico em modelos de doenças associadas ao SNC como por 

exemplo depressão, doença de Parkinson e Alzheimer (AHMED et al., 2013; LEE 

et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013). 

Portanto, nesse contexto, propõe-se que a CAT pode apresentar efeito 

neuroprotetor promissor no modelo de DO induzida por reserpina, apontando-a 

como possível recurso terapêutico para o tratamento de alterações motoras 
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relacionadas ao sistema dopaminérgico. Além disso, também é importante 

investigar se o mecanismo pelo qual ela atua é via alterações na atividade da 

MAO, uma vez que alterações na atividade desta enzima têm sido relacionadas 

à toxicidade neuronal, o que poderia levar ao surgimento da DT.  

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Discinesia Tardia (DT) 

O termo "Discinesia Tardia" foi criado em 1964 por Faurbye e 

colaboradores após observarem que o surgimento de movimentos discinéticos 

em pacientes psiquiátricos ocorre de modo tardio durante uso de antipsicóticos. 

A DT é um distúrbio do movimento, de origem iatrogênica, ou seja, decorrente 

do uso crônico de medicamentos antipsicóticos, codificado pelo número 333.85 

(G24.01) no Manual de Diagnóstico e Estatística de Transtornos Mentais, Quinta 

Edição (DMS-5, 2014, do inglês Diagnostic And Statistical Manual Of Mental 

Disorders, Fifth Edition). É caracterizada por movimentos coreiformes (em 

“dança”), anormais, repetitivos, não rítmicos e involuntários que afetam 

geralmente a língua, mandíbula e extremidades – em alguns casos pode 

envolver músculos da faringe, diafragma ou tronco – desenvolvidos devido ao 

uso crônico (mínimo de 3 meses) de antipsicóticos (AQUINO, LANG, 2014; DMS-

5, 2014). Casos mais graves podem apresentar dificuldade em falar, respirar e 

alimentar-se, o que evidentemente compromete física, emocional e socialmente 

a vida destes pacientes (CAROFF; CAMPBELL, 2016). Este distúrbio do 

movimento geralmente é persistente mesmo após a interrupção do tratamento e 

pode tornar-se irreversível (ANDREASSEN et al., 2003; CAROFF; CAMPBELL, 

2016).  

O uso de antipsicóticos é a estratégia terapêutica mais utilizada para 

aliviar os sintomas da esquizofrenia, para a qual, até o momento, não existe cura 

ou medicamentos que controlem os sintomas sem causar efeitos adversos 

(MIYAMOTO et al., 2005, STEEDS; CARHART-HARRIS; STONE, 2015). 

Existem dois tipos de antipsicóticos, os quais divergem em seus mecanismos de 

ação: os de primeira geração ou típicos e os de segunda geração ou atípicos. 

Embora tenham suas singularidades, ambos são capazes de antagonizar 

receptores dopaminérgicos com grau de afinidade e potência diferentes 
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(BRUIJNZEEL; SURYADEVARA; TANDON, 2014; STHAL, 2014). Os efeitos 

farmacológicos dos antipsicóticos típicos devem-se principalmente ao bloqueio 

de receptores de DA D2 na via mesolímbica, pelos quais possuem alta afinidade. 

Esta classe tem alto poder de causar efeitos adversos extrapiramidais, como 

parkinsonismo, síndrome neuroléptica maligna e, tardiamente, DT 

(STANDAERT; GALANTER, 2009; MELTZER, 2013; WERNER; COVENÃS, 

2014). Sabe-se que estes efeitos extrapiramidais ocorrem devido ao bloqueio 

dopaminérgico na via nigroestriatal (STAHL, 2014; VALLIANATOU, 2016). 

Clorpromazina, flufenazina e haloperidol são representantes desse grupo de 

medicamentos. Já os antipsicóticos atípicos possuem uma menor afinidade por 

receptores de DA D2 e maior atuação em receptores serotoninérgicos 

(principalmente 5HT2A) (MELTZER, 2013; RANG; DALE 2011; STAHL, 2014). 

Além disso, podem causar aumento de peso corporal e alterações metabólicas 

lipídicas e glicêmicas (BUCHANAN; L’ITALIEN; KORO, 2002). Risperidona, 

quetiapina e aripiprazol fazem parte desta classe de medicamentos (RANG; 

DALE 2011). Acreditava-se que os antipsicóticos atípicos não causariam efeitos 

adversos extrapiramidais, mas atualmente já há relatos de casos de que eles 

também são capazes de desencadear a manifestação de DT, principalmente se 

associado a fatores de risco (HEITZMANN et al., 2016).  

Existem alguns fatores de risco que suscetibilizam os pacientes a 

desenvolver síndromes extrapiramidais e DT. Além da exposição crônica e a 

altas doses aos antipsicóticos, condições como idade avançada, etnia afro-

americana, diabetes mellitus, gênero feminino, ocorrência de parkinsonismo 

induzido por fármacos e genótipos específicos de receptores de DA contribuem 

para o surgimento e consolidação do distúrbio motor (AIA et al., 2011; CORNETT 

et al., 2017; STAHL, 2014; SYU et al., 2010; TENBACK; HARTEN; OS, 2009; 

TENBACK; HARTEN, 2011; WALN; JANKOVIC, 2013). 

O diagnóstico da DT é embasado em três elementos: histórico de uso de 

medicamentos e seu período de administração, apresentação dos sintomas 

característicos e exclusão de outras condições com fenomenologia similar 

(WALN; JANKOVIC, 2013). Na clínica, os pacientes devem ser avaliados de 

forma singular e a sintomatologia é ponderada com o auxílio de escalas, as quais 

dão suporte ao diagnóstico, avaliação do curso e classificação do grau de 

severidade dos movimentos anormais. A Escala de Movimento Involuntário 
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Anormal (AIMS, do inglês Abnormal Involuntary Movement Scale) e Escala de 

Avaliação de Sintomas Extrapiramidais (ESRS, do inglês Extrapyramidal 

Symptoms Rating Scale) são as ferramentas mais comumente utilizadas 

(GHARABAWI et al., 2005; MACALUSO; FLYNN; PRESKORN, 2017). 

Dados epidemiológicos estimam que a DT afeta em torno de 20% a 50% 

dos pacientes que fazem uso crônico de antipsicóticos. A incidência é maior em 

pacientes adultos à idosos, principalmente do gênero feminino, alcançando taxas 

de 30% após exposição mínima de um ano à antipsicóticos típicos. Apesar de 

ser em menor magnitude, a exposição à antipsicóticos atípicos gera uma 

incidência de 5,3% em pacientes acima dos 50 anos de idade (WALN; 

JANKOVIC, 2013). Estes números tendem a aumentar quando se leva em 

consideração que na clínica, os antipsicóticos têm sido utilizados para outras 

patologias e não somente as psicoses. Profissionais médicos têm prescrito estes 

medicamentos não só para conter os sintomas do transtorno esquizofrênico, mas 

também para tratar outras neuropatologias como transtorno bipolar, depressão 

e mania (RANG; DALE, 2011; SHIREEN, 2016). Além disso, a DT também pode 

se desenvolver em pacientes que fazem uso de outras classes de medicamentos 

que também possuam a propriedade de bloquear receptores dopaminérgicos. 

Por exemplo, metoclopramida e prometazina são fármacos utilizados no 

tratamento de distúrbios gastrointestinais que têm sido associados a casos de 

DT (SAMIE, DANNENHOFFER; ROZEK, 1987; CLOUD, ZUTSHI; FACTOR, 

2014). Outro fator que pode impactar neste dado é o fato de que os antipsicóticos 

de primeira geração, principalmente haloperidol, ainda são referência para tratar 

a esquizofrenia (DAYAA et al., 2011; OKPATAKU; TAWANI, 2017). No Brasil, 

estes medicamentos possuem menor custo financeiro, portanto, em teoria, 

geram menor impacto orçamentário principalmente ao setor público de saúde, o 

sistema único de saúde (SUS) (LINDNER et al., 2009). Conforme a Portaria de 

número 364 de 9 de abril de 2013 estabelecida pelo Ministério da Saúde, o 

haloperidol e a clorpromazina são os antipsicóticos de primeira geração 

protocolados como terapia medicamentosa para pacientes esquizofrênicos que 

buscam tratamento via SUS. 

No ano de 2017, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration 

(FDA) aprovou o registro de dois medicamentos indicados para o tratamento da 

DT, Valbenazine e Deutetrabenazine. Ambos são inibidores seletivos do 
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transportador vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT-2, do inglês vesicular 

monoamine transporter type 2). Estudos clínicos randomizados demonstraram 

que estes medicamentos possuem notória eficácia sobre a DT. Contudo, eles 

podem causar efeitos adversos graves, como arritmia cardíaca devido ao 

prolongamento do intervalo QT e comportamento suicida (CITROME, 2017; 

DAVIS et al., 2017). No Brasil, no entanto, ainda não se tem medicamentos 

específicos aprovados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

que reduzam a severidade dos sintomas ou bloqueie-os. Algumas estratégias 

farmacológicas são utilizadas na expectativa de aliviá-los, porém, na maioria dos 

casos são ineficazes. Aumento da dose ou descontinuação do tratamento com 

o agente antipsicótico, e terapia anticolinérgica ou GABAmimética são algumas 

das medidas paliativas utilizadas (MEYER, 2012; STAHL, 2014). Assim é 

necessária a busca de estratégias terapêuticas mais eficazes para tratar a DT. 

 

2.2 Hipóteses da fisiopatologia da DT 

Em condições fisiológicas, a DA, neurotransmissor do sistema 

dopaminérgico, é sintetizada no citoplasma neuronal pela conversão do 

aminoácido tirosina em L-DOPA (L-3,4-diidroxifenilalanina ou levodopa) pela 

enzima tirosina hidroxilase (TH). Esta etapa é limitante de velocidade no 

processo de síntese da DA e de outras catecolaminas. Por sua vez, a L-DOPA 

é transformada em DA pela ação da DOPA descarboxilase, que então é 

transportada para o interior das vesículas pré-sinápticas pelo VMAT-2, onde é 

armazenada. Quando há estimulação do neurônio ocorre a despolarização 

neuronal e as vesículas se fundem com a membrana plasmática e liberam DA, 

de modo dependente do influxo de cálcio, na fenda sináptica. Ao ser 

disponibilizada no espaço sináptico, a DA transmite o sinal ao se ligar em 

receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e D5) presentes na membrana de 

neurônios pré e pós-sinápticos. Para cessar a ação deste neurotransmissor, 

seus níveis sinápticos devem ser diminuídos. Para isso, pode ser transportada 

novamente para o interior dos neurônios pré-sinápticos através do transportador 

de dopamina (DAT, do inglês DA transporter); ligar-se ao receptor dopaminérgico 

D2 pré-sináptico ou também chamado autorreceptor, o qual é responsável pelo 

feedback negativo e inibição da síntese e, consequentemente, da descarga 

neuronal de DA; ser metabolizada pelas enzimas MAO e catecol-O-
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metiltransferase (COMT) gerando metabólitos, como ácido homovanílico (HVA, 

do inglês homovanillic acid) e ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC, do inglês 

3,4-dihydroxyphenylacetic acid); ou sofrer auto-oxidação intra ou extracelular, o 

que levará à formação de dopamina quinona e EROs (EBINGER; MICHOTTE; 

HERREGODTS, 1987, STANDAERT; GALANTER, 2009). 

O sistema dopaminérgico é dividido em vias que conectam neurônios de 

diferentes áreas cerebrais. A via nigroestriatal, projeta-se da substância negra 

para os núcleos da base ou estriado. A via mesolímbica projeta-se da área 

tegmental ventral do mesencéfalo para o nucleus accumbens. A via 

mesocortical, projeta-se da área tegmental ventral do mesencéfalo para áreas 

do córtex pré-frontal. E a via tuberoinfundibular, projeta-se do hipotálamo para a 

adeno-hipófise (STHAL, 2014). 

Bastante complexa e provavelmente multifatorial, a base fisiopatológica 

da DT ainda é pouco compreendida, contudo, é consenso que alterações 

envolvendo o sistema dopaminérgico na via nigroestriatal são responsáveis 

pelos movimentos anormais. Esta via faz parte do sistema nervoso 

extrapiramidal e é encarregada pelo controle dos movimentos e função motora 

(STAHL, 2014). A via nigroestriatal é rica em DA, cujos corpos celulares 

neuronais partem da substância negra pars compacta e suas projeções 

inervarem o corpo estriado (constituído de dois núcleos basais: núcleo caudado 

e putâmen). Nos neurônios dopaminérgicos pós-sinápticos no estriado há uma 

maior densidade de receptores de DA D1 e D2 (STANDAERT; GALANTER, 

2009). 

Existem algumas hipóteses neuroquímicas que tentam explicar os 

mecanismos fisiopatológicos da DT, porém nenhuma delas está bem elucidada. 

A hipótese clássica está baseada na supersensibilidade dopaminérgica na via 

nigroestriatal. Acredita-se que com o bloqueio crônico de receptores pós-

sinápticos de DA, especialmente D2, o sistema neuronal estriatal se encontraria 

em um estado hiperdopaminérgico e causaria um aumento compensatório na 

densidade e na sensibilidade dos receptores (ANDRADE; BERTOLUCCI; 

PEREIRA, 1984, STAHL, 2014). Assim, estes responderiam à níveis reduzidos 

de DA liberada na fenda sináptica na tentativa de superar o bloqueio dos 

receptores, o que levaria ao surgimento das manifestações clínicas (STAHL, 

2014). 
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Outra hipótese bastante investigada é a do estresse oxidativo. Esta 

hipótese sugere que devido ao bloqueio crônico dos receptores dopaminérgicos, 

aumentariam os níveis de DA na fenda sináptica, assim aumentaria a sua 

recaptação e consequentemente sua auto-oxidação e metabolização pelas 

enzimas MAO e COMT. Portanto, geraria uma superprodução de EROs e DA 

quinona. Estes compostos são neutralizados pelo sistema de defesa 

antioxidante celular, que pode ser enzimático ou não enzimático. As enzimas 

catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) 

fazem parte deste sistema de defesa enzimático. Porém, quando o processo de 

defesa endógeno não suporta a neutralização do excesso de EROs ocorre o 

desequilíbrio a favor das forças pró-oxidantes, resultando no estresse oxidativo. 

Este causaria neurotoxicidade e possível morte neuronal, resultando no 

comprometimento das vias responsáveis pelo movimento (SINGH; NAIDU; 

KULKARNI, 2003; WALN; JANKOVIC, 2013). Estudos experimentais têm 

demonstrado que compostos antioxidantes, tais como ácido gálico 

(RECKZIEGEL et al., 2013), Valleriana officinalis (FACHINETTO et al., 2007a; 

PEREIRA et al., 2011), diseleneto de difenila (FACHINETTO et al., 2007b) e 

resveratrol (BUSANELLO et al., 2012) são capazes de atenuar os movimentos 

de mascar no vazio (VCMs, do inglês vacuous chewing movements) induzidos 

por fármacos em roedores, cujo movimento é característico de DO em animais. 

 

2.3 Enzima monoaminoxidase (MAO) 

A MAO é uma enzima que pertence à classe enzimática oxirredutase e 

está classificada de acordo com a União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular (IUBMB, do inglês International Union of Biochemistry and Molecular 

Biology) pelo número E.C (Enzyme Commission of the IUBMB) 1.4.3.4. Existem 

dois tipos de MAO conhecidas, as isoformas MAO-A e MAO-B, que compartilham 

em torno de 70% de homologia na sequência de aminoácidos (YOUDIM; 

EDMONDSON; TIPTON, 2006). Ambas são encontradas associadas à 

membrana mitocondrial externa em neurônios e astrócitos no SNC. Também 

estão distribuídas em outros órgãos e tecidos como fígado, trato gastrointestinal 

e plaquetas. 

Presente em animais, possuem a função de degradar monoaminas 

endógenas e exógenas. A degradação ocorre pelo processo chamado 
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desaminação oxidativa que gera produtos como íon amônio e aldeídos 

(YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006). No entanto, possuem substratos e 

inibidores especificamente diferentes. A MAO-A degrada preferencialmente a 

norepinefrina e serotonina e sua ação é inibida irreversivelmente por clorgilina. 

Já a MAO-B catalisa principalmente feniletilamina e benzilamina e sua atividade 

é inibida irreversivelmente pela pargilina. A catálise de dopamina, tiramina, 

octopamina e triptamina é feita por ambas isoenzimas (DO CANTO, 2014; 

KALUDERCIC et al., 2014). 

Ambas isoformas da MAO são flavoenzimas, ou seja, necessitam da 

coenzima FAD (flavina adenina dinucleotídeo) para catalisar seus substratos 

(TRIPATHI et al., 2018). Estas reações podem gerar EROs radicalares, como 

radical hidroxila (OH-), e não radicalares, como peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(DO CANTO, 2014). Em processos patológicos, o aumento da atividade ou 

expressão da MAO pode produzir um excesso de espécies reativas citotóxicas, 

como por exemplo H2O2 (GOTZ et al., 1994). Se o sistema antioxidante 

endógeno não suportar eliminar todos os compostos citotóxicos produzidos, a 

homeostase é perdida e o organismo entra em desequilíbrio gerando um estado 

de estresse oxidativo e, consequentemente, dano ou até morte celular (GOTZ et 

al., 1994; DO CANTO, 2014). A base fisiopatológica de algumas doenças 

neurodegenerativas, como Doença de Parkinson e Alzheimer e também da DT 

está associada com estresse oxidativo. Neste contexto, acredita-se que na DT 

ocorre o aumento na atividade ou expressão da MAO para suportar a 

degradação do excesso de DA em virtude do bloqueio crônico de receptores de 

DA D2 pelo antispicótico. Portanto, neste cenário, a MAO torna-se um possível 

alvo terapêutico para novas alternativas farmacológicas. 

Inibidores da MAO tem grande valor terapêutico. Na clínica, esta classe 

de fármacos é uma das estratégias farmacológicas utilizadas no tratamento da 

depressão. Além disso, inibidores da MAO podem ser benéficos como 

adjuvantes no tratamento da doença de Parkinson (YOUDIM; EDMONDSON; 

TIPTON, 2006). Interessantemente, Sachdev, Saharov e Cathcart (1999) 

mostram que a selegilina, inibidor seletivo e irreversível da MAO-B, previne o 

desenvolvimento de movimentos orofaciais anormais em ratos tratados com 

flufenazina. Os autores acreditam que este efeito está associado à inibição da 

metabolização de monoaminas pela MAO, o que, consequentemente, não gera 
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metabólitos potencialmente reativos, impedindo a instalação de estresse 

oxidativo celular. 

Além disso, compostos antioxidantes como a silimarina e o resveratrol 

apresentam efeito inibitório sobre a atividade da MAO em teste in vitro (DE 

OLIVEIRA et al., 2015) e em modelo de DO em roedores (BUSANELLO et al., 

2011; 2012; 2017), respectivamente. 

 

2.4 Modelo animal de DT 

Estudos pré-clínicos de triagem de novos fármacos com potencial 

terapêutico e também de investigação de mecanismos fisiopatológicos de 

diversas doenças utilizam modelos animais como ferramenta de pesquisa 

(STEEDS; CARHART-HARRIS; STONE, 2015). A DT é estudada através do 

modelo de discinesia orofacial (DO), geralmente induzida por fármaco, em 

roedores. Os modelos agudos de DO induzido por antipsicóticos ou por reserpina 

são os mais utilizados entre a comunidade científica (ANDREASSEN et al., 2003; 

BURGER et al., 2004; 2005; CARVALHO et al., 2003; NEISEWANDER; 

CASTAFIEDA; DAVIS, 1994; NEISEWANDER et al., 1996). Nos animais, o 

número de VCMs, é o principal parâmetro de avaliação da DO (NEISEWANDER 

et al., 1991). Estes movimentos são caracterizados por aberturas da boca no 

plano vertical sem propósito e não direcionadas, com ou sem protrusão de língua 

(ANDREASSEN; JØRGENSEN, 2000). 

O modelo de DO induzido por reserpina está bem estabelecido na 

literatura, pois os animais tratados com esse agente depletor de monoaminas 

apresentam VCMs (ABÍLIO et al., 2003; CALVENTE et al., 2002; DE FREITAS 

et al., 2016; NEISEWANDER et al., 1991). Os esquemas de indução dos VCMs 

com reserpina mais utilizados são os de exposição diária ou intervalada durante 

3 ou 4 dias. Estes esquemas fazem com que os movimentos orofaciais se 

manifestam de forma aguda após a exposição. Alguns pesquisadores 

consideram tal modelo melhor para representar o parkinsonismo (CAMPÊLO et 

al., 2017; LINS et al., 2018; SANTOS et al., 2013), visto que em humanos este 

desenvolve-se agudamente após a exposição ao agente causador, já a DT se 

manifesta de forma tardia. Entretanto, características como persistência dos 

VCMs após a retirada da reserpina e aumento da incidência com o aumento da 
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idade fomentam a validade desse modelo a favor da DT, pois são encontradas 

tanto na DO quanto na DT (DE FREITAS et al., 2016; SILVA et al., 2002). 

A reserpina é um alcaloide extraído da raiz da planta Rauwolfia 

serpentina, planta nativa da Índia. Foi introduzida na clínica devido à sua 

propriedade anti-hipertensiva, porém hoje está em desuso pois há disponível 

novos fármacos mais eficientes e com menos efeitos adversos (MICHEL; 

HOFFMAN, 2012). No passado, também já foi utilizada como um agente 

antipsicótico e foi associada com o desenvolvimento de discinesia em humanos 

(ABÍLIO et al., 2004; UHRBRAND; FAURBYE, 1960). 

Este alcaloide age bloqueando irreversivelmente e não seletivamente o 

VMAT em neurônios monoaminérgicos centrais e periféricos e assim 

impossibilita o armazenamento vesicular pré-sináptico de monoaminas pelas 

terminações nervosas. Consequentemente, não acontece o processo de 

exocitose das monoaminas, que se acumulam no citoplasma neuronal de modo 

que pouco (devido ao extravasamento por canais/transportadores 

transmembrana) ou nenhuma são disponibilizadas na fenda sináptica (BISONG; 

BROWN; OSIM, 2013; MICHEL; HOFFMAN, 2012). Acredita-se que os efeitos 

extrapiramidais ocorram devido a metabolização do acúmulo dessas 

monoaminas no citosol, principalmente a DA, neurotransmissor majoritário 

(cerca de 80%) na via nigroestriatal. Por sua vez, esta metabolização intensa 

produz metabólitos dopaminérgicos bem como EROs, cujo processo de 

eliminação pode exceder a capacidade do sistema antioxidante de defesa 

endógeno. Consequentemente, as EROs podem se acumular e comprometer a 

homeostasia celular, provocando o estresse oxidativo. 

 

2.5 (+)-Catequina (CAT) 

Há centenas de anos atrás, desde a época das antigas civilizações, 

Hipócrates (conhecido como o “Pai da Medicina”) já apontava o uso de 

elementos vegetais da natureza para o tratamento de efemeridades. Desde 

então, o uso de ervas para fins medicinais é culturalmente transmitido de 

geração a geração. Atualmente, reflexões sobre sustentabilidade enfatizam a 

constante reformulação de valores e preceitos sobre o melhor aproveitamento 

de fontes naturais. Com isso, a prática milenar da fitoterapia e nutracêutica na 

prevenção e tratamento de inúmeras patologias ganhou força e tornou-se 
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tendência mundial. Assim, o interesse da ciência de investigar o efeito e o perfil 

farmacológico e toxicológico de plantas medicinais, e também de seus 

constituintes isoladamente, têm crescido em ritmo acelerado. Como resultado 

tem-se a descoberta de muitos compostos com aplicabilidade 

farmacoterapêutica (ARGENTA et al., 2011). A maioria das plantas com 

propriedades medicinais  são ricas em substâncias antioxidantes, por exemplo 

compostos fenólicos, que são capazes de inibir ou retardar a oxidação de 

biomoléculas ou impedir a ação danosa das EROs produzidas pelo estresse 

oxidativo (DE MORAIS et al., 2009). Neste sentido, a temática de diversas 

pesquisas é estudar o efeito de compostos antioxidantes sobre determinadas 

condições patológicas, nas quais o estresse oxidativo é o principal fenômeno, 

supostamente ou não, relacionado com as alterações que originam e instalam-

nas no organismo humano. 

Os flavonoides, compostos fenólicos encontrados em inúmeras plantas, 

frutas e bebidas, são conhecidos por possuírem potente atividade antioxidante. 

Possuem uma estrutura química básica que permite algumas substituições 

radicalares (DUEÑAS et al., 2010). Devido a essas particularidades estruturais, 

são classificados em 6 principais subclasses: 1.Flavanol (ou flavan-3-ol ou 

catequina); 2. Flavonol; 3. Flavona; 4. Antocianina; 5. Isoflavona; e 6. Flavanona 

(DUEÑAS et al., 2010; LIMÓN et al, 2010). 

A CAT é um flavonoide pertencente à família flavanol, cuja singularidade 

estrutural consiste em uma ligação de uma hidroxila (-OH) ao anel C na posição 

3 (Figura 1). Possui nomenclatura IUPAC (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-

dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol e fórmula química C15H14O6. 
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   Figura 1 – Estrutura química planar da (+)-catequina.  

 

                              Fonte: (adaptado de Dueñas et al., 2010, p. 444). 

 

Este composto polifenólico natural é encontrado no chá verde (Camellia 

sinensis), vinho, cacau, damasco, morango e também em bebidas contendo 

Paullinia cupana (guaraná) (DALLUGE; NELSON, 2000; GOYA et al., 2016; 

IFEANACHO; IKEWUCHI; IKEWUCHI, 2016, SINGH et al., 2016; TAO et al., 

2016). É conhecido por ser um potente eliminador de espécies reativas 

(DUEÑAS et al., 2010). Chennasamudram e colaboradores (2010) mostraram 

que a CAT possui propriedades renoprotetoras comparáveis ao enalapril no 

modelo de Diabetes mellitus induzido por estreptozotocina em ratos. O enalapril, 

cujo mecanismo de ação é a inibição da enzima conversora da angiotensina 

(iECA), é a principal estratégia terapêutica para tratar a nefropatia diabética 

(complicação da Diabetes mellitus), contudo é teratogênico. Também foi relatado 

que a CAT pode atuar como agente protetor na prevenção do envelhecimento 

cutâneo pois preveniu a morte celular induzida por H2O2 em cultura de células 

de fibroblastos. A inibição da fosforilação das proteínas quinases JNK (do inglês, 

c-Jun N-terminal kinases) e p38 (do inglês, p38 mitogen-activated protein 

kinases) pela CAT foi observada e pode ter influenciado na proteção celular 

contra o envelhecimento (TANIGAWA et al., 2014). Estes efeitos são exemplos 

de que, cientificamente, este composto apresenta efeitos promissores na 

prevenção e tratamento de determinadas condições patológicas através da 

regulação das alterações na maquinaria celular geradas pelo estresse oxidativo. 



25 
 

Infelizmente, o conhecimento sobre todo o processo etiológico de muitas 

doenças psiquiátricas, motoras e neurodegenerativas ainda é insuficiente, 

contudo, acredita-se que elas são manifestações clínicas geradas por alterações 

na transmissão neuronal. Um estudo in vitro demonstrou que a CAT é capaz de 

atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) (FARIA et al., 2011). Wu e 

colaboradores (2012) observaram que este fenômeno se reproduziu in vivo após 

mensurarem a quantidade de CAT presente no sangue e no hipocampo de ratos, 

através de um método de microdiálise, depois da administração de 20 mg/kg de 

peso corporal de CAT via veia femoral. A capacidade de ultrapassar a BHE indica 

a possibilidade da CAT alcançar o SNC e desempenhar sua ação benéfica ou 

não (WU et al., 2012). Além disso, parâmetros farmacocinéticos referentes à 

CAT ainda são escassos. Um estudo farmacocinético de fase I indica que outros 

flavanóis presentes no chá verde (Camellia sinensis), epigalocatequina-3-galato 

(ECGC) por exemplo, possuem baixa biodisponibilidade após administração oral 

única (CHOW et al., 2001). Dube, Nicolazzo e Larson (2010) demonstraram que 

o encapsulamento com nanopartículas de quitosano, um polímero não-tóxico e 

biodegradável, aumenta significativamente a absorção intestinal in vitro da CAT. 

Ademais, a CAT sofre metabolismo hepático, cujas biotransformações formam 

diferentes metabólitos conjugados. Exemplos de metabólitos formados são os 

derivados metilados (em específico 3-O-metil-catequina e 4-O-metil-catequina), 

nos quais a propriedade antioxidante em pH 7,4 conserva-se, embora em menor 

intensidade (DUEÑAS et al., 2010). Contudo, metabólitos conjugados 

geralmente são mais hidrossolúveis que os compostos de origem e ainda não se 

sabe se os mesmos são capazes de atravessar a BHE e exercer atividade 

biológica (CHOW et al., 2001). 

Na literatura há evidências de que a CAT realmente possui uma 

promissora atividade protetora do sistema neuronal. Em uma linhagem celular 

de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, a CAT reduziu a toxicidade e a geração 

de EROs induzidas por MPP+ (íon 1-metil-4-fenilpiridínio), um potente inibidor do 

complexo I da cadeia respiratória (RUAN et al., 2011). Já em estudos in vivo, 

Ahmed e colaboradores (2013) evidenciaram a prevenção da perda de memória 

em modelo de demência do tipo-Alzheimer induzida por estreptozotocina em 

ratos, através de mecanismos de redução de estresse oxidativo. Além disso, 

Teixeira e colaboradores (2013) demonstraram o potencial neuroprotetor da CAT 
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sobre o déficit de memória e locomotor induzidos por 6-hidroxidopamina (6-

OHDA), sugerindo que seu efeito benéfico pode estar relacionado com a 

regulação das disfunções mitocondriais e alterações no estado redox celular. 

Outros mecanismos também são associados aos seus efeitos na 

transmissão neuronal. A inflamação dos neurônios está presente em algumas 

doenças neurodegenerativas, e a ativação da micróglia é um fator ímpar no 

desencadeamento deste processo. Há relatos de que o pré-tratamento com CAT 

é capaz de atenuar as respostas inflamatórias microgliais em linhagem celular 

microglial BV-2 estimuladas por lipopolissacarídeos (LPS), através da 

modulação da produção de mediadores pró-inflamatórios e citotóxicos, como 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-4 (IL-4). 

Também, é capaz de atenuar a produção de óxido nítrico e EROs na micróglia 

possivelmente via regulação negativa da fosforilação de proteínas de sinalização 

ERK1/2 (do inglês extracellular signal–regulated kinases) e p38 (HUSSEIN; 

KAMARUDIN; KADIR, 2015). Ademais, a inibição da atividade da MAO-B em 

homogeneizado de cérebro de ratos pela CAT foi reportada por Hou e 

colaboradores (2005). Neste experimento, CAT na concentração de 41,4 µM 

atua como um inibidor do tipo misto, apresentando valores de IC50 (concentração 

que inibe 50% da quantidade total de enzima) de 88,6 µM e Ki  (constante de 

equilíbrio) de 74 µM. No entanto, este estudo não avaliou se a ligação da CAT à 

MAO é do tipo reversível ou irreversível. Além disso, não se sabe se a CAT 

poderia exercer ação inibitória sobre a MAO in vivo.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Considerando todos os apontamentos mencionados anteriormente, é fato 

que a DT é um efeito adverso extrapiramidal decorrente do uso prolongado de 

bloqueadores dopaminérgicos de extrema preocupação. Infelizmente, sua 

fenomenologia reduz drasticamente a qualidade de vida dos pacientes. O pouco 

esclarecimento sobre a fisiopatologia da DT traz em voga questionamentos 

sobre quais mecanismos estão relacionados com a sua manifestação. Há 

evidências científicas de que mais de uma alteração neuronal estão envolvidas 

com tais movimentos anormais. Apesar disto, acredita-se que o estresse 

oxidativo gerado pelo aumento da atividade da MAO decorrente da 

metabolização do excesso de dopamina na via nigroestriatal, consiste em um 

importante fenômeno causal de danos celulares que levam à DT. Neste contexto, 

inibidores da MAO e/ou compostos antioxidantes são potenciais agentes 

neuroprotetores sobre a DT e sobre outras neuropatologias cujas bases 

fisiopatológicas também estão associadas com estresse oxidativo. Conhecida 

por sua propriedade antioxidante, a CAT é um forte candidato à agente 

terapêutico. Além disso, estudos in vitro mostram que ela também é capaz de 

inibir a atividade catalítica da MAO. Portanto, é válido avaliar o efeito da CAT 

sobre a DO em animais a fim de diminuir a carência de informações sobre 

alterações neuronais envolvidas com a DT bem como a influência deste 

composto natural como agente terapêutico. Se benéfica experimentalmente, o 

uso da CAT na terapêutica pode ser proposto com o intuito de fomentar o 

desenvolvimento de estratégias farmacológicas, preventivas ou de tratamento, 

eficazes que possam oferecer melhores condições de bem estar aos pacientes 

acometidos pela DT. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da CAT sobre a atividade da MAO e sobre as alterações 

comportamentais e bioquímicas induzidas por reserpina em camundongos. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito da CAT sobre a atividade da MAO in vitro e, se houver 

alterações, determinar se a ligação é passível de reversibilidade; 

 Investigar o efeito da CAT sobre os movimentos de mascar no vazio 

induzidos por reserpina em camundongos; 

 Avaliar o efeito da CAT sobre as alterações nas atividades locomotora e 

exploratória induzidas por reserpina em camundongos;  

 Investigar a ação da CAT sobre a atividade da MAO ex vivo após 

exposição à reserpina. 
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5 RESULTADOS 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob 

a forma de um manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens 

Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências 

Bibliográficas, encontram-se no próprio manuscrito. O próprio manuscrito está 

disposto na forma como será submetido para publicação na revista 

Pharmacology, Biochemistry and Behavior. 
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ABSTRACT 

 

Tardive dyskinesia (TD) is characterized by involuntary, abnormal and repetitive 

movements that compromise the quality of life of patients chronically using 

antipsychotics. Its pathophysiology is not fully elucidated but has been associated to 

alterations in oxidative metabolism of dopamine by monoaminoxidase (MAO) in the 

nigrostriatal pathway. The aim of this study was to evaluate the effect of (+)-catechin, a 

polyphenolic compound with antioxidant properties, on orofacial dyskinesia (OD) 

induced by reserpine in mice, and the possible involvement of MAO. In vitro, catechin 
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inhibited the activity of both MAO isoforms at concentrations of 0.34 and 1.03 mM in a 

manner reversible for MAO-A and partially reversible for MAO-B. To evaluate the 

effects of catechin on reserpine-induced OD, male Swiss mice were treated daily for 4 

days with reserpine (1 mg/kg, s.c.) or its vehicle. After, catechin (10, 50 or 100 mg/kg, 

i.p.) or its vehicle were given for another 20 days. On the 6th, 8th, 15th and 26th day of 

the experimental period, vacuous chewing movements (VCMs), locomotor and 

exploratory activities were quantified. Reserpine increased the VCMs and decreased the 

locomotor and exploratory activities. Catechin decreased the number of VCMs only after 

second administration of a dose of 10 mg/kg in the 6th day of experimental period in the 

group pre-treated with reserpine without altering any other behavioral parameter. Any 

alteration was observed to MAO activity in the striatum and substantia nigra of mice 

treated either with reserpine or catechin. In conclusion, catechin proved to be effective in 

reversibly inhibiting in vitro MAO-A activity, however this was not reproduced in vivo. 

In addition, catechin has an interesting effect as it has been able to attenuate reserpine-

induced VCMs in at least one of the doses tested, although this effect has been lost 

throughout the treatment. Concerning the alterations in locomotor and exploratory 

parameters induced by reserpine, catechin was not effective in attenuating them. Further 

studies are needed to elucidate the influence of catechin on TD treatment and also on 

neurodegenerative diseases and mood disorders. 

 

 

Key words: Tardive dyskinesia. Vacuous chewing movements. Oxidative stress. 

Flavanol. Antioxidant. Monoaminoxidase. 

 

 

1. Introduction 

Tardive dyskinesia (TD) is a delayed-onset involuntary movement disorder associated 

with chronic antagonism of dopaminergic (D2R) receptors in the central nervous system 

(Adelufosi et al., 2015; Shireen, 2016). In the clinic, about 30 to 50% of psychiatric 

patients on continuous antipsychotic treatment develop TD (Clark and Ram, 2016). In 

addition to typical and atypical antipsychotic drugs, other therapeutic agents, such as 

metoclopramide, are also associated with the development of this side-effect (Aia et al., 

2011; Meyer, 2016). According to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
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Disorders (DSM-5), TD is characterized by abnormal repetitive movements, generally 

involving the tongue, lower face and jaw, and extremities. Its pathogenesis is still not 

fully understood, however, the most prominent hypotheses is that TD results from D2 

receptor upregulation with postsynaptic dopamine receptor supersensitivity, particularly 

in the nigrostriatal pathway. A hypothesis that has been highlighted in the literature is the 

occurrence of oxidative stress due to metabolism of dopamine either by auto oxidation or 

enzymatic oxidation by monoaminoxidase (MAO) [E.C. 1.4.3.4] (Cornett et al., 2017; 

Rana, 2013). The catalysis of dopamine by MAO generates metabolites such as 

homovanillic acid (HVA), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and reactive 

oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide (H2O2) (Ebinger et al., 1987). The 

excessive production of H2O2 is correlated with oxidative stress that can lead to toxicity 

and cell death (Edmondson and Binda, 2018). In this scenario, MAO inhibitors have been 

suggested to be potential neuroprotective agents in some neurological diseases such as 

against Parkinson's and Alzheimer's besides depression and anxiety disorders (Tripathi, 

2018). Considering both hypothesis, it is a consensus that alterations in the dopaminergic 

system, particularly in the nigrostriatal pathway, are implicated in the development of 

TD. Recently, the US Food and Drug Administration (FDA) approved the use of 

Valbenazine and Deutetrabenazine, selective inhibitors of the vesicular monoamine 

transporter type 2 (VMAT-2), for the treatment of TD. Although effective, both can cause 

serious adverse effects, such as cardiac arrhythmia (QT prolongation) and suicidal 

behavior (Citrome, 2017; Jankovic et al., 2017). 

Reserpine-induced orofacial dyskinesia (OD) is one animal model used to investigate 

the pathophysiology and new pharmacological strategies for the treatment of TD (Abílio 

et al., 2003; Cunha et al., 2016; Neisewander et al., 1994, Queiroz and Frussa-Filho, 1999; 

Teixeira et al., 2009; Wang et al., 2015). Reserpine is an irreversible and nonspecific 

inhibitor of the vesicular monoamine transporter (VMAT), whose function is to transport 

monoamines into the presynaptic storage vesicles that are exocycled in the synaptic cleft 

(Stitzel, 1976; Yaffe et al., 2016).  

Many plant-derived compounds are studied over several diseases because of their 

potentially beneficial health properties. The (+)-catechin is a polyphenolic compound, 

belonging to the class flavanol, found in beverage containing Paullinia cupana, wines, 

cocoa, apricots, strawberries and green tea (Camellia sinensis) (Dalluge and Nelson, 

2000; Goya et al., 2016; Ifeanacho et al., 2016; Singh et al., 2016; Tao et al., 2016). 

Studies has shown that catechin acts as an antioxidant and that this property is beneficial 
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over some pathological conditions (Chennasamudram et al., 2012; Fukuhara et al., 2009; 

Goya et al., 2016; Mangels and Mohler, 2017). In addition, there are reports of its 

potential neuroprotective activity by antioxidant mechanisms (Ahmed et al., 2013; Júnior 

et al., 2003; Singal et al., 2005; Ruan et al., 2011) since it is able to cross the blood-brain 

barrier in in vitro and ex vivo studies (Faria et al., 2011; Wu et al., 2012). In vitro, catechin 

is able to MAO (Mazzio et al., 1998), that catalyze the oxidation of monoamines including 

dopamine and serotonin (Tripathi et al., 2018). This effect has been shown to be 

promising in the treatment of psychiatric and neurodegenerative disorders such as 

depression, Parkinson’s and Alzheimer's disease (Hou et al., 2005; Mazzio et al., 1998). 

Furthermore, Teixeira et al. (2013) have suggested that catechin may be useful as 

adjunctive treatment for Parkinson's disease since it has been effective in protecting the 

6-hydroxydopamine-induced dopaminergic neuronal death in rats via antioxidant 

mechanisms. However, there are neither studies investigating the effects of catechin in a 

model of abnormal movements induced by reserpine nor if its effects are mediated by 

alteration in MAO activity. 

Thus, the aims of this study were to evaluate: 1) in vitro if catechin inhibits the MAO 

activity in a reversible way; 2) the effect of catechin on reserpine-induced abnormal 

movements in mice and if catechin acts via alteration in MAO in mice activity. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Reagents and drugs 

Reserpine, (+)-catechin hydrate, pargyline, clorgiline, kynuramine were purchased from 

Sigma Aldrich (São Paulo, Brazil). All other reagents were of analytical grade of our 

laboratory which were obtained from companies that certifies purity and quality.   

 

2.2 Animals 

Male Swiss mice with 2 months of age (weighing 25-35 g) were kept in polycarbonate 

cages in a temperature-controlled room (22 ± 2 °C) and 12h light/dark cycle (lights on at 

7 a.m.). Food and water were provided ad libitum. All experiments were performed in 

accordance with the guidelines of the National Council of Control of Animal 

Experimentation (CONCEA). This protocol was approved by the Ethic Committee on 

Animal Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) under the protocol 

number CEUA 4990290416/2016. 
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2.3 In vitro assays 

For the in vitro analyzes, it were used brain samples of control mice that left over from 

other experimental protocols of our laboratory that had been stored at -80ºC until the use.  

 

2.3.1 Determination of catechin effects on MAO activity in vitro  

The activity of the monoaminoxidase (MAO) was determined based on the methodology 

previously described (Matsumoto et al., 1985; Villarinho et al., 2012 and De Oliveira et 

al., 2015).  Briefly, the tissue was homogenized in assay buffer (16.8 mM Na2HPO4, 10.6 

mM KH2PO4, 3.6 mM KCl, pH 7.4). Assays were performed in duplicate containing 0.25 

mg of protein. Catechin was tested at concentrations of 0.03, 0.1, 0.34 or 1.03 mM. The 

activities of A and B isoforms were isolated pharmacologically by using 250 nM of 

pargyline (selective MAO-B inhibitor) or clorgiline (selective MAO-A inhibitor) and the 

reaction was incubated for 20 min at 37 °C. Then, 60 μM kynuramine was added (non-

selective enzyme substrate) and the reaction mixture was incubated for a further 30 min 

at 37 °C. The reaction was stopped with 10% trichloroacetic acid (TCA). The samples 

were centrifuged at 1000g for 8 minutes at 4°C and the supernatant was mixed with 1N 

NaOH. The final mixture was measured by a fluorimetric method at 315 nm for excitation 

and 380 nm for emission. The determination of MAO activity was performed by 

quantifying the oxidation of kynuramine to 4-hydroxyquinoline (4-HQ). Results were 

expressed in nmol of 4-HQ per milligram of protein per minute. The IC50 values for both 

MAO isoforms were determined. 

 

2.3.2 MAO inhibition reversibility assay 

Based on the methodology previously described by Harfenist et al. (1996) and Villarinho 

et al. (2012), the reversibility of MAO inhibition was studied by a dialysis method. 

Summary, homogenized brain, assay buffer with or without catechin (0.34 or 1.03 mM) 

and the mixtures were adjusted to contain 0.25 mg of protein measured by the Lowry 

method. Then the blends were dialyzed for 24h at 25 °C with outer buffer (16.8 mM mM 

Na2HPO4, 10.6 mM KH2PO4, 3.6 mM KCl, 1 mM dithiothreitol, pH 7.4). For each 1 mL 

of dialyzed mixture, 40 mL of outer buffer was used. The outer buffer was changed 1, 2, 

4 and 6h after dialysis started. Non-dialysed samples were maintained under the same 

assay conditions. Twenty-four hours after the start of dialysis, dialyzed and nondialyzed 
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mixtures were simultaneously assayed for MAO-A or MAO-B activity in order to 

evaluate the reversibility of the inhibition produced by catechin as described above. 

 

2.4 In vivo experiments 

2.4.1 Experimental design and treatment 

Initially, the mice were randomly divided into two groups (n = 40 each): control group 

(C-C) and reserpine group (R-C). Thus, it was performed a basal behavior to avoiding 

include in the experiment, animals that have high values of spontaneous vacuous chewing 

movement (VCMs). Only 6 animals were excluded from de experiment because of the 

altered basal behavior and one animal from the C-100 group died throughout the 

treatment. Reserpine was dissolved in glacial acetic acid and diluted in 0.9% NaCl (final 

concentration of acetic acid was 0.2%). Catechin was dissolved in 0.9% NaCl. The 

injections were given in a volume of 10 mL/kg body weight by the subcutaneous (s.c., 

reserpine) and intraperitoneal (i.p., catechin) route. The animals R-C and C-C received 

reserpine 1 mg/kg or vehicle of reserpine (0.9% NaCl 0.2% glacial acetic acid), 

respectively, daily for 4 days. Twenty-four hours after the last administration of reserpine, 

the behavioral tests were performed to verify the effects of reserpine. It were quantified 

the vacuous chewing movement (VCM) and locomotor and exploratory activities (day 6 

according to experimental design, Fig. 1).After, each group of mice (C-C and R-C) was 

randomly subdivided into four experimental groups: vehicle (C-C, control group),  

catechin 10 mg/kg (C-10), catechin 50 mg/kg  (C-50),  catechin 100 mg/kg  (C-100), 

reserpine  (R-C), reserpine plus catechin 10 mg/kg  (R-10),  reserpine plus catechin 50 

mg/kg (R-50), and reserpine plus catechin 100 mg/kg (R-100). Afterward, the animals 

received intraperitoneally (i.p.) during 20 days catechin 10 mg/kg in the groups C-10 and 

R-10; catechin 50 mg/kg in C-50 and R-50; and catechin 100 mg/kg in C-100 and R-100. 

The animals of the C-C and R-C groups received catechin vehicle (0.9% NaCl). The doses 

of (+)-catechin were chosen based on the studies of Singal et al. (2005) and Teixeira et 

al. (2013) where the target of pharmacological effects of (+)-catechin was the central 

nervous system.  The administration of catechin or its vehicle started on day 6 of the 

experimental protocol. To evaluate the effects of (+)-catechin, the behavioral parameters 

were quantified on days 8, 15 and 26 according to the experimental design (Fig. 1). Then, 

the animals were anesthetized with ketamine:xylazine (100:10 mg/kg), and euthanized by 

cervical dislocation. The brain was removed and the striatum and the region containing 
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the substantia nigra were immediately separated and stored at −80 °C until the analyze of 

ex vivo MAO-A and MAO-B activities. 

 

2.4.2 Behavioral testing 

The animals were housed and acclimated to the experimental room for at least 1 hour 

prior to testing. All tests were conducted between 7:00 and 11:00 a.m. All the observers 

were blind to the pharmacological conditions. 

 

2.4.2.1 Quantification of the vacuous chewing movements (VCMs) 

The mice were placed individually in a glass cage (20cm x 20cm x 19cm) that contained 

a mirror under the floor to allow better visualization for behavioral analysis. After 6 

minutes of adaptation the number of VCMs were quantified continuously for 6 minutes 

(Fachinetto et al., 2007; De Freitas et al., 2016). VCMs were defined as single mouth 

openings in the vertical plane not directed towards physical object and movements that 

occurred during the grooming period were not taken into account. 

 

2.4.2.2 Quantification of the locomotor and exploratory activities 

The locomotor and exploratory activities were evaluated through the open field test 

(Broadhurst, 1960). Mice were placed individually in the center of an open field arena 

(44cm × 44cm × 44cm) divided into 9 equal squares. Crossing and rearing were measured 

in a 5 min session with no adaptation period (Busanello et al., 2011). The locomotor 

activity (crossing) was defined as the total number of lines crossed with four paws within 

of arena. The exploratory activity (rearing) was determined by the total number of raised 

(stand-up position where only the two hind legs of the animal are in contact with the floor 

of the arena).  

 

2.4.3 Ex vivo assays 

2.4.3.1 Determination of MAO activity 

The activity of the MAO ex vivo was determined based on the methodology previously 

described (Matsumoto et al., 1985; Busanello et al., 2017 and De Freitas et al., 2016) with 

minor modification. To the striatum and region containing the substantia nigra, it was 

used 0.2 mg and 0.25 mg of protein, respectively. The activity of the MAO was 

determined by the quantification of the oxidation of kinuramine to 4-hydroxyquinoline 

(4-HQ). Results were expressed in nmol of 4-HQ per milligram of protein per minute. 
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2.5 Statistical analysis 

Data from in vitro MAO activity were analyzed by one-way analyses of variance 

(ANOVA) followed Tukey’s multiple comparisons test. Data from of the VCMs and 

open-field behaviors of the day 6 were analyzed by unpaired t-test. Data from number of 

VCMs, open-field behaviors of the days 8, 15, 26 and ex vivo MAO activity were 

analyzed by one-way analyses of variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple 

comparisons test. All values are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). 

Differences were considered statistically significant with p<0.05. 

 

3. Results 

Catechin inhibits the MAO-A and MAO-B activities with a reversible profile in vitro 

Catechin 0.34 and 1.03 mM inhibited MAO-A (F(4,10)=44.15 and p<0.05) and 

MAO-B (F(4,10)=12.08 and p<0.05), both in a concentration-dependent manner since the 

concentration of 1.03 mM was significantly lower than that of 0.34 mM (Figure 2a and 

2b). 

  We also evaluated if the inhibition of both MAO isoforms induced by catechin is 

reversible or not using dialysis method to remove the catechin from the incubation 

mixture. Catechin inhibited MAO-A (F(2,6)=39.89 and p<0.05; Figure 3a) and MAO-B 

(F(2,6)=14.08 and p<0.05; Fig. 3b) activities in nondialyzed mixture compared with its 

control. After 24 hours of dialysis, the inhibition was reversed about 100% (in both tested 

concentrations) to MAO-A while to MAO-B was 12.32% (0.34 mM) and 36% (1.03 mM) 

when compared to the activity of their respective non-dialysed controls. These results 

suggest the inhibition of MAO-A by catechin is reversible (Figure 3a) while the inhibition 

of MAO-B is partially reversible (Figure 3b) depending of the tested concentration.  

 

Catechin decreases the VCMs induced by reserpine depending on the dose and time 

of treatment 

Animals treated with reserpine for 4 days showed a significant increase in VCMs 

(p<0.0001, Figure 4b) when compared to the control group. One-way ANOVA showed 

that this effect persisted on days 8 (F (7,65) = 7.373, p<0.0001), 15 (F (7,65) = 15.89, 

p<0.0001) and 26 (F (7,65) = 10.57, p < 0.0001) (Figures 4c, 4d and 4e) of experimental 

procedure, corresponding to 2, 9 and 20 days after reserpine withdrawal, respectively. 

Catechin at dose of 10 mg/kg was able to decrease reserpine-induced VCMs on day 8 
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(Figure 4c), but this effect was not observed on days 15 and 26 (Figures 4d and e). 

Catechin at doses of 50 and 100 mg/kg did not significantly alter the number of VCMs 

induced by reserpine in anyone of the days evaluated (Figures 4c, d and e). 

 

Catechin does not modify the effects of reserpine on open-field test 

The animals treated with reserpine decreased significantly the number of crossings 

(p<0.0001) (Figure 5a) when compared to the control group on day 6. One-way ANOVA 

revealed that the decrease in crossings persisted on days 8 (F (7,65) = 11.97, p<0.0001; 

Figure 5b), 15 (F (7,65) = 11.55, p< 0.0001; Figure 5c) and 26 (F (7,65) = 14.01, < 0.0001; 

Figure 5d). Any of the catechin doses tested was able to recover the locomotor activity 

represented by the number of crossings in the open field.  

Similarly, the animals treated with reserpine decreased significantly the number 

of rearings (p<0.0001) (Figure 6a) when compared to the control group on day 6. One-

way ANOVA revealed that the decrease in rearings persisted on days 8 (F (7,65) = 8.828, 

p<0.0001; Figure 6b), 15 (F (7,65) = 12.85, p< 0.0001; Figure 6c) and 26 (F (7,65) = 

16.08, < 0.0001; Figure 6d). Any of the catechin doses tested was able to recover the 

exploratory activity represented by the number of rearings in the open field.  

 

Catechin and/or reserpine did not alter the MAO activity in the striatum and in the 

region containing the substantia nigra of mice 

The treatment with reserpine and/or catechin did not significantly alter the MAO-A 

and MAO-B activities in the striatum nor in the region containing the substance nigra 

(p>0.05; Figure  7a - d). 

 

4. Discussion 

We observed in this study that, in vitro, catechin inhibited the activity of MAO-A in 

a reversible manner while it was partially reversible to MAO-B. In the OD model, 

catechin was able to reduce reserpine-induced VCMs only at the dose of 10 mg/kg on day 

6 and, this effect was lost throughout the treatment. Regarding the behavioral changes 

induced by reserpine in the open field test, catechin was not effective in restoring such 

parameters. Furthermore, in the ex vivo analyzes, neither catechin nor reserpine altered 

the activity of both MAO isoforms in the striatum nor in the region containing the 

substantia nigra. 
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Reserpine is a widely used OD model by significantly increase the frequency of 

VCMs in rodents and has been used in studies that intent to understand motor-facial 

disorders as well as possible strategies of treatment (Burger et al., 2004; Castro et al., 

2006; Patil et al. 2012, Reckziegel et al., 2013; Teixeira et al., 2008). However, there is 

conflicting opinions among researchers if this model represents the symptoms of TD or 

Parkinsonian tremors observed in the progression of Parkinson's disease. Despite this, 

there are studies demonstrating, in animals, reserpine is efficient as well as the 

antipsychotics in producing behavioral changes related to the motor disorders observed 

in the TD (Carvalho et al., 2003; Silva et al., 2002; Abílio et al., 2003; Cunha et al., 2016; 

Neisewander et al., 1994, Queiroz and Frussa-Filho, 1999; Teixeira et al., 2009; Wang et 

al., 2015). 

The present study showed that reserpine induced a significant increase in the 

frequency of VCMs in mice and this response persisted for at least 20 days. This result 

corroborates the data found in the literature where the response generated by reserpine is 

maintained even after 20 of its withdrawal (De Freitas et al., 2016; Neisewander et al., 

1991; Sussman et al., 1997). Reserpine irreversibly inhibits VMAT and drastically 

reduces levels of monoamines in the brain as well as its stockage (Neisewander et al., 

1994) leaving the monoamines in the cytosol which in turn favors their oxidation either 

by autoxidation or enzymatically by MAO. In this way, the generation of ROS is 

increased, whose neutralization by the endogenous defense system can be compromised 

leading to oxidative stress and neuronal damage. In this scenario, antioxidant compounds 

with potential to decrease the MAO activity become strong candidates for neuroprotective 

agents. 

There are few studies investigating the effect of catechin on in vitro MAO activity. 

Of our knowledge, only one study demonstrated that, in vitro, catechin isolated from 

Uncaria rhynchophylla inhibited the activity of MAO-B in rat brain with an IC50 value 

of 88.6 μM (or 25.7 μg/ml) (Hou et al., 2005). However, they did not investigate if this 

inhibition was reversible. Our results reveal that in mouse brain homogenate, catechin, at 

concentrations of 0.34 and 1.03 mM, inhibited the activity of both MAO isoforms. In 

addition, the inhibition of MAO-A has a reversible profile for both concentrations, since 

the enzymatic activity was restored when the samples were submitted to dialysis. Already 

for the inhibition of MAO-B, it is suggested that the dialysis partially disconnected the 

binding of the catechin to the enzyme.  
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Then, we subsequently tested the effect of catechin on reserpine-induced abnormal 

movements in mice and if catechin acts via alteration in MAO in mice activity. Reserpine 

increased the VCMs after four days of treatment and this effect was maintained 

throughout the experimental period. Interestingly, only two administrations of 10 mg/kg 

catechin reduced reserpine-induced VCMs, however, this response was not maintained 

increasing the number of days for catechin exposure. The other tested doses were not 

effective in this model. In the literature there are still no studies investigating the influence 

of catechin on VCMs. However, the administration of catechin at doses of 10 and 30 

mg/kg for 2 weeks has been reported to attenuate the increase in contralateral rotations 

and work memory deficits induced by intrastriatal 6-OHDA in rats. These positive effects 

are associated with reduced changes in mesencephalic levels of dopamine and 

noradrenaline and also reduced glutathione (GSH). In addition, catechin also significantly 

attenuated the loss of tyrosine hydroxylase immunoreactivity in the striatum (Teixeira et 

al., 2013). Furthermore, another flavanol, epigallocatechin-3-gallate (EGCG), has been 

shown to protect against behavioral and biochemical changes induced by reserpine. In 

this study, Wang et al. (2015) showed that in rats treated with 1 mg/kg reserpine there is 

an increase in the number of VCMs and a decrease in endogenous antioxidant enzymes 

and that pretreatment with 30 and 100 mg/kg EGCG attenuates dose-dependent but does 

not block, the increase of VCMs and increases the levels of superoxide dismutase (SOD), 

catalase and GSH. Thus, 10 mg/mL catechin was effective in attenuating VCMs in an 

acute way, however with the passage of treatment the plasma concentration of the 

catechin in the mice may have remained high with the overlap of the following doses, 

setting in the loss of the promising antioxidant effect. Therefore, we thought that catechin 

could be a pro-oxidant compound in this condition and failed to improve OD. 

In the open field test, reserpine induced a reduction in crossing and rearing, indicating 

a loss in exploratory capacity and locomotion. These alterations have already been 

correlated as a causal factor in the increase in the manifestation of VCMs in animals (Faria 

et al., 2005). However, studies have shown that some antioxidant compounds are able to 

improve the OD without modifying the neurotoxic-induced changes in locomotion, 

suggesting that both behavioral changes do not have a common developmental pathway 

(Faria et al., 2005; Busanello et al., 2011; 2012; 2017). It is known that the neurotoxicity 

of reserpine is involved with oxidative stress (Burger et al., 2004; Chen et al., 2016; Nade 

et al., 2013). Cytoplasmic accumulation of monoamines caused by reserpine storage 

impedance may lead to overproduction of ROS and other reactive metabolites due to the 
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degradation of these neurotransmitters (Mishran and Sasmal, 2012). The MAO is 

responsible for much of this catalysis through oxidative deamination. The main ROS 

produced by these reactions is hydrogen peroxide (H2O2) which has a cytotoxic character 

(Tripathi et al., 2018). This enzyme is widely distributed in the central nervous system, 

located in the mitochondrial membrane and in the synaptic cleft, and is also found in the 

liver and platelets. It has two distinct isoforms, MAO-A and MAO-B, which have specific 

substrates. MAO-A participates more actively in the degradation of serotonin and 

noradrenaline; and MAO-B benzylamine and 2-phenylethylamine. Dopamine is degraded 

by both isoforms (Finberg, 2014). Furthermore, it is known that the basal ganglia which 

is directly involved in the development of TD is a brain area with high concentrations of 

metal transitions which could favors the oxidative changes (Mullin et al., 2015; Salem et 

al., 2017). In this context, as catechin inhibited the MAO in vitro, it could alter the activity 

of this enzyme in vivo and, consequently, decreasing the oxidative reactions leading to an 

improvement in motor changes caused by reserpine. However, we did not detect any 

change in ex vivo activity of MAO-A and MAO-B in striatum or substantia nigra neither 

when catechin was given to animals previously treated with reserpine nor in a per se effect 

in those animals previously treated with reserpine vehicle.  An explanation to this fact is 

the real concentration that catechin reaches the central nervous system that could be low 

to cause significant alterations in MAO activity since the concentrations needed to inhibit 

the MAO in vitro were high. It may also be that the dose of 10 mg/kg catechin has 

decreased VCMs by direct acting as a ROS chelator. Thus, the antioxidant action of 

catechin was obtained without altering the MAO activity. We cannot exclude the 

possibility of an effect on other experimental desing with other doses of catechin and 

different time of treatment.  

 Therefore, catechin was not effective in attenuating the behavioral changes observed 

in the open field throughout the treatment. Interestingly, only two administrations of 10 

mg/kg of catechin were effective in attenuating the increase of VCMs, although this effect 

was lost throughout the experimental protocol. In addition, catechin had no effect on 

MAO activity in vivo. However, it has been shown to have a potential neuroprotective 

action in vitro through the reversible inhibition of MAO. This action should be further 

investigated in order to clarify its impact on the treatment of TD and also on 

neurodegenerative diseases and mood disorders. 
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Figures legends 

Figure 1. Experimental design. Reserpine (1 mg/kg, s.c.) was administered daily for 4 

days. Twenty-four hours after the last administration of reserpine, the animals received 

catechin (10, 50 or 100 mg/kg, i.p.) once a day for 20 days. The quantification of VCMs 

and open field test were performed on days 6, 8, 15 and 26. Baseline VCMs were also 

quantified on day 1. On day 26, the animals were euthanized and the striatum and the 

region containing the substantia nigra were stored at -80 °C until the determination of 

MAO activity. 

Figure 2. Effect of different concentrations of catechin (0.03, 0.1, 0.34 and 1.03 mM) on 

in vitro MAO-A (a) and MAO-B (b) activities in brain of mice. Data were analyzed by 

one-way ANOVA followed by Tukey’s test. *p<0.05, compared with control (without 

catechin); #p<0.05, compared with catechin at 30 µg/mL; @p<0.05, compared with 

catechin at 0.1 and 0.34 mM. Data are expressed as mean ± SEM (n=3, performed in 

duplicate). 

Figure 3.  Reversibility of MAO-A (a) and MAO-B (b) inhibition induced by catechin at 

concentrations of 0.34 and 1.03 mM after 24h of dialysis. Values are mean ± SEM of 

three experiments performed in duplicate. Data were analyzed by one-way ANOVA 

followed by Tukey’s test. *p<0.05, compared to nondialysed control; #p<0.05, compared 

to nondialysed catechin at 100 μg/mL. 

Figure 4. Number of VCMs in mice treated with reserpine (1 mg/kg, s.c) and/or catechin 

(10, 50 and 100 mg/kg, i.p.). (a) baseline – before the treatments (b) twenty-four hours 

after the fourth administration of reserpine or its vehicle on day 6 of experimental period 

(n= 35-38) (c) effect of catechin (10, 50 and 100 mg/kg) on reserpine-induced VCMs on 

days 8 (b), 15 (c) and 26 (d) of the experimental period (n=7-10). Data are expressed as 

mean ± SEM. All data were analyzed by one-way ANOVA followed by a post hoc Tukey 

test. *p<0.05, compared with the C-C group; # p<0.05, compared with the R-C group.  

Figure 5. (a) Number of crossing in mice treated with reserpine (1 mg/kg, s.c) or its 

vehicle on day 6 in the open field test (n= 35-38). Data were analyzed by unpaired t-test. 

*p<0.05, compared with control group. Effect of catechin (10, 50 and 100 mg/kg, i.p.) on 

number of crossing on days 8 (b), 15 (c) and 26 (d) of the experimental design (n=7-10). 

Data are expressed as mean ± SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA followed 

by a post hoc Tukey test. *p<0.05, compared with the C-C group.  

Figure 6. (a) Number of rearing in mice treated with reserpine (1 mg/kg, s.c) on day 5 in 

the open field test (n= 35-38). Data were analyzed by unpaired t-test. *p<0.05, compared 
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with control group. Effect of catechin (10, 50 and 100 mg/kg, i.p.) on number of rearing 

on days 8 (b), 15 (c) and 26 (d) of the experimental design (n=7-10). Data are expressed 

as mean ± SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by a post hoc Tukey 

test. *p<0.05, compared with the C-C group. 

Figure 7. Effect of catechin and/or reserpine on MAO-A (a) and MAO-B (b) activities in 

the mice striatum (n=9-10); and on the MAO-A (c) and MAO-B (d) activity in the region 

containing the substantia nigra in mice (n=7-10). Data were analyzed by one-way 

ANOVA. Data are expressed as mean ± SEM. Values are expressed in nanomoles of 4-

HQ per milligram of protein per minute. 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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6 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos concluir 

que: 

 

 As doses de 0,34 e 1,03 mM de CAT são capazes de inibir a atividade de 

ambas as isoformas da MAO in vitro. A inibição produzida por ambas 

concentrações é passível de reversibilidade total para a isoforma A e 

parcial para a B; 

 

 Em camundongos, a reserpina aumentou significativamente o número de 

VCMs e somente 2 administrações de CAT 10 mg/kg foi capaz de diminuir 

esta alteração comportamental, contudo, este efeito não se manteve ao 

longo do tratamento. As doses de 50 e 100 mg/mL não foram efetivas 

neste parâmetro; 

 

 A reserpina diminuiu significativamente a atividade exploratória e 

locomotora dos camundongos e nenhuma das doses de CAT foram 

capazes de atenuar estas alterações;  

 

 Nem a reserpina nem a CAT causaram alteração significativa na atividade 

de ambas as isoformas da MAO tanto no estriado quanto na substância 

negra, indicando que, nestas condições experimentais, as alterações 

motoras induzidas por reserpina observadas não estão diretamente 

relacionadas com a atividade da MAO. 
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7 CONCLUSÃO GERAL 

  

 Em suma, a CAT não mostrou-se promissora sobre a DO em 

camundongos, visto que não foi capaz de atenuar de modo contínuo e dose-

dependente as alterações na frequência dos movimentos de mascar no vazio e 

capacidade exploratória e locomotora induzidos por reserpina. Apesar da CAT 

apresentar promissora proteção in vitro devido a inibição reversível da atividade 

da MAO, ela não causou alterações na atividade da MAO ex vivo no estriado 

nem na substância negra. Embora os resultados referente à CAT in vivo e ex 

vivo não tenham tido uma boa performance como foi hipotetizado, é de grande 

valia que mais estudos sob outras condições experimentais sejam realizados 

com a finalidade de averiguar o seu impacto sobre outras doenças além da DT 

devido a inibição da MAO in vitro. 
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