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Modelos animais como o da reserpina auxiliam no entendimento da fisiopatologia de diversas doenças que se 

manifestam por movimentos involuntários, como a doença de Parkinson (DP), e na busca por formas de 

tratamento. O presente trabalho avaliou mecanismos envolvidos na indução de alterações comportamentais 

induzidas por reserpina em ratos e vermes com ênfase em parâmetros oxidativos e dopaminérgicos, e a ação do 

antioxidante ácido gálico (AG) em ratos tratados com reserpina. Como resultado, a reserpina (1mg/Kg, sc, por 3 

dias consecutivos) aumentou a frequência de movimentos de mascar no vazio (MMVs) em ratos em relação ao 

controle, e manteve esse aumento por pelo menos 3 dias após o término das administrações da reserpina. O 

tratamento com AG (4,5 ou 13,5 ou 40,5 mg/kg/day, vo) por 3 dias reverteu esse aumento dos MMVs, mostrando 

efeito protetor. Nem reserpina nem o AG alteraram os parâmetros avaliados de dano oxidativo (TBARS e oxidação 

da DCFH-DA), de antioxidantes (tiol protéico e não protéico) e a atividade da Na+,K+-ATPase (total e α-

subunidade) no estriado e córtex cerebral. Estudos posteriores foram realizados em Caenorhanditis elegans devido 

as diversas vantagens oferecidas por esse modelo animal em estudos de neurodegeneração e de investigação do 

mecanismo de ação de drogas. C. elegans em estágio larval L1 foram expostos a reserpina (30 ou 60 µM) por 

diferentes tempos. A reserpina reduziu a sobrevivência, o desenvolvimento, a ingestão de alimento, a atividade 

locomotora na comida e as concentrações de dopamina (DA) nos vermes, e afetou a postura de ovos e tempo entre 

defecações. Análise da morfologia dos neurônios dopaminérgicos cefálicos (CEP) de vermes BY200 (com GFP 

acoplado ao gene dat-1) indicam neurodegeneração por: 1) redução da intensidade da fluorescência, 2) redução do 

número de neurônios intactos e 3) aumento do número de somas atrofiados por verme em relação ao controle. 

Esses efeitos não estão relacionados a efeitos da reserpina na expressão do gene dat-1. Interessantemente, os efeitos 

da reserpina na atividade locomotora, na morfologia dos neurônios CEP e na expressão do gene dat-1 foram 

revertidos após a retirada dos vermes da exposição a reserpina. Em adição, a reserpina reduziu a sobrevivência de 

vermes deficientes do transportador vesicular de monoaminas (TVMs, cat-1) e do transportador de DA (DAT, dat-

1), mas não alterou a sobrevivência de deficientes da tirosina hidroxilase (TH, cat-2) e dos receptores 

dopaminérgicos (dop-1, dop-2, dop-3 e dop-4) em relação aos vermes selvagens N2. A reserpina também reduziu 

a sobrevivência de vermes N2 pré-expostos a DA, e ativou a via de detoxificação SKN-1 dos vermes. Alterações 

na imunoreatividade ao DAT e a TH no estriado de ratos tratados com reserpina e/ou AG não foram encontradas. 

O efeito protetor do AG nos MMVs induzidos por reserpina em ratos parece não envolver sua atividade 

antioxidante, antiapoptótica ou na monoaminoxidase (MAO). Como conclusão, a reserpina age no TVMs causando 

depleção de DA, e causa neurotoxicidade/neurodegeneração dopaminérgica devido provavelmente a um acúmulo 

de DA no espaço sináptico resultande de uma interferência no funcionamento do DAT. Mais estudos avaliando a 

ação da reserpina no DAT e o mecanismo de proteção do AG são necessários.  

 

Palavras-chave: discinesia orofacial. doença de Parkinson. dopamina. neurodegeneração. reserpina. transportador 

de dopamina.  
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BIOCHEMICAL AND MOLECULAR MECHANISMS INVOLVED       

IN BEHAVIORAL EFFECTS INDUCED BY RESERPINE                        

IN RATS AND C. elegans WITH ENPHASIS IN OXIDATIVE AND 

DOPAMINERGIC PARAMETERS 

AUTHOR: PATRÍCIA RECKZIEGEL 

ADVISOR: ROSELEI FACHINETTO 

CO-ADVISOR: MARILISE ESCOBAR BURGUER 

Place and Date of the Defense: Santa Maria, January 16th, 2015. 
 
Animal models as reserpine are helpful to understand the pathophysiology of several diseases with involuntary 

movements, as Parkinson’s disease (PD), and to search efficient treatments. The present study tested the effects of 

reserpine on behavioral alterations induced by reserpine in rats and worms, with emphasis in oxidative and 

dopaminergic parameters, and the effect of the antioxidant gallic acid (GA) in reserpine-exposed rats. As result, 

reserpine (1mg/Kg, sc, for 3 consecutive days) increased the frequency of vacuous chewing movements (VCMs) 

in rats in relation to controls, and maintained this increase for at least 3 days after reserpine withdrawal. Treatment 

with GA (4.5 , 13.5 or 40.5 mg/kg/day, po) for 3 days reverted reserpine-induced increase in VCMs, showing 

protective effect. Neither reserpine nor GA changed oxidative parameters (TBARS and DCFH-DA oxidation), 

antioxidant levels (proteic and non-proteic thiol) and the activity of Na+,K+-ATPase (total and α-subunit) in 

striatum and cortex. Afterward, studies were performed with Caenorhanditis elegans due its several advantages 

in studies of neurodegeneration and of drugs mechanism of action. L1-larval stage C. elegans were exposed to 

reserpine (30 ou 60 µM) for different times. Reserpine decreased the survival, development, food intake, locomotor 

rate on food and dopamine (DA) levels in worms and it had effect on egg laying and defecation cycles. 

Morphological evaluations of dopaminergic cephalic (CEP) neurons in BY200 worms (with GFP coupled to dat-

1 gene) reveled neurodegeneration by: 1) decreased fluorescence intensity, 2) decreased the number of intact 

neurons, and 3) increased the number of shrunken somas per worm. These effects were unrelated to reserpine’s 

effect on dat-1 gene expression. Interestingly, the reserpine effects on locomotor rate, dopaminergic CEP neurons 

morphology and dat-1 gene expression were reverted after reserpine withdrawal. Furthermore, reserpine decreased 

the survival of vesicular monoamine transporter (VMAT) and dat-1 loss-of-function mutant worms, but no of 

tyrosine hydroxylase (TH, cat-2) and dopaminergic receptors (dop-1, dop-2, dop-3 e dop-4) loss-of-function 

mutants in relation to wild-type N2 worms. Reserpine also decreased the survival of worms pre-exposed to DA; 

and it activated SKN-1 detoxification pathway. Moreover, no differences were found in DAT and TH 

immunoreactivity in striatum of rats treated with reserpine and/or GA. The GA protective effects against reserpine-

induced VCMs in rats are probably not related to its antioxidant and antiapoptotic properties or monoamine oxidase 

(MAO) inhibition. As conclusion, the reserpine decreases DA levels though action on VMAT, and it induces 

neurotoxicity/neurodegeneration due probably an increase on extracellular DA contents resulted from changes on 

DAT function. More studies evaluating the reserpine effect on DAT and the GA mechanism of protection are 

necessary. 

 

Keywords: dopamine. dopamine transporter. neurodegeneration. orofacial dyskinesia. Parkinson’s disease. 

reserpine. 
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APRESENTAÇÃO 
 

 No item INTRODUÇÃO, está descrita uma revisão sucinta sobre os temas trabalhados 

nesta tese. 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de dois artigos 

e dados adicionais, os quais se encontram no item RESULTADOS. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Referências Bibliográficas, encontram-se nos artigos e nos dados 

adicionais e representam a íntegra deste estudo. 

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÃO encontram-se no final dessa tese, e apresentam 

as discussões e conclusões sobre os resultados contidos neste trabalho. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se às citações que aparecem nos 

itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sistema Dopaminérgico 

 

A dopamina (DA, 3,4-dihidroxifeniletilamina) é uma catecolamina, assim como a 

epinefrina e a norepinefrina, que modula sinalizações sinápticas tanto em vias excitatórias 

quanto inibitórias (DANI & ZHOU, 2004; SEAMANS & YANG, 2004). No sistema nervoso 

central (SNC), ela é responsável por controlar e modular uma série de funções fisiológicas, 

como atividade locomotora, cognição, emoção, recompensa, sono, integração neuroendócrina 

e ingestão alimentar (BUIJS et al., 1984; STUCHLIK et al., 2007). Perifericamente, ela é 

importante no controle dos sistemas neurovegetativos. Sabe-se que a atividade anormal do 

sistema dopaminérgico está relacionada a diversas doenças, como Parkinson (DP), Alzheimer, 

esquizofrenia, transtorno bipolar, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade e síndrome 

de Tourette (MIYAMOTO et al., 2005; SCHULTZ, 2007). Determinadas regiões cerebrais 

envolvidas no desenvolvimento das desordens motoras apresentam elevadas quantidades de DA 

(por exemplo, o estriado apresenta em torno de 75% da concentração de DA cerebral (RANG 

et al., 2012)). 

A síntese de DA inicia-se com a captação ativa do aminoácido L-tirosina para dentro do 

terminal sináptico (a L-tirosina pode ter origem da dieta ou provir do metabolismo da 

fenilalanina). Quando no citosol, a L-tirosina é transformada pela ação da enzima tirosina 

hidroxilase (etapa limitante) em L-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) e, posteriormente, a L-

DOPA é convertida a DA por ação da L-DOPA descarboxilase (SIEGEL et al., 2005). A DA 

recém-sintetizada é então transportada do citoplasma para vesículas de estocagem 

especializadas via transportador vesicular de monoaminas (TVMs), prevenindo dessa forma sua 

degradação pela monoaminoxidase (MAO). Esse transportador é dependente de trifosfato de 

adenosina (ATP) e pode ter sua atividade inibida pelo alcalóide reserpina (MÉTZGER et al., 

2002).  

Em resposta a um estímulo nervoso, ocorre despolarização do terminal neuronal e 

abertura de canais de cálcio dependentes de voltagem. Consequentemente, as membranas das 

vesículas de armazenamento de DA se fundem com a membrana do terminal sináptico, 

causando liberação de neurotransmissor na fenda sináptica. Quando na fenda sináptica, a DA 

pode ter diferentes destinos: (1) agir em receptores pós e pré-sinápticos; (2) ser recaptada para 
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dentro do terminal pré-sináptico pelo transportador de DA (DAT) ou (3) ser metabolizada pela 

catecol-O-metil transferase (COMT).  

Os receptores dopaminérgicos de mamíferos são metabotrópicos e classificados de 

acordo com suas características estruturais em tipo D1 (subtipos D1 e D5) ou D2 (subtipos D2, 

D3 e D4). O primeiro tipo está acoplado à proteína G estimulatória (Gs), logo a ativação desse 

receptor ativa a adenilato ciclase, eleva os níveis do mensageiro intermediário adenosina 

monofostafo cíclico (AMPc) e, consequentemente, ativa a proteína cinase A. Já os receptores 

dopaminérgicos do tipo D2 estão acoplados à proteína G inibitória (Gi), logo, quando ativados, 

reduzem os níveis de AMPc celular, hiperpolarizando o neurônio (SIEGEL et al., 2005). Os 

receptores do tipo D2 estão presentes tanto nos terminais pós-sinápticos como nos corpos 

celulares dos neurônios pré-sinápticos, e a ligação da DA nos receptores de neurônios pré-

sinápticos tem efeito inibitório na síntese e liberação de DA (RANG et al., 2012).  

O término da transmissão dopaminérgica ocorre principalmente através da retirada da 

DA da fenda sináptica por recaptação (GAINETDINOV et al., 1998). Essa atividade é exercida 

pelo DAT (AMARA & KUHAR, 1993), uma proteína carreadora transmembrana de 

aproximadamente 80 kDa (GIROS & CARON, 1993; PATEL et al., 1992). Como consequência 

de sua ação, o DAT também é responsável por controlar a disponibilidade extracelular da DA 

(GAINETDINOV et al., 1998). Camundongos sem DAT exibem profundas alterações 

neuroquímicas incluindo elevados níveis extracelulares de DA, retardo na retirada da DA da 

fenda sináptica e diminuição dos níveis intraneuronais de DA (GIROS et al., 1996). Quanto ao 

comportamento, esses camundongos apresentam hiperatividade, problemas cognitivos e 

respostas psicoestimulantes alteradas (GAINETDINOV et al., 2002; HIRONAKA et al., 2004; 

MEDVEDEV et al., 2005; POWELL et al., 2004; RODRIGUIZ et al., 2004; TILLERSON et 

al., 2006). Além disso, a atividade do DAT parece ter relação com movimentos involuntários, 

uma vez que seus níveis encontram-se reduzidos em pacientes com discinesia tardia (YODER 

et al., 2004) ou DP (INNIS et al., 1993). Em adição aos trabalhos com pacientes, trabalhos com 

animais experimentais relatam que a reserpina tem ação no DAT (JI et al., 2009; MÉTZGER et 

al., 2002), causando redução de 51% na captação de DA em estriado de ratos (GORDON et al., 

1996). Também a captação de DA em estriado de ratos tratados cronicamente com haloperidol 

ou flufenazina, antipsicóticos típicos conhecidos por causarem elevada prevalênica de 

discinesia tardia, está inversamente relacionada com o desenvolvimento de discinesia orofacial 

(denominação para os modelos de discinesia tardia em roedores) (FACHINETTO et al., 2007a, 

b).  
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Figura 1. Terminal de um neurônio dopaminérgico, mostrando a síntese da dopamina (DA) a partir da L-tirosina 

(1), sua entrada nas vesículas sinápticas pelo transportador vesicular de monoaminas (TVM) e armazenamento (2), 

liberação na fenda sináptica (3), ação em receptores dopaminérgicos (4), captura da DA extracelular pelo 

transportador de dopamina (DAT) (5), e metabolismo da DA pela monoamino oxidase (MAO) e catecol-O-

metiltransferase (COMT) gerando seus principais metabólitos: ácido homovanílico (HVA), ácido 

diidroxifenilacético (DOPAC) e pequenas quantidades de 3-metoxitiramina (6). Adaptado de Pereira & Bel (2010). 

 

 

Uma enzima que é essencial no funcionamento celular e do DAT é a Na+,K+-ATPase 

(LESTER et al., 1994). Essa enzima transmembrana é responsável pelo transporte ativo de íons 

de sódio e potássio através da membrana celular em praticamente todos os tecidos (SKOU & 

ESMANN, 1992). O gradiente iônico formado por essa enzima nas membranas celulares é 

necessário para o transporte de nutrientes e aminoácidos para dentro da célula, equilíbrio 

osmótico, controle do volume celular, manutenção e restauração do potencial de membrana em 

células excitáveis (GEERING, 1997; PAVLOV & SOKOLOV, 2000), bem como  liberação e 

recaptação de neurotransmissores no SNC (STAHL & HARRIS, 1986). Logo, alterações na 

atividade da Na+,K+-ATPase podem afetar a sinalização celular, a atividade neural e todo o 

comportamento animal (JAMME et al., 1995; LEES et al., 1990; LI & STYS, 2001). Pouco se 

sabe sobre a relação da atividade da Na+,K+-ATPase com o desenvolvimento de movimentos 

involuntários. Nesse contexto, Pereira et al. (2011) demonstrou que a atividade da Na+,K+-
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ATPase na substantia nigra está negativamente relacionada com a frequência de movimentos 

de mascar no vazio (MMVs) induzidos por reserpina em ratos. 

 Duas enzimas, em especial, controlam a metabolização da DA: a MAO e a COMT. A 

MAO se localiza na membrana mitocondrial externa de neurônios monoaminérgicos e glia, e 

se apresenta em duas isoformas (tipo A e tipo B) (SIEGEL et al., 2005). Nos neurônios 

dopaminérgicos de humanos, é preferencialmente a MAO-B que metaboliza a DA presente no 

terminal sináptico e não armazenada em vesículas (SIEGEL et al., 2005) (já em roedores é 

preferencialmente a MAO-A), mas em condições de elevadas concentrações de DA ambas 

isoformas metabolizam a DA (YOUDIM & BAKHLE, 2006; YOUDIM et al., 2006). A MAO 

converte a DA em sua forma aldeído, a qual é rapidamente metabolizada pela aldeído 

desidrogenase. Já a COMT cataboliza a parte da DA que se difunde na fenda sináptica ou é 

liberada da forma não clássica, chamada transmissão por volume (RICE, 2000). Como resultado 

dessas reações formam-se os principais metabólitos da DA: ácido homovanílico (HVA), ácido 

di-hidroxifenilacético (DOPAC), e pequenas quantidades de 3-metoxidopamina. O HVA é o 

metabólito majoritário da DA em humanos e C. elegans (COOPER et al., 2003; WINTLE & 

TOL, 2001), enquanto que em roedores é o DOPAC (COOPER et al., 2003). 

A DA distribui-se no encéfalo de mamíferos em 4 principais vias: mesolímbica, 

mesocortical, tuberoinfundibular e nigroestriatal (DAHLSTROM & FUXE, 1964) (ver figura 

2). Neurônios dopaminérgicos que partem da substantia nigra, assim denominada pela 

aparência escura quando vista a olho nu em secções anatômicas, e terminam no estriado formam 

a via nigroestriatal. Essa via está envolvida com o controle da atividade motora voluntária e 

contém cerca de 75% da DA presente no cérebro. As alterações motoras estão muito 

relacionadas com alterações na via nigroestriatal; como exemplo, ocorre deficiência de DA 

nessa região em pacientes com DP (RANG et al., 2012) e os sintomas da DP não aparecem até 

que a maioria (aproximadamente 80%) dos neurônios da via nigroestriatal tenham sido 

degenerados. Além disso, antipsicóticos realizam sua ação farmacológica via bloqueio de 

receptores dopaminérgicos do tipo D2 da via mesolímbica, mas podem levar ao 

desenvolvimento de movimentos involuntários ao bloquear também receptores D2 da via 

nigroestriatal (RANG et al., 2012). 

As vias mesolímbica e mesocortical são formadas por projeções dopaminérgicas que 

partem da área tegmentar ventral e terminam em regiões límbicas sub-corticais (amígdala, 

núcleo accumbens e septo palúcido) ou corticais (córtex pré-frontal medial, giro do cíngulo, 

córtex entorrinal, tubérculo olfatório e córtex piriforme). Essas vias têm relação com os 
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sintomas positivos e negativos da esquizofrenia (GRAEFF & GUIMARÃES, 2012) - sendo a 

via mesocortical associada aos efeitos terapêuticos dos antipsicóticos (ELLENBROEK, 1993) 

- além de aprendizado e memória. Já a via tuberoinfundibular projeta neurônios do núcleo 

hipotalâmico para a glândula pituitária posterior no infundíbulo, onde a DA inibe a secreção do 

hormônio prolactina, importante na reprodução e ciclo reprodutivo. Logo, a inibição da via 

tuberoinfundibular em consequência ao uso de antipsicóticos pode causar ginecomastia e 

galactorréia no paciente como efeitos colaterais (ELLENBROEK, 1993; GRAEFF & 

GUIMARÃES, 2012).  

 

 

 

Figura 2. Principais vias dopaminérgicas do encéfalo de humanos. As vias mesolímbica e mesocortical são 

formadas por projeções dopaminérgicas que partem da área tegmentar ventral e terminam em regiões límbicas 

sub-corticais ou corticais; a via tuberoinfundibular projeta neurônios do núcleo hipotalâmico para a glândula 

pituitária posterior; a via nigroestriatal projeta neurônios da substantia nigra para o estriado. Figura adaptada de 

http://www.esencialnatura.com/wp-content/uploads/2014/12/dopamina.jpg 

 

 

Sabe-se que as regiões cerebrais ricas em DA são particularmente susceptíveis a danos 

oxidativos. Isso se deve ao fato dessas regiões serem locais de intensa atividade da MAO, a 

qual gera espécies reativas de oxigênio (EROs) como sub-produtos de sua atividade metabólica 

(ALUF et al., 2011). Além disso, a própria DA é conhecida por ser uma molécula naturalmente 

reativa - seus grupamentos catecólicos podem se oxidar gerando dopa-quinonas altamente 

reativas (ALUF et al., 2011). Quando a quantidade de espécies reativas supera a capacidade do 
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sistema antioxidante do organismo de neutralizá-las, tem-se uma condição denominada estresse 

oxidativo (HALLIWELL et al., 2014). Como resultado, esse excesso de espécies reativas pode 

danificar tanto lipídeos, quanto proteínas e DNA (ANDREASEN & JORGENSEN, 2000; 

JOMOVA & VALKO, 2011; LOHR, 1991; SISTRUNK et al., 2007), representando risco ao 

sistema nervoso, que tem capacidade limitada de regenerar-se ou ser substituído. Além disso, 

sabe-se que ainda não existe tratamento efetivo nem cura para as principais doenças 

neurodegenerativas da população nem para danos provenientes de traumatismo no SNC 

(ANTONELLI et al., 2012). Alguns trabalhos mostram que inibidores da MAO podem 

contribuir para a redução do dano oxidativo (YOUDIM & BAKHLE, 2006; YUDIM et al., 

2006), mas mais estudos nessa área são necessários. 

 

1.2 Movimentos Involuntários 

 

 Conforme discutido, a via dopaminérgica nigroestriatal participa do controle motor e 

alterações nessa via podem levar ao desenvolvimento de movimentos involuntários (RANG et 

al., 2012). Os movimentos involuntários estão presentes em um vasto grupo de doenças, dentre 

elas destaca-se a DP, e também de condições farmacológicas, como é o caso da discinesia tardia, 

um distúrbio resultante do tratamento prolongado com antipsicóticos típicos (ANDREASSEN 

& JORGENSEN, 2000; DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; LOTHARIUS & BRUNDIN, 

2002; THOMAS & BEAL, 2007). Essas doenças são particularmente importantes devido à 

elevada prevalência na população. Por exemplo, a DP é a segunda doença neurodegenerativa 

mais comum no mundo (a primeira é a doença de Alzheimer), ocorrendo em aproximadamente 

1-2% dos indivíduos acima de 65 anos de idade (ALVES et al., 2008). Já a prevalência da 

discinesia tardia varia de 23,4 a 43 % entre os pacientes que fazem uso crônico de antipsicóticos 

(HALLIDAY et al., 2002; KANE et al., 1986, PATTERSON et al., 2005), e esse valor pode 

variar de acordo com a idade e o gênero do paciente, além da classe de antipsicótico em uso 

(YASSA & JESTE, 1992).  

A DP é uma doença neurodegenerativa grave, crônica e progressiva, caracterizada por 

tremor de repouso, espasticidade e incapacidade de iniciar movimentos, bradicinesia, 

instabilidade postural e rigidez muscular. Sabe-se que as alterações motoras observadas na DP 

ocorrem após perda progressiva e irreversível de 80-90% dos neurônios dopaminérgicos na 

substantia nigra pars compacta, acompanhada por uma consequente redução expressiva nos 

níveis de DA no estriado (LANG & LOZANO, 1998). Os mecanismos responsáveis pela perda 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876201813003833#bib0100
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876201813003833#bib0140
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876201813003833#bib0190
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dos neurônios dopaminérgicos nigrais permanecem obscuros. Vários experimentos reportam a 

relação de diversos mecanismos patológicos incluindo o estresse oxidativo, disfunção 

mitocondrial, inflamação e apoptose (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; THOMAS et al., 

2008). 

Já a discinesia tardia é um efeito colateral grave resultante do uso prolongado de 

antipsicóticos típicos. Ela consiste uma síndrome hipercinética com movimentos involuntários 

anormais coreiformes, atetóides ou rítmicos, geralmente acometendo face, boca e língua (tipo 

orofacial), embora membros superiores, inferiores e tronco também possam ser acometidos 

(KANE, 1995). Dentre os movimentos orofaciais destacam-se mastigação no vazio, protrusão 

de língua, estalido de lábios, movimentos de franzir e de piscar os olhos. A discinesia tardia 

geralmente tem início tardio (após meses de tratamento com antipsicóticos) e sua gravidade 

pode variar ao longo do tempo. Seu aspecto mais grave é que pode persistentir por meses ou 

anos após o término do tratamento com antipsicótico, e é irreversível para a maioria dos 

pacientes (CASEY, 1985; CRANE, 1973; GLAZER et al., 1990; JESTE et al., 1979).  

Algumas hipóteses neuroquímicas tentam explicar o mecanismo de desenvolvimento da 

discinesia tardia. Dentre elas, a hipótese da supersensibilidade dopaminérgica sugere que em 

resposta ao bloqueio crônico dos receptores dopaminérgicos da via nigroestriatal pelos 

antipsicóticos, ocorre um aumento no número e na sensibilidade dos receptores dopaminérgicos 

e consequente estado hiperdopaminérgico e manifestações clínicas (BURT et al., 1977; 

KLAWANS & RUBOVITS, 1972; RUBINSTEIN et al., 1990). Já na hipótese dos radicais 

livres, acredita-se que devido ao bloqueio de receptores dopaminérgicos pré-sinápticos 

estriatais, ocorre um aumento secundário da síntese e, consequentemente, dos níveis 

extracelulares de DA (ANDREASEN & JORGENSEN, 2000; LOHR, 1991), a qual pode gerar 

EROs por autoxidar-se ou sofrer metabolismo via aumento da atividade da enzima MAO após 

recaptação (ANDREASEN & JORGENSEN, 2000; LOHR, 1991). Apesar dos avanços no 

entendimento da fisiopatologia que leva à neurodegeneração e aos movimentos involuntários, 

os mecanismos moleculares pelos quais isso ocorre são pobremente entendidos. 

Como auxiliar no entendimento da fisiopatologia dos movimentos involuntários bem 

como para o estudo de possíveis tratamentos, vários modelos animais são utilizados. Como 

exemplo, vários dos fenótipos da DP podem ser mimetizados em modelos experimentais 

(BOVE et al., 2005), como através da administração de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-

4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxipiridina (MPTP) (JENNER, 2008), rotenona, paraquat ou reserpina 

(SODERSTROM et al., 2009). Há ainda modelos genéticos de parkinsonismo induzidos em 
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roedores pela deficiência ou superexpressão de α-sinucleína (LOTHARIUS & BRUNDIN, 

2002). Os modelos animais mais comumente utilizados no estudo da discinesia tardia são os 

modelos agudos/sub-crônicos induzidos por neurolépticos e o modelo de discinesia orofacial 

induzido por reserpina (ANDREASSEN et al., 2003; JICHA & SALAMONE, 1991; 

TREVIZOL et al., 2011). Como visto, o modelo animal de movimentos involuntários induzidos 

por reserpina é muito importante tanto nos estudos da DP quanto da discinesia tardia. 

 

1.3 Discinesia Orofacial induzida por Reserpina 

 

A reserpina é um alcalóide isolado das raízes do arbusto Rauwolfia serpentina da família 

das Apocynaceae, nativo da Índia. Esse composto bloqueia irreversivelmente o TVMs, uma vez 

que apresenta grande afinidade por ele (RUDNICK et al., 1990). Na clínica, o uso de reserpina 

é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de emergências 

hipertensivas graves e como antipsicótico (BIGELOW, 2006; FOYE et al., 1995; YANIV & 

BACHRACH, 2005). Entretanto, a reserpina é pouco utilizada para esses fins devido aos efeitos 

colaterais: 15% dos pacientes apresentam depressão e DP (BAUMEISTER et al., 2003; 

KANDEL, 1991), e também podem desenvolver discinesia tardia (SCHONECKER, 1985; 

UHRBRAND & FAURBYE, 1960). 

Como consequência do bloqueio do TVMs, a reserpina impede o armazenamento de 

monoaminas em vesículas do terminal pré-sináptico levando a depleção das mesmas nas 

terminações nervosas (HENRY et al., 1998), mimetizando as concentrações cerebrais de DA 

observadas na DP. Elverfors & Nissbrandt (1991) mostraram que após única administração 

subcutânea de 5 mg/Kg de reserpina, os ratos apresentaram uma redução dos níveis de DA a 

2% no estriado e a 17% na substantia nigra em relação às concentrações presentes nos animais 

controle. Sussman et al. (1997) mostrou que 3 dias após a administração de 1 mg/Kg de 

reserpina em ratos, os níveis de DA no estriado estão reduzidos em relação ao controle (74%), 

e os níveis dos principais metabólitos da DA, DOPAC e HVA, estão aumentados (32 e 38%, 

respectivamente). Apesar dos níveis de DA retornarem a aproximadamente 30% 24 horas após 

a administração de reserpina, os níveis estriatais persistem abaixo de 95% (HEERINGA & 

ABERCROMBIE, 1995). 

Em roedores, os efeitos motores induzidos por reserpina podem ser evidenciados após 

tratamentos agudos com doses altas (1 ou 5 mg/kg, sc), ou gradualmente após tratamento 

crônico com doses baixas. Dentre os efeitos motores induzidos por esses tratamentos com 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rauwolfia_serpentina&action=edit&redlink=1
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reserpina estão: aumento na frequência de MMVs e de protrusões de língua, do tempo de tremor 

facial e de catalepsia (ABÍLIO et al., 2004; BARCELOS et al., 2010; BURGER et al., 2003; 

BUSANELLO at el., 2011; DUTRA et al., 2002; FARIA et al., 2005; FERNANDES et al., 

2012; NEISEWANDER et al., 1994; PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2002; TEIXEIRA et 

al., 2008, 2009; TREVIZOL et al., 2011). Também pode ser observado hipolocomoção, 

tremores e rigidez muscular (BASKIN & SALAMONE, 1993; COLPAERT, 1987; KAUR & 

STARR, 1995; NAKAGAWA et al., 1997; SALAMONE & BASKIN, 1996; SANTOS et al., 

2013; WILLIAMS & PIRCH, 1974), assim como acinesia (DOLPHIN et al., 1976), letargia, 

anedonia (SKALISZ et al., 2002), depressão (LEE et al., 2012), dor (ARORA et al., 2011) e 

parkinsonismo (DUTY & JENNER, 2011). Tratamento crônico com baixas doses de reserpina 

causa início tardio de discinesia orofacial, a qual é persistente após o término do uso 

(NEISEWANDER et al., 1994). Já, quando se utilizam administrações agudas de reserpina, o 

parkinsonismo farmacológico é temporário (DUTY & JENNER, 2011; HEERINGA & 

ABERCROMBIE, 1995; STEINPREIS & SALAMONE 1993) o que não condiz com a 

progressiva degeneração da via nigroestriatal da DP. A idade aumenta a persistência e a 

severidade dos MMVs induzidos por reserpina em roedores (BERGAMO et al., 1997; 

WOLFARTH & OSSOWSKA, 1989).  

Trabalhos prévios sugerem que a discinesia orofacial, com tremores da musculatura 

facial, MMVs e protrusões de língua (NEISEWANDER et al, 1991a, b, 1994), induzida por 

reserpina seja um modelo de discinesia tardia (ABÍLIO et al., 2003, 2004; BERGAMO et al., 

1997; NEISEWANDER et al., 1991a, b, 1994; VITAL et al., 1997). Do contrário, alguns 

autores consideram esses movimentos induzidos por reserpina como parkinsonismo 

(COLPAERT, 1987; DAWSON et al., 2000; MENZAGHI et al., 1997; SALAMONE et al., 

2008; SALAMONE & BASKIN, 1996), pois ela interfere no armazenamento de catecolaminas 

nas vesículas sinápticas resultando em depleção das mesmas (CARLSSON, 1975) e induz 

hipolocomoção e rigidez muscular. Salamone e Baskin (1996) sugerem que a administração 

aguda de reserpina seguida da administração de uma dose baixa de apomorfina pode induzir 

movimentos de mandíbula como modelo de tremor parkinsoniano. Já alguns autores reportam 

que discinesia tardia e o parkinsonismo podem ocorrer ao mesmo tempo (FANN & LAKE, 

1974; GUNNE & ANDRÉN, 1993). Dutra et al. (2002) sugerem que reserpina pode ser 

considerada tanto um modelo de discinesia tardia quanto de DP, o que irá determinar será o 

tratamento adotado, principalmente a dose e o tempo entre cada administração e observação 
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dos movimentos. Apesar das divergências, esse modelo é muito importante no entendimento 

da fisiopatologia dos movimentos involuntários. 

Dentre as vantagens, a reserpina apresenta baixa toxicidade em relação às outras drogas, 

reduzindo o risco de contaminação de quem a manipula e o número de animais que morrem 

após administração. Por exemplo, Ferro et al. (2005) mostrou que os modelos que utilizam 

MPTP e 6-OHDA causam redução de peso e morte de 20% dos animais experimentais, 

mortalidade que não é observada ao se utilizar reserpina (FERNANDES et al., 2012). Além 

disso, as principais formas de administração da reserpina em animais experimentais são 

subcutânea ou intraperitoneal, logo administrações intracerebroventriculares não são 

necessárias.  

Inicialmente, o modelo da reserpina demonstrou a eficácia terapêutica da L-DOPA 

(CARLSSON et al. 1957), fármaco que continua até hoje considerado como padrão de 

referência no tratamento da DP. Outros trabalhos também mostram o papel do sistema 

dopaminérgico no modelo de discinesia orofacial induzida por reserpina. Como exemplo, 

MMVs induzidos por reserpina foram parcialmente revertidos pela administração de 

espiroperidol, um antagonista de receptores dopaminérgicos D2 (NEISEWANDER et al., 

1991a), e exarcebados pela administração de agonistas dopaminérgicos, como anfetamina, ou 

lesões nigroestriadas causadas por 6-OHDA (NEISEWANDER et al., 1996). Acredita-se que a 

reserpina cause MMVs principalmente por interferência no metabolismo da DA, e subsequente 

neurotoxicidade em estruturas cerebrais que participam do controle dos movimentos (como é o 

caso do estriado) (ALUF et al., 2011). Contudo, os detalhes de como isso acontece ainda não 

estão completamente entendidos. Há um consenso de que se os mecanismos pelos quais a 

reserpina induz movimentos involuntários forem esclarecidos, pode-se ter mais meios de 

estudar e entender a fisiopatologia da DP, da discinesia tardia e de outras enfermidades com 

movimentos involuntários, assim como de buscar formas de tratamento com alvo definido. 

 

1.4 Espécies Reativas e Estresse Oxidativo 

 

Devido ao fato do estado funcional de uma célula ser intimamente relacionado com o 

seu ambiente redox, o equilíbrio entre a geração de EROs e as defesas antioxidantes é crítico 

para a saúde e a sobrevivência de organismos (SCHAFER & BUETTNER, 2001). Quando a 

geração de EROs supera a capacidade antioxidante do organismo, tem-se uma condição 

denominada estresse oxidativo (HALLIWELL et al., 2014). Durante o estresse oxidativo, EROs 
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podem causar danos às células por reagirem com componentes celulares, tais como DNA, 

proteínas e lipídeos (KOHEN & NYSKA, 2002; KONAT, 2003). 

A classe de espécies reativas mais representativa em sistemas vivos é a das EROs - essas 

possuem oxigênio ou no centro da molécula ou na forma de íon ou peróxidos.  Como exemplos 

de EROs têm-se o ânion superóxido (O2 • -), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 

hidroxila (•OH), alcoxila (RO•), peroxilas (ROO•, como peroxinitrito, ONOO-), oxigênio 

singlete (1O2),  ácido hipocloroso (HOCl) (GIROTTI & KRISKA, 2004) e ozônio (COOPER 

et al., 2010). Já as principais espécies reativas de nitrogênio em sistemas vivos são o óxido 

nítrico (•NO) e dióxido de nitrogênio. Muitas dessas moléculas possuem átomos ou grupos de 

átomos com elétrons desemparelhados na última camada eletrônica, ou seja, são radicais livres 

(HALLIWELL, 2007). 

Uma das principais formas endógenas de geração de EROs se dá durante o metabolismo 

aeróbico, através de reações de redução/oxidação (redox) na cadeia mitocondrial de transporte 

de elétrons (CMTE) (DAVIES et al., 2000). Como exemplo, cerca de 1-4% do oxigênio 

reduzido durante o funcionamento da CMTE acaba formando ânion superóxido (MULLER et 

al., 2004). Sob condições de estresse celular e depleção de ATP, o excesso do radical 

superóxido na presença de ferro livre (FeII) pode favorecer a geração de radical hidroxila, o 

qual é altamente reativo (LENAZ et al., 1999; LIOCHEV & FRIDOVICH, 1994). Outros 

metais de transição, como cobre e manganês, também podem reagir com o ferro II favorecendo 

a geração de radical hidroxila. As EROs também são geradas em grandes quantidades nos 

peroxissomos (oxidases peroxissomais são responsáveis pela formação de aproximadamente 

35% de todo o H2O2 formado no fígado de ratos) (BOVERIS et al., 1972) e em células 

fagocíticas (grandes quantidades de ânion superóxido, ácido hipocloroso HOCl e H2O2 são 

formadas durante o processo inflamatório) (KLEBANOFF, 1980; LAMBETH, 2004). Além 

disso, as EROs também podem ter sua produção aumentada frente a agentes exógenos pró-

oxidantes como radiação ultra-violeta, produtos ambientais tóxicos, fumaça de cigarro, e outros 

produtos químicos carcinogênicos (BURKE & WEI, 2009).   

Quantidades fisiológicas de EROs são necessárias e benéficas durante diversos 

processos fisiológicos, como na destruição de patógenos invasores, protegendo as células de 

infecções (HALLIWELL, 2006; VALKO et al., 2007). As EROs também desempenham papel 

de segundos mensageiros na regulação do funcionamento das células cardíaca, vascular e 

nervosa (GRIENDLING et al, 2000; VALKO et al., 2007) e estão envolvidas na regulação da 
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concentração de cálcio intracelular, na fosforilação de proteínas e/ou fosforilação e ativação de 

fatores de transcrição.  

Os níveis celulares das EROs são constantemente controlados por defesas antioxidantes 

com o intuito de manter a homeostase celular e proteger as células de danos. Essas defesas 

antioxidantes incluem enzimas e moléculas em geral de baixo peso molecular. São exemplos 

de enzimas antioxidantes: a superóxido dismutase (SOD, a forma MnSOD é mitocondrial e a 

CUZnSOD é citosólica), a glutationa-peroxidase (GPx) e a catalase (CAT) (REDDY e YAO, 

1996). Essas enzimas atuam em conjunto na via metabólica de EROs. O ânion superóxido é 

primeiro convertido pela SOD em peróxido de hidrogênio, que é então decomposto em água e 

oxigênio pela CAT, prevenindo assim a formação do radical hidroxila. Além da CAT, a GPx 

também pode reduzir H2O2, mas para isso utiliza glutationa reduzida (GSH) como doador de 

elétrons (VALKO et al., 2004). A glutationa oxidada (GSSG) é depois reduzida a GSH pela 

glutationa redutase (GR). Já a glutationa-S-transferase catalisa a conjugação de GSH a centros 

eletrofílicos sobre uma ampla variedade de substratos, por meio de um grupo sulfidrila, o que 

diminui os níveis de hidroperóxido (VENDEMIALE et al., 1999). A GSH, o ácido ascórbico 

(vitamina C), o tocoferol (vitamina E), os carotenóides e a coenzima Q, servem como 

neutralizadores de espécies reativas e são descritos como agentes redutores não enzimáticos. 

Dados da literatura demonstram que animais com MMVs apresentam alteração em parâmetros 

de estresse oxidativo no estriado (ABÍLIO et al., 2003; BILSKA et al., 2007; BURGER et al., 

2003; FARIA et al., 2005; FERNANDES et al., 2012; NAIDU et al., 2004; TEIXEIRA et al., 

2008, 2009) e redução das defesas antioxidantes bem como da concentração de GSH (ABÍLIO 

et al., 2003; ALUF et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2008). 

A oxidação de proteínas por EROs pode levar à perda de grupos sulfidrila e a 

modificações de aminoácidos, o que tornam as proteínas não-funcionais (LOCKWOOD, 2000; 

STATDMAN & LEVINE, 2003). Como exemplo, a Na+,K+-ATPase e o DAT têm suas 

atividades diminuídas quando as EROs reagem com seus grupamentos sulfidrílicos 

(HASHIMOTO et al., 2004; HUANG et al., 2003; MOREL et al., 1998). As EROs também 

podem causar dano peroxidativo a lipídeos, como lipídeos da membrana da célula ou a lipídeos 

das membranas de organelas celulares (HORTON & FAIRHURST, 1987), alterando a fluidez 

e permeabilidade das mesmas (REDDY & YAO, 1996). Os hidroperóxidos formados durante 

a oxidação de membranas podem decompor-se a espécies tóxicas tais como malondialdeído 

(MDA), acroleína e 4-hidroxi-2-nonenal (BENEDETTI et al., 1980; ESTERBAUER et al., 

1991), ou formar isoprostanos (YIN & PORTER, 2005).  



26 

 

 

 

O cérebro é particularmente vulnerável a danos oxidativos por várias razões (BEAL, 

1995; FLOYD, 1999; JENNER, 1994; LOHR, 1991). Primeiro, ele consome muita energia, 

utiliza cerca de 20% do oxigênio disponível no sangue apesar de ser apenas 2% do peso corporal 

(CLARKE & SOKOLOFF, 1999). Segundo, o cérebro contém uma grande quantidade de 

ácidos graxos poli-insaturados, os quais podem ser oxidados. Além disso, várias regiões 

cerebrais envolvidas na função motora, como os núcleos da base, são ricos em metais de 

transição favorecendo a reação de Fenton (WOLOZIN & GOLTS, 2002). Lohr et al. (1990) 

mostrou que pacientes com discinesia tardia apresentam elevados níveis de marcadores de 

peroxidação lipídica, como das substâncias reativas ao ácido tio-barbitúrico (TBARS) e de 

dienos conjugados, no fluído cérebro-espinhal comparado aos pacientes que não possuem 

discinesia tardia. Além disso, existe uma correlação positiva entre dienos conjugados e escores 

na escala de movimentos involuntários (Abnormal Involuntary Movement Scale, AIMS) 

(NATIONAL INSTITUTE OF MENTAL HEALTH, 1976; SCHOOLER & KANE, 1982). 

Peet el al. (1993) observou correlação positiva também entre a severidade da discinesia tardia 

e níveis de TBARS plasmáticos. 

O estresse oxidativo é cada vez mais implicado na etiologia de diversas doenças 

humanas, incluindo as doenças cardiovasculares, a isquemia/reperfusão, doenças 

neurodegenerativas, doença pulmonar, e mesmo durante o envelhecimento normal 

(BERLINER & WATSON, 2005; HALLIWELL, 2000; VALKO et al., 2004). Evidências 

diretas, no entanto, para a associação entre o estresse oxidativo e doença tem sido muitas vezes 

inexistente. Em muitos casos, as técnicas de análise carecem de falta de sensibilidade e 

especificidade, especialmente quando usadas para avaliar o estado de estresse oxidativo in vivo 

(MILNE et al., 2008; MORROW et al., 2002). Entretanto, estudos recentes têm demonstrado 

que vários antioxidantes naturais podem minimizar muitos dos movimentos involuntários 

induzidos por reserpina em ratos (BARCELOS et al., 2011; BUSANELLO et al., 2011; FARIA 

et al., 2005; PEREIRA et al., 2011; TREVIZOL et al., 2011) assim como em outros modelos 

animais de movimentos involuntários (BARCELOS et al., 2010; BISHNOI et al., 2008; 

BUSANELLO et al., 2012; NAIDU et al., 2003; SACHDEV et al., 1999; TREVIZOL et al., 

2011). 

 

1.5 Ácido Gálico 
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O ácido gálico (AG, ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico) é um composto natural presente em 

abundância em vários alimentos, como no vinho tinto, no chá verde, na casca de romã e nas 

uvas (ABU-AMSHA et al., 2001; HO et al., 1992). Ele é um cristal amarelo-claro de massa 

molecular 170,12 g/mol, ponto de fusão de 250ºC e solubilidade na água de 1,1% a 20ºC 

(POLEWSKI et al., 2002). Esse composto é descrito como um potente antioxidante capaz de 

neutralizar EROs (KIM, 2007; POLEWSKI et al., 2002) e de quelar Fe (II) (ANDJELKOVICA 

et al., 2006). O AG também apresenta atividade antialérgica, anti-inflamatória (KROES et al., 

1992), antimutagênica (GICHNER, 1987), anticarcinogênica (GALI et al., 1991; HAYATSU 

et al., 1988; INOUE et al., 1995; SINGLETON, 1981; STICH & ROSIN, 1984) e é capaz de 

induzir apoptose em algumas linhagens de células tumorais (INOUE et al., 1994; KAWADA 

et al., 2001; SERRANO et al., 1998) por mecanismos que incluem: ativação de ataxia 

telangiectasia mutante cinase, inibição de ribonucleotídeo redutase, inibição cicloxigenase-2, 

depleção de GSH, inibição da UDP-glicose desidrogenase e indução de apoptose (revisão de 

VERMA et al., 2013). Apesar da seletiva citotoxicidade contra células tumorais, o AG 

apresenta baixa toxicidade frente a cultura de células normais (CHIA et al., 2010) e ratos (DL50 

= 5g/kg) (SHAHRZAD et al., 2001).  

Os efeitos benéficos do tratamento com AG podem ser vistos em diversos trabalhos. 

Seu potencial antioxidante e anti-apoptótico são mostrados por Pal et al. (2010), onde o AG 

preveniu o desenvolvimento de úlceras gástricas por evitar disfunções mitocondriais, e a 

ativação das caspases 3 e 9. Além disso, um estudo prévio do nosso grupo mostrou que o AG 

protege ratos tratados com chumbo de danos locomotores e oxidativos em cérebro 

(RECKZIEGEL et al., 2011). Outro trabalho mostra que o chá das cascas da noz pecã (Carya 

illinoensis), o qual é rico em AG, foi capaz de prevenir e de tratar movimentos involuntários 

induzidos por reserpina em ratos (TREVIZOL et al., 2011). Além desses resultados, Mansouri 

et al. (2013) observaram os efeitos neuroprotetores do AG no modelo da 6-OHDA. Logo, o AG 

pode ser benéfico no tratamento de movimentos involuntários, mas essa propriedade ainda não 

foi avaliada experimentalmente no modelo de discinesia orofacial induzida por reserpina. 

 

1.6 Caenorhabditis elegans 

 

É crescente a necessidade de se desenvolver métodos alternativos confiáveis ao uso de 

animais vertebrados em pesquisa. As razões para isso são diversas, como éticas, econômicas e 

científicas (FERREIRA et al., 2014). Nesse ontexto, estudos com Caenorhabditis elegans têm 
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mostrado resultados promissores.  Caenorhabditis elegans (Caeno = recente; rhabditis = bastão; 

elegans = elegante) é um nematóide terrestre de vida livre. Ele pode ser encontrado em solos 

de várias partes do mundo e em frutas em decomposição, uma vez que sua alimentação é 

baseada em micro-organismos, principalmente bactérias. Seu cultivo em laboratório é possível 

utilizando placas contendo ágar e Escherichia coli como alimento (SULSTON & HORVITZ, 

1977). 

Esse organismo foi inicialmente utilizado na pesquisa científica por Sydney Brenner no 

ano de 1963, resolvendo, dessa forma, problemas tanto práticos quanto éticos vivenciados pela 

área. Como demonstração do mérito e da grandeza de seu trabalho, no ano de 2002, Brenner 

recebeu o prêmio Nobel (BRENNER, 1974), junto com Robert Horvitz, que descobriu o 

mecanismo de morte celular programada, e John Sulston, que definiu as linhagens celulares e 

constituiu um mapa físico do genoma de C. elegans (SULSTON & HORVITZ, 1977). As 

características favoráveis e os avanços no conhecimento da biologia nos últimos 30 anos fazem 

com que o C. elegans seja cada vez melhor visto pela comunidade científica como poderoso 

instrumento de estudo. 

 

 

 
Figura 3. C. elegans em diferentes fases de desenvolvimento. O verme apresenta 4 estágios larvais (L1, L2, L3 e 

L4), seguido da fase de adulto jovem e adulto (verme com ovos). 

 

 

Dentre as vantagens da utilização desse modelo animal está seu tamanho pequeno (o 

verme adulto possui 1,3 mm de comprimento) e rápido ciclo de vida (após 3 dias o embrião 

atinge a fase adulta e está apto para reprodução), o que reduz custos e facilita a sua manutenção 

em laboratório (uma placa de petry de 100 mm de diâmetro pode acomodar milhares de vermes) 
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(BYERLY et al., 1976 ; WOOD, 1988). O ciclo de vida desse nematóide é composto por uma 

fase embrionária seguida de quatro estágios larvais (L1-L4) e da fase adulta (ver figura 3). O 

adulto coloca ovos por cerca de quatro dias e vive aproximadamente 15 dias (em condições 

normais, quando em presença de comida e temperatura próxima de 20ºC) (WOOD, 1988). Os 

C. elegans são hermafroditas protândricos que se autofecundam, o que torna fácil a manutenção 

de mutações gênicas. Cada verme é capaz de gerar aproximadamente 300 progenitores. 

Também são encontrados indivíduos machos, mas a frequência é bastante baixa (cerca de 0,1% 

da população). Quando em condições de estresse (como falta de comida e/ou temperaturas 

extremas), o C. elegans apresenta-se na forma de resistência dauer, a qual possui metabolismo 

desacelerado e não se alimenta (WOOD, 1988). Dauer é um verme em estágio larval L3 que 

pode sobreviver por mais de 3 meses sem se desenvolver (HOPE, 1999). Os C. elegans podem 

ser congelados em nitrogênio líquido e recuperados parcialmente (35-45% sobrevivem) 

(BRENNER, 1974), o que facilita o armazenamento de cepas no laboratório ao longo do tempo 

como parâmetro de controle. A transparência e a manutenção da posição das células entre 

diferentes indivíduos ao longo de todo desenvolvimento permitem que se avalie 

microscopicamente o verme in vivo sem necessidade de dissecação (RIDDLE et al., 1997). 

Além disso, a inserção de proteínas fluorescentes (tais como proteínas fluorescentes verdes e 

vermelhas) facilita a visualização de estruturas (tais como neurônios) no verme vivo, o que é 

valioso, por exemplo, em estudos de neurodegeneração (CHALFIE et al., 1994). Em adição, 

esse modelo invertebrado tem possibilitado o refinamento de pesquisas em vertebrados 

(KALETTA & HENGARTNER, 2006).  

O C. elegans foi o primeiro organismo multicelular a ter seu genoma completamente 

sequenciado - sua sequência genômica completa foi publicada no final dos anos 90 (THE C 

ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998) impulsionando ainda mais os estudos com 

esse nematóide. O genoma nuclear do C. elegans contém cerca de 10 x 107 pares de bases, 

organizados dentro de 6 cromossomos (COULSON et al., 1991), o que equivale a cerca de 20 

vezes o tamanho do genoma de Escherichia coli e 1/30 do tamanho do de humanos. Além disso, 

o C. elegans apresenta genes correspondentes para 60-80% dos genes humanos (TITUS & 

MICHAEL, 2006) e diversos homólogos de genes que causam doenças em humanos, o que 

permite estudos fisiopatológicos e de investigação de tratamentos/mecanismo de ação de 

drogas. Como exemplo, a DL50 de diversos compostos em C. elegans tem mostrado correlação 

com a de mamíferos (BRAUNGART et al., 2004; ISHIGURO et al., 2001; VED et al., 2005). 

Além disso, o C. elegans mostra alta conservação das vias envolvidas no estresse oxidativo em 
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mamíferos [estrutura, metabolismo e mecanismo bioenergético da mitocôndria (MURFITT et 

al., 1976), regulação e expressão de enzimas antioxidantes e detoxificantes (WALKER et al., 

2000)], o que contribui para investigação dos mecanismos pelos quais o estresse oxidativo 

induz toxicidade em humanos. Em adição, a biossíntese, o transporte e o metabolismo de 

neurotransmissores em C. elegans são muito semelhantes aos de humanos (BARGMANN, 

1998). Além das vantagens citadas, ainda: 1) bibliotecas de RNA de interferência são capazes 

de silenciar 90% dos genes em C. elegans, fornecendo uma variedade de opções para manipular 

e estudar processos moleculares no verme; 2) um grande grupo de mutantes está disponível 

englobando a maior parte dos genes do verme, o que permite análise detalhada de processos 

celulares. Dentre as diversas espécies, a linhagem referência é N2 (ou selvagem, wild-type em 

inglês), isolada em Bristol no Reino Unido na década de cinquenta e congelada por John Sulston 

em 1969 (BRENNER, 1974).  

Diversas doenças neurológicas de humanos apresentam bons modelos de estudo em C. 

elegans, como é o caso da doença de Alzheimer (BRANDT et al., 2009; MIYASAKA et al., 

2005), da DP (CAO et al., 2005; HAMAMICHI et al., 2008) e da doença de Huntington 

(CALDWELL et al., 2003; PARKER et al., 2001). A grande vantagem oferecida pelo C. 

elegans nesse tipo de estudo é o fato desse organismo possuir um simples, completo e bem 

descrito sistema nervoso. Cada verme contém 302 neurônios (humanos possuem cerca de 10 

bilhões), 6393 sinapses químicas, 890 junções elétricas do tipo gap, 1410 junções 

neuromusculares (CHEN et al., 2006). Os neurônios do C. elegans concentram-se 

principalmente no anel nervoso que circula a faringe, na cadeia ou nervo corda ventral e na 

cauda. Os principais neurotransmissores de humanos, como DA, serotonina, ácido gama-

aminobutírico (GABA), glutamato, e acetilcolina estão presentes em C. elegans, assim como 

numerosos peptídeos (BARGMANN, 1998), tiramina e octopamina (apresenta funções 

semelhantes à norepinefrina em humanos) (ALKEMA et al., 2005; HORVITZ et al., 1982; 

SANYAL et al., 2004; SULSTON et al., 1975). Outras aminas biogênicas como epinefrina, 

norepinefrina, e histamina ainda não foram identificadas em C. elegans. 

Conforme descrito na literatura, diversas são as doenças que apresentam como sintoma 

movimentos involuntários e que estão relacionadas a alterações no sistema dopaminérgico 

(RANG et al., 2012). O C. elegans possui um sistema dopaminérgico bem descrito. Os vermes 

hermafroditas possuem oito neurônios dopaminérgicos, os quais estão distribuídos em dois 

pares na região cefálica (CEP), um par antes do bulbo posterior (ADE) e um par posteriormente 

(PDE) (TOTH et al, 2012; WORM ATLAS, 2009; WORM BASE, 2013). Já os machos 

http://www.frontiersin.org/Aging_Neuroscience/10.3389/fnagi.2013.00018/full#B12
http://www.frontiersin.org/Aging_Neuroscience/10.3389/fnagi.2013.00018/full#B78
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http://www.frontiersin.org/Aging_Neuroscience/10.3389/fnagi.2013.00018/full#B2
http://www.frontiersin.org/Aging_Neuroscience/10.3389/fnagi.2013.00018/full#B2
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possuem 4 neurônios dopaminérgicos adicionais, os quais estão localizados na cauda e são 

responsáveis pelo comportamento de cópula (SULSTON et al., 1975). Todos os neurônios são 

ciliados com dendritos mecanosensórios, e os neurônios dopaminérgicos CEPs em especial têm 

mostrado responder diretamente a estímulos mecânicos (KANG et al., 2010; KINDT et al., 

2007).  

 

 

 

Figura 4. Representação genérica de uma sinapse dopaminérgica de C. elegans mostrando a presença da tirosina 

hidroxilase (CAT-2), TVMs (CAT-1), receptores dopaminérgicos (DOP-1, DOP-2, DOOP-3 e DOP-4) e DAT 

(DAT-1) (Adaptado de Benedetto et al., 2010) 

 

 

As funções da DA endógena em C. elegans foram evidenciadas através da destruição 

de neurônios dopaminérgicos com auxílio de laser, também por manipulações genéticas de 

genes relacionados à DA e pela exposição de vermes a DA exógena (nesse último caso, altas 

concentrações de DA são necessárias para atravessar a cutícula do verme) (SAWIN et al., 

2000). Esses estudos demonstram sinalizações dopaminérgicas na postura de ovos, atividade 

motora basal, resposta à comida, habituação ao toque e defecação (McDONALD et al., 2006). 

Além da cópula, uma das principais funções da DA em C. elegans é controlar a locomoção 

(SAWIN et al., 2000). Normalmente a DA causa redução da velocidade de locomoção quando 

os vermes encontram comida (SAWIN et al., 2000) e a aumenta quando os vermes deixam a 

fonte com comida (HILLS et al., 2004). Alterações na locomoção do verme nessas condições 

podem indicar alterações no sistema dopaminérgico (SAWIN, 1996). A DA também tem 
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importante papel na memória (SAWIN et al., 2000) e na adaptação olfativa do C. elegans 

(COLBERT & BARGMANN, 1995), mas essas avaliações são menos comuns.  

Todos os genes que codificam proteínas responsáveis pela biossíntese, estocagem e 

recaptação de DA estão presentes em C. elegans (JAYANTHI et al., 1998; SULSTON et al., 

1975). Assim, como em outros animais, os neurônios dopaminérgicos de C. elegans expressam 

genes para tirosina hidroxilase (cat-2), dopa descarboxilase (bas-1), TVMs (cat-1), DAT (dat-

1), assim como para autoreceptores (dop-2). Os mutantes deficientes em cat-1 não apresentam 

o padrão de acúmulo de DA normalmente observado nos terminais dopaminérgicos, fenótipo 

similar ao observado nos vermes selvagens tratados com reserpina (SULSTON et al., 1975). O 

gene dat-1 de C. elegans apresenta aproximadamente 40% de homologia com o gene DAT 

humano (JAYANTHI et al., 1998). Os DATs de C. elegans localizam-se mais em regiões 

perinucleares do corpo celular do que nos dendritos; concentrações significantes também são 

encontradas na região sináptica (McDONALD et al., 2007). Uma grande expressão de DAT é 

observada nos 4 neurônios dopaminérgicos CEP, seguido pelos ADE e PDE respectivamente 

(McDONALD et al., 2007). Genes de receptores D1-like também estão presentes em C. elegans 

(dop-1 e dop-4) e estão expressos tanto em locais neuronais como não neuronais (por exemplo, 

músculo, glia) (SUO et al., 2003). Também, genes para receptores D2-like (dop-2 e dop-3) 

estão presentes em C. elegans (CHASE et al., 2004; RINGSTAD et al., 2009; SUGIURA et al., 

2005; SUO et al., 2002, 2003; TSALIK et al., 2003), e esses são restritos aos neurônios onde 

exercem ações neuroreguladoras, mas o dop-3 também é expresso em músculos (SUO et al., 

2003). Neurônios dopaminérgicos em C. elegans também expressam autoreceptores DOP-2, os 

quais exercem feedback negativo (SUO et al., 2003). 

Além disso, ao se utilizar a proteína verde fluorescente (GFP – green fluorescent 

protein) (CAO et al., 2005; NASS et al., 2002) ou a proteína mCherry (HARRINGTON et al., 

2012) acoplado a epecíficos genes para visualizar os neurônios dopaminérgicos em C. elegans, 

é possível o monitoramento de processos neurodegenerativos nos animais vivos, assim como 

analisar o padrão de expressão, a localização de proteínas, anatomia, processos celulares e 

fisiológicos (CHALFIE et al., 1994). Vários são os compostos capazes de causar 

neurodegeneração dopaminérgica em C. elegans, como exemplo temos proteínas aberrantes 

[alfa-sinucleína (CAO et al., 2005; HARRINGTON et al., 2012)], metais pesados [por exemplo, 

o manganês (BENEDETTO et al., 2010), o metilmercúrio (VANDUYN et al., 2010), o 

alumínio (VANDUYN et al., 2013)], a 6-OHDA (CAO et al., 2005; RUAN et al., 2010) e 

fungicidas (HARRISON et al., 2013), pesticidas (NEGGA et al., 2012), inseticidas (MOCKO 



33 

 

 

 

et al., 2010) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPP+) (MOCKO et al., 2010; PU & 

WEIDONG, 2008)]. Quando mutantes com GFP acoplado ao gene dat-1 (BY200, cepa dat-

1::GFP(vtls1) V) são observados ao microscópio, é possível se avaliar a morfologia dos 

neurônios dopaminérgicos. Diversos trabalhos utilizaram esses mutantes para avaliar 

neurodegeneração induzida por 6-OHDA, MPTP e manganês (BENEDETTO et al., 2010; 

NASS et al., 2002; NASS & BLAKELY, 2003; SETTIVARI et al., 2009). 

 

1.6.1 Reserpina e Caenorhabditis elegans 

 

Poucos são os trabalhos na literatura que avaliaram a ação da reserpina em C. elegans. 

Sulston et al. (1975) foi quem primeiro mostrou uma ação da reserpina no nematódio C. 

elegans, mas com o intuito de estudar o sistema dopaminérgico desses animais. Eles mostraram 

que a reserpina diminui a fluorescência induzida por formaldeído em 8 neurônios 

dopaminérgicos (12 em machos) de C. elegans, o que poderia estar relacionado a uma redução 

dos níveis de DA nos mesmos. Posteriormente, Duerr et al. (1999) realizaram um interessante 

estudo sobre os TVMs, local de ação da reserpina, em vermes mutantes nocautes cat-1. 

Observaram que o TVMs de C. elegans não são nem igual à isoforma 1 de mamíferos, nem à 

isoforma 2, mas que estão expressos em todas as células que apresentam aminas. Além disso, 

os mutantes cat-1 não reduziram a locomoção quando na presença de comida, assim como nos 

selvagens, resultado igual ao obtido após o tratamento de C. elegans selvagens com reserpina. 

Os trabalhos que se seguem com reserpina e C. elegans basicamente mostram e 

exploram a capacidade da reserpina de aumentar a longevidade de C. elegans (ARYA et al., 

2009; SAHARIA et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2008; TAUFFENBERGER et al., 2013). 

Srivastava et al. (2008) mostrou que a reserpina aumenta a longevidade de C. elegans a 25°C, 

prolonga o tempo de locomoção e de movimentos faríngeos normais, causa atraso no 

desenvolvimento e reduz a fertilidade (esses dois últimos fatos foram atribuídos ao aumento da 

longevidade). Esse trabalho também sugere que a serotonina poderia estar envolvida nesse 

aumento da longevidade (o que posteriormente Sahararia et al. (2012) observou resultados 

contrários), mas não a cascata daf-16 da insulina. Como conclusão, Srivastava et al. (2008) 

sugerem que como muitos agentes que aumentam a longevidade mostram ação protetora frente 

a doenças neurodegenerativas, logo, a reserpina deveria ser estudada como terapia para doenças 

neurodegenerativas. Consequentemente, Arya et al. (2009) e Saharia et al. (2012) mostraram 

ação protetora da reserpina (em parâmetros comportamentais, mas não bioquímicos) frente 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Metil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fenil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Piridina


34 

 

 

 

toxicidade induzida por modelo de doença de Alzheimer e de proteotoxicidade Aβ dependente 

da idade em C. elegans, respectivamente.  Em uma tentativa de estudar melhor a relação entre 

o aumento da longevidade e a ação neuroprotetora, Tauffenberger et al. (2013) avaliaram a ação 

da reserpina e de outros agentes em um modelo de esclerose lateral amiotrófica em C. elegans. 

Como parte dos resultados, Tauffenberger et al. (2013) mostraram que a reserpina melhora 

parâmetros comportamentais no modelo utilizado (por exemplo, atrasou o início do 

desenvolvimento de paralisia), mas não melhora o percentual de neurônios motores 

GABAérgicos degenerados. Logo, esse último trabalho sugere que nem todos compostos que 

aumentam a longevidade são neuroprotetores (por exemplo, a reserpina).  

Conforme exposto: 1) alterações no sistema dopaminérgico estão presentes em diversas 

doenças que apresentam movimentos involuntários como sintomatologia; 2) modelos animais 

como o da reserpina auxiliam no entendimento da fisiopatologia dos movimentos involuntários 

e na busca por tratamentos efetivos; 3) os efeitos da reserpina no sistema dopaminérgico ainda 

não estão completamente entendidos; 4) modelos animais alternativos de invertebrados, como 

C. elegans, estão cada vez mais sendo utilizados em substituição e como complementares ao 

uso de vertebrados em pesquisa; 5) C. elegans apresenta sistema dopaminérgico bem descrito; 

6) o AG apresenta potencial antioxidante e neuroprotetor. Logo, o presente trabalho utilizou 

ratos e C. elegans, explorando as vantagens de cada modelo animal, de forma a elucidar os 

mecanismos pelos quais a reserpina induz discinesia orofacial em roedores. Também buscou-

se compreender mais sobre a fisiopatologia dos movimentos involuntários e buscar formas de 

tratamento com o AG. Acredita-se que a reserpina cause depleção de dopamina devido ao 

bloqueio do TVMs, e neurotoxicidade devido a um acúmulo de DA no espaço sináptico 

resultante de um efeito da reserpina no DAT. Esses efeitos resultam no desenvolvimento de 

discinesia orofacial, a qual pode ser revertida pelo tratamento com AG.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar os mecanismos bioquímicos e moleculares envolvidos em efeitos 

comportamentais induzidos por reserpina em ratos e C. elegans, com ênfase em parâmetros 

oxidativos e dopaminérgicos, e o efeito do AG nessas alterações comportamentais em ratos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Em ratos tratados com reserpina e/ou AG avaliar: 

- a frequência de MMVs; 

- os danos oxidativos e a concentração de antioxidantes em estriado e córtex cerebral; 

- a atividade da Na+,K+-ATPase em estriado e córtex cerebral; 

- o efeito desses compostos sobre o DAT e a TH em estriado cerebral; 

- parâmetro antiapoptótico (Bcl-2) em estriado cerebral. 

 

 Em ensaio in vitro: 

- avaliar o efeito do AG na atividade da MAO em cérebro total de ratos não tratados. 

 

 Em C. elegans expostos a reserpina, investigar: 

- a sobrevivência e o estado geral dos vermes (desenvolvimento, estado alimentar e 

reprodutivo, defecação); 

- as alterações no sistema dopaminérgico, através de avaliações comportamentais, níveis 

de DA, morfologia de neurônios dopaminérgicos; 

- os locais de ação da reserpina no sistema dopaminérgico; 

- alterações na síntese de defesas antioxidantes. 
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3 RESULTADOS 
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3.3 Dados Complementares 

 

Materais e Métodos 

Animais 

O projeto deste experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal UFSM (número 010/2012). 

 

Determinação da atividade da MAO in vitro 

A atividade da MAO foi determinada pela quantificação da oxidação da quinuramina a 

4-hidroxiquinolina (4-HQ) (REIS et al., 2014; VILLARINHO et al., 2012). O cérebro total de 

ratos Wistar machos foi homogeneizado em tampão contendo 16.8 mM Na2HPO4, 10.6 mM 

KH2PO4, 3,6 mM KCl, pH 7,4. Alíquotas do homogeneizado com 0,25 mg de proteína foram 

incubadas com tampão de homogeneização, 250 nM de pargilina (inibidor seletivo de MAO-

B) ou 250 nM clorgilina (inibidor seletivo de MAO-A) a 37 °C por 5 minutos. Após, foi 

adicionado às amostras 60 mM de quinuramina para início da reação, a qual ocorreu por 30 

minutos e foi finalizada pela adição de solução a 10 % de ácido tricloroacético ao meio. As 

amostras foram centrifugadas a 3000 g por 8 minutos e o sobrenadante adicionado a NaOH 1N 

(1:1). O produto da reação foi mensurado espectrofluorimetricamente a 315 nm de excitação e 

380nm de emissão. O experimento foi repetido 3 vezes. Os resultados foram expressos em nmol 

of 4-HQ/min/mg of protein. 

 

Western Blot 

Para esse ensaio, utilizou-se metade de cada estriado dos animais tratados com reserpina 

e/ou AG (13,5 mg/kg/dia) do experimento descrito no Artigo 1. 

Meio estriado de cada rato foi homogeneizado em 400 µL de tampão de lise (SDS 4%, 

EDTA 2 mM, Tris 50 mM, Na2VO4 0,5 mM, aprotinina 2 µg/mL, benzamidina 0,1 mM, fluoreto 

de fenilmetilenosulfonila 0,1 mM). As amostras foram fervidas por 6 minutos e centrifugadas 

a 8000 rpm a 4 ºC por 10 minutos. Oitenta µg de proteína (quantificada pelo método de Lowry 

et al., 1951) do sobrenadante foi misturado com glicerol 10 %, 2-mercaptoetanol 8% e SDS 10 

%. Essas amostras foram então colocadas em gel de acrilamida e transferidas para membrana 

de nitrocelulose. As proteínas da membrana foram coradas com solução de Ponseau (0,5% 

Ponseau em 5% ácido acético em água) e a intensidade da coloração de cada banda utilizada 

como controle de proteínas (ROMERO-CALVO et al., 2010). Após descoradas, as membrans 
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foram bloqueadas com albumina sérica bovina 1% e incubadas com os anticorpos anti-TH 

(1:1000; Millipore; AB152) ou anti-DAT (1:1000; Millipore; AB2231) ou anti-Bcl-2 (1:1000; 

Millipore; AB18210) seguidos de anticorpo secundário acoplado a fosfatase alcalina (1:3000; 

Millipore) em sistema SNAP ID®. A reação foi determinada por ensaio colorimétrico com 

tetrazolium nitroazul com fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil (BCIP) como substrato 

(TREVISAN et al., 2013). Para a quantificação das bandas, as membranas foram escaneadas e 

a coloração das bandas quantificada pelo software ImageJ. A coloração das bandas foi 

comparada com a coloração da banda quando corada por Ponseau e expressa como densidade 

óptica reativa (reactive optical density - ROD). Cada experimento foi repetido 4 vezes. 

 

Análise estatística 

Os valores de IC50 da atividade da MAO (total, A e B) foram calculados através da 

equação da reta de cada curva. Os resultados do Western-blot foram analisados por análise de 

variância de duas vias ANOVA seguida de teste de pos-hoc de Tukey. Os resultados foram 

considerados significativos quando p<0,05 e expressos em média ± erro padrão da média. 

 

Resultados 

 

Figura 1. Efeito do AG na atividade da monoaminoxidase (MAO) total (MAO-T), isoforma A (MAO-A) e 

isoforma B (MAO-B). MAO-T IC50 = 281,71 ± 2,27 µg de AG/mL; MAO-A IC50= 279,62 ± 3,64 µg de AG/mL; 

MAO-B IC50= 278,21 ± 5,35 µg de AG/mL. 
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Figura 2. Imunoreatividade das proteínas TH (A), DAT (B) e Bcl-2 (C) em estriado de ratos tratados com reserpina 

(1mg/kg/dia, sc) durante 3 dias, seguido por tratamento com AG (13,5 mg/kg/dia, vo) por 3 dias. # mostra diferença 

do grupo reserpina (R) + AG. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Na presente tese, os efeitos da reserpina sobre parâmetros bioquímicos e 

comportamentais foram avaliados em dois modelos animais, sendo um vertebrado (rato) e outro 

invertebrado (verme). Isso vem de acordo com a emergente necessidade de se refinar, reduzir 

e substituir o uso de animais vertebrados nas pesquisas científicas. Observou-se que ambos 

modelos animais se complementaram para um melhor entendimento dos mecanismos 

envolvidos nas alterações comportamentais induzidas por reserpina, principalmente no que diz 

respeito a alterações oxidativas e em proteínas do sistema dopaminérgico.  

Inicialmente, experimentos com ratos foram realizados para a avaliação da discinesia 

orofacial induzida por reserpina, a qual está bem descrita na literatura (ABÍLIO et al., 2004; 

BARCELOS et al., 2011; BURGER et al., 2003; BUSANELLO et al., 2011; DUTRA et al., 

2002; FARIA et al., 2005; FERNANDES et al., 2012; NEISEWANDER et al., 1994; PEREIRA 

et al., 2011; SILVA et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2008, 2009; TREVIZOL et al., 2011). Em 

acordo, o tratamento com reserpina (1 mg/kg/dia, sc, por 3 dias) aumentou a frequência de 

MMVs nos ratos em relação aos animais controle (dia 4). Em adição, esse aumento na 

frequência de MMVs se manteve por 3 dias após o término do tratamento com reserpina (dia 

7) (Figura 2 do artigo 1), sugerindo manutenção permanente. Seria interessante ter realizado 

novas avaliações comportamentais após maior tempo (semanas) do término do tratamento com 

reserpina, uma vez que os dados da literatura ainda são conflitantes sobre a irreversibilidade ou 

não da discinesia orofacial induzida por reserpina, que parece depender do tratamento adotado. 

Como exemplo, Neisewander et al. (1994) sugerem que o tratamento crônico com baixas doses 

de reserpina (0,01, 0,05, 0,1, ou 1,0 mg/kg, sc, dia sim dia não, por 100 dias) causa discinesia 

orofacial persistente após o término da exposição. Por outro lado, outros trabalhos demonstram 

que a administração aguda de reserpina (geralmente 5 mg/kg, sc, em administração única) induz 

parkinsonismo farmacológico temporário (DUTY & JENNER, 2011; HEERINGA & 

ABERCROMBIE, 1995; STEINPREIS & SALAMONE 1993).  

Em humanos, a discinesia tardia e a DP manifestam-se na maior parte dos casos de 

forma irreversível (CASEY, 1985; CRANE, 1973; GLAZER et al., 1990; JESTE et al., 1979; 

LEES et al., 2009). Além disso, outro fator que reduz a qualidade de vida da população 

acometida por essas doenças é que, até o presente momento, nenhuma terapia é capaz de 

reverter os movimentos involuntários já instalados (ANDREASSEN et al., 2003; LOHR et al., 

2003). Em função desses fatores, estudos na área são necessários, principalmente visando a 
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descoberta de compostos que possam impedir o avanço ou até mesmo reverter os movimentos 

involuntários presentes nessas doenças. No presente trabalho, o AG foi testado no modelo de 

MMVs induzidos por reserpina em ratos. Como resultado, o AG (4,5 , 13,5 ou 40,5 mg 

AG/kg/dia, vo, do dia experimental 4 ao 7) reduziu o aumento na frequência dos MMVs 

induzido por reserpina  (Figura 2 do artigo 1), demonstrando efeito protetor. Em acordo, o AG 

já apresentou atividade neuroprotetora frente a outros modelos experimentais, como de 

toxicidade induzida por 6-OHDA (MANSOURI et al., 2005) ou chumbo em ratos 

(RECKZIEGEL et al., 2011), assim como peptídeo beta amilóide em células neurais 

(BASTIANETTO et al., 2006), principalmente devido a suas propriedades antioxidantes e 

antiapoptóticas. Entretanto, permanecem incertos os mecanismos de proteção do AG na 

discinesia orofacial induzida por reserpina em ratos. Dentre as vantagens do uso do AG estão 

suas propriedades, já descritas, e que ele é encontrado em diversas fontes naturais e de baixo 

custo (CHU et al., 2002; WOLFE et al., 2003). Além disso, sua toxicidade é extremamente 

baixa – a dose letal para 50% dos animais experimentais é 5 g AG/kg em ratos (SHAHRZAD 

et al., 2001), conferindo segurança no uso. 

Análises bioquímicas foram realizadas em estriado e córtex cerebral dos ratos tratados 

com reserpina e/ou AG. O estriado é uma região cerebral rica em DA e particularmente 

relacionada ao desenvolvimento de movimentos involuntários (principalmente região do 

neoestriado ventrolateral) uma vez que participa do controle motor (KELLEY et al., 1989; 

SALAMONE et al., 1998). Por outro lado, o córtex é pouco envolvido no controle dos 

movimentos e tem baixos níveis de DA, logo foi utilizado como controle negativo. Contudo, 

no presente trabalho, a reserpina não alterou os parâmetros de peroxidação lipídica e de geração 

de EROs (TBARS e oxidação da DCFH-DA, respectivamente) e de antioxidantes (GSH e tiol 

protéico) nessas regiões cerebrais de ratos. Além disso, não houve efeito do AG per se ou 

quando associado a reserpina (Tabela 1 do artigo 1), demonstrando que o estresse oxidativo 

provavelmente não está relacionado aos eventos comportamentais observados em ratos. 

Contrário a esses resultados, outros trabalhos da literatura demostraram alteração em 

parâmetros de estresse oxidativo no estriado de roedores com MMVs induzidos por reserpina 

(ABÍLIO et al., 2003; BILSKA et al., 2007; BURGER et al., 2003; FARIA et al., 2005; 

FERNANDES et al., 2012; NAIDU et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2008, 2009) e redução das 

defesas antioxidantes, como da concentração de GSH (ABÍLIO et al., 2003; ALUF et al., 2011; 

TEIXEIRA et al., 2008). Esses trabalhos sugerem que a inibição do TVMs exercida pela 

reserpina impede o armazenamento de DA em vesículas; logo, aumenta o metabolismo desta 
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monoamina pela MAO, a que leva à geração de EROs como subprodutos do seu funcionamento 

(MARCHITTI et al., 2007). Nesse contexto, seria interessante ter quantificado os níveis de DA 

e DOPAC e a atividade da MAO no estriado dos ratos tratados com reserpina, como parâmetros 

para avaliar o metabolismo da DA nos ratos do presente estudo. Também, sabe-se que a DA 

em excesso pode se auto-oxidar gerando quinonas altamente reativas (ALUF et al. 2011), as 

quais contribuem para um quadro de estresse oxidativo. Logo, observa-se que a relação entre 

EROs e MMVs não está esclarecida e que possivelmente o estresse oxidativo não é responsável 

pela fisiopatologia da discinesia orofacial induzida por reserpina, tornando importante a 

investigação de outros mecanismos. 

A Na+,K+-ATPase é um transportador importante na regulação do potencial de 

membrana das células excitáveis (GEERING, 1997; PAVLOV & SOKOLOU, 2000), 

participando assim da sinalização celular, da atividade neural e de todo o comportamento 

animal (JAMME et al., 1995; LEES et al., 1990; LI & STYS, 2001).  Em 2011, Pereira et al. 

(2011) demonstraram que a atividade esse transportador na substantia nigra está negativamente 

relacionada com a frequência de MMVs induzidos por reserpina em ratos. Entretanto, quando 

a atividade da Na+,K+-ATPase foi avaliada em estriado ou córtex de ratos tratados com 

reserpina e/ou AG, nenhuma diferença entre os grupos foi encontrada na sua forma total e na 

isoforma alfa (Tabela 2 do artigo 1). Esses resultados sugerem que também a atividade da 

Na+,K+-ATPase no estriado não está relacionada aos MMVs induzidos por reserpina em ratos. 

Devido à relação entre as doenças que apresentam movimentos involuntários com 

neurodegeneração dopaminérgica – como de neurônios dopaminérgicos na substantia nigra em 

pacientes com DP – o estudo apresentado no artigo 2 avaliou, dentre outros parâmetros, a 

capacidade da reserpina em induzir neurodegeneração. Para isso, C. elegans foram utilizados 

devido às diversas vantagens oferecidas por esse invertebrado em estudos de neurodegeneração. 

Por exemplo, os C. elegans são transparentes, possuem genoma simples e um sistema nervoso 

bem descrito (ver McDONALD et al., 2007). Além disso, a inserção de proteínas fluorescentes 

(como GFP) a genes específicos de proteínas dopaminérgicas (como do DAT, gene dat-1) 

permite a visualização da morfologia dos neurônios no verme vivo (NASS et al., 2002; NASS 

& SETTIVARI, 2008). 

 A exposição dos vermes a reserpina ocorreu em placas contendo meio de crescimento 

de nematóide, E. coli OP50 e 30 ou 60 μM de reserpina, conforme já descrito na literatura 

(ARYA et al., 2009; SAHARIA et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2008). A duração da 

exposição variou de 3 a 8 dias. Optou-se por iniciar a exposição a reserpina com vermes em 
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estágio larval L1 devido a maior facilidade em se observar alterações neurodegenerativas 

quando os vermes estão com seus neurônios em formação, do que em animais adultos (dados 

não publicados dos laboratórios do professor Dr. Michael Aschner e Dr. Félix Soares). Além 

disso, trabalho prévio mostrou que ocorre aumento na expectativa de vida dos vermes 

independente se a exposição a reserpina se inicia com vermes em estágio larval L1 ou adultos 

(SRIVASTAVA et al., 2008).  

Quanto aos parâmetros avaliados, inicialmente uma triagem dos efeitos da reserpina foi 

realizada em C. elegans. Observou que a reserpina dose e tempo dependente reduziu a 

sobrevivência dos vermes N2 e BY200 (Figura 1 do artigo 2). Os trabalhos até então haviam 

avaliado apenas o tempo de vida de vermes expostos a reserpina, mostrando que a reserpina 

aumenta a expectativa de vida deles (ARYA et al., 2009; SAHARIA et al., 2012; 

SRIVASTAVA et al., 2008; TAUFFENBERGER et al., 2013) por mecanismos que parecem 

não envolver vias que controlam o envelhecimento e o estresse, como a via da daf-16 da insulina 

(SRIVASTAVA et al., 2008; TAUFFENBERGER et al., 2013). Em adição, também foi 

observado que a reserpina causou um atraso no desenvolvimento dos vermes (Figura 2 do artigo 

2), alterou a ingestão de alimentos, a defecação e a postura de ovos (Tabela 1 do artigo 2). Essas 

análises foram realizadas também por Srivastava et al. (2008) em vermes expostos a 30 μM de 

reserpina. Como resultado, Srivastava et al. (2008) observou atraso no desenvolvimento, 

redução do número de ovos nos vermes e prolongado período em que os vermes apresentam 

normal frequência de batimentos faríngeos antes da redução desse parâmetro devido a 

envelhecimento.  

Sabe-se que redução na ingestão de alimentos (avaliada no presente trabalho pela 

frequência dos batimentos faríngeos) pode influenciar negativamente ou não a sobrevivência 

dos vermes (PAPAIOANNOU et al., 2005). Entretanto, esses parâmetros não podem ser 

correlacionados diretamente uma vez que a redução nos batimentos faríngeos também está 

relacionada a aumento no tempo de vida desses animais (HUANG & KORNFELD, 2004). Por 

exemplo, redução na frequência dos batimentos faríngeos e aumento do tempo de vida está bem 

descrito na exposição de vermes a beta-cariofileno (PANT et al., 2014) ou curcumina (LIAU et 

al., 2011). Além disso, a ativação de vários genes, como o gene de restrição calórica eat-2, 

aumenta a expectativa de vida dos vermes (LAKOWSKI & HEKIMI, 1998). Logo, a redução 

da sobrevivência dos vermes expostos a reserpina não está necessariamente relacionada a 

redução na frequência dos batimentos faríngeos, até porquê parece que os animais expostos a 

reserpina não estavam com privação de alimento. De acordo com Sawin et al. (2000), vermes 
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com restrição de alimentos apresentam menor atividade locomotora na comida em relação aos 

controles, e no presente estudo a atividade locomotora dos vermes expostos a reserpina foi 

maior do que os controles (Figura 2 do artigo 2). Isto demonstra que os vermes expostos a 

reserpina apresentaram redução na frequência dos batimentos faríngeos mas estavam se 

alimentando. 

Como próxima etapa, a atividade locomotora de C. elegans expostos a reserpina foi 

avaliada, e os níveis de DA quantificados. A resposta basal lenta é um comportamento 

dependente principalmente de DA. Nele, vermes reduzem sua atividade locomotora quando 

estão em ambiente com alimento para facilitar a alimentação (SAWIN et al., 2000). Vermes 

cat-2, deficientes de tirosina hidroxilase, enzima limitante na síntese de DA, não apresentam 

essa redução na atividade locomotora (SAWIN et al., 2000), conforme observado no presente 

estudo (Figura 3 do artigo 2). Semelhante aos vermes cat-2, os vermes tratados com reserpina 

também não apresentaram resposta basal lenta, conforme relatado por Duerr et al. (1999), 

indicando alteração nos níveis de DA. Baixos níveis de DA em vermes expostos a reserpina 

foram confirmados pela quantificação dos níveis dessa monoamina (Figura 4 do artigo 2), 

condizendo com os resultados previamente observados em ratos tratados com reserpina (DUTY 

& JENNER, 2011). Como dado complementar, seria interessante ter quantificado também os 

níveis de HVA nos vermes expostos a reserpina, de forma a avaliar a metabolização da DA nos 

vermes.  

A avaliação da morfologia de neurônios dopaminérgicos cefálicos (CEP) de vermes 

BY200, com GFP acoplado ao gene dat-1, expostos a reserpina revelou: 1) redução na 

fluorescência dos neurônios (Figura 5 do artigo 2); 2) diminuição no número de neurônios 

intactos por verme; e 3) aumento do número de somas atrofiados por verme (Figura 6 do artigo 

2). Essas alterações indicam que a reserpina causa neurodegeneração de neurônios 

dopaminérgicos. Esses resultados poderiam ser um falso positivo caso a expressão dos genes 

responsáveis pela fluorescência dos vermes BY200 estivesse reduzida, mas, pelo contrário, a 

reserpina aumentou a expressão dos gene dat-1 e do GFP (Figura 7 do artigo 2). Curiosamente, 

dias após a retirada da exposição à reserpina, os vermes apresentaram morfologia de seus 

neurônios dopaminérgicos CEP similar a dos animais controle, assim como expressão normal 

de dat-1 e GFP (Figura 6 e 7 do artigo 2), sugerindo que os eventos observados são dependentes 

da exposição à reserpina e reversíveis. Esse achado é novo na literatura e coloca em dúvida se 

os achados de neurodegeneração de outros trabalhos utilizando C. elegans também seriam 

reversíveis. Além das alterações morfológicas, após o término da exposição a reserpina, os 
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vermes também recuperaram o comportamento de resposta basal lenta (Figura 3 do artigo 2). 

Na verdade, mais estudos são necessários para se compreender melhor o porquê em ratos o 

tratamento por 3 dias com reserpina causou danos comportamentais aparentemente 

permanentes (artigo 1), e em C. elegans o tratamento crônico causou danos comportamentais e 

na morfologia dos neurônios dopaminérgicos reversíveis após o término da exposição à 

reserpina. É possível que o C. elegans apresente capacidade neurogênica maior do que humanos 

e roedores. 

 Para compreender melhor os efeitos da reserpina sobre o sistema dopaminérgico, 

vermes deficientes em proteínas desse sistema foram expostos a reserpina e a sobrevivência 

deles foi avaliada durante 4 dias. Como resultado, a reserpina reduziu a sobrevivência de 

animais deficientes do gene do TVMs (cat-1), o que condiz com a reconhecida ação da reserpina 

em bloquear esse transportador e depletar monoaminas (RUDNICK et al., 1990). Além disso, 

a reserpina reduziu a sobrevivência de vermes deficientes do gene do DAT (dat-1), mostrando 

que esse transportador também está envolvido no mecanismo de ação da reserpina, dado novo 

na literatura. Por outro lado, a sobrevivência de vermes deficientes do gene da TH (cat-2) e dos 

receptores de DA (dop-1, dop-2, dop-3 e dop-4) não foi alterada em relação aos vermes 

selvagens N2 (Figura 8 do artigo 2). 

O DAT é responsável por remover a maior parte da DA da fenda sináptica, de forma a 

encerrar a neurotransmissão dopaminérgica, transportando a DA para dentro do terminal pré-

sináptico (CASS et al., 1993; KILTY et al., 1991; SHIMADA et al., 1991). Sabe-se que a 

inibição ou redução da atividade do DAT é responsável por um aumento nos níveis 

extracelulares de DA, os quais podem ser neurotóxicos (HUOTARI et al., 2002; McDONALD 

et al., 2007). Na verdade, trabalhos demonstram que pacientes com DP apresentam redução de 

50–70% dos níveis de DAT (SEEMAN & NIZNIK, 1990). Logo, a redução da sobrevivência 

de vermes deficientes em dat-1 expostos a reserpina sugere ação da reserpina no DAT e 

acúmulo de DA no espaço extracelular. Nesse contexto, o aumento da expressão do dat-1 em 

vermes BY200 expostos a reserpina poderia ser um mecanismo compensatório para remover o 

excesso de DA na fenda sináptica – ou ainda porquê o DAT que está sendo produzido não está 

sendo ancorado normalmente a membrana celular dos neurônios dopaminérgicos.  

Para avaliar a participação da DA exógena na toxicidade induzida por reserpina, C. 

elegans foram expostos a concentrações sub-letais de DA antes da exposição à reserpina, e a 

sobrevivência avaliada. A concentração de DA utilizada foi extremamente alta devido a 

dificuldade de atravessar a cutícula do verme, a qual é super resistente (SAWIN et al., 2000). 
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Como resultado, a DA exógena aumentou a sensibilidade dos vermes a reserpina, visto que 

estes tiveram menor sobrevivência em relação aos vermes controle também pré-expostos a DA 

(Figura 9 do artigo 2). Logo, a DA exógena exerce papel importante na toxicidade induzida por 

reserpina. Para a confirmação desses achados, seria necessária a quantificação dos níveis de 

DA considerando a concentração presente dentro dos neurônios e no espaço extracelular 

separadamente, mas isso fica como sugestão para estudos futuros. Nesse contexto, acredita-se 

que um acúmulo de DA extracelular em verme expostos a reserpina possa ser devido a alguma 

interferência no funcionamento do DAT. Como forma de proteção de possível toxicidade 

dopaminérgica, a reserpina ativou a via de detoxificação SKN-1 (homóloga da via Nrf-2 de 

humanos) por ativar GSTs (Figura 10 do artigo 2).  

 Devido aos resultados em C. elegans, a imunoreatividade ao DAT foi avaliada em 

estriado de ratos tratados com reserpina e/ou AG, entretanto nenhuma diferença foi encontrada 

entre os grupos experimentais (Figura 1 dos dados complementares). Também, a 

imunoreatividade a TH não se mostrou alterada em estriado de ratos tratados com reserpina 

e/ou AG (Figura 1 dos dados complementares). Com certeza existam diferenças entre esses dois 

modelos animais. Ainda, é possível que 1) as alterações no DAT exercidas pela reserpina em 

ratos sejam dependentes da exposição a reserpina, logo, quando os ratos ficam 3 dias na 

ausência de reserpina a imunoreatividade ao DAT volta ao normal apesar da manutenção dos 

MMVs (figura 2 do artigo 1). Outras possibilidades são que 2) o tempo de duração do 

tratamento realizado não foi suficiente para causar alterações significantes no DAT, nem na 

TH, em ratos e/ou 3) o DAT pode estar apresentando alterações em sua atividade apesar da 

manutenção normal dos níveis de proteínas imuoreativas ao DAT em estriado. 

Buscando entender melhor o efeito protetor do AG nos MMVs induzidos por reserpina 

(Figura 2 do artigo 1), o efeito do AG na atividade da MAO foi investigado in vitro em cérebro 

total de ratos. Várias doenças neurológicas, incluindo a DP, têm sido associadas a estresse 

oxidativo e aumento da atividade da MAO-B no SNC (GOOD et al., 1996; VOLZ & GLEITER, 

1998). Também diversos trabalhos relatam que inibidres da MAO (como seleginina, rasagilina, 

tolcapone e amantadina) podem exercer efeitos benéficos em modelos de neurotoxicidade por 

evitarem a geração de EROs provenientes do metabolismo de monoaminas pela MAO (DUTY 

& JENNER, 2011; YOUDIM & BAKHLE, 2006; YUDIM et al., 2006). Entretanto, o AG 

mostrou fraca capacidade de inibir essa enzima (total e isoformas A e B) (Figura 1 dos dados 

complementares) devido aos elevados valores de IC50 observados. Quanto a capacidade 

antiapoptótica, o AG per se ou associado à reserpina não aumentou a imunoreatividade a Bcl-
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2 em estriado de ratos (Figura 2 dos dados complementares). Logo, o efeito do AG na discinesia 

orofacial induzida por reserpina em ratos parece não envolver diretamente sua ação 

antioxidante, nem antiapoptótica ou inibição da MAO. Mais estudos devem ser realizados para 

se entender melhor o efeito neuroprotetor do AG no modelo da reserpina.  

Os resultados do presente estudo não permitem um posicionamento maduro sobre se o 

modelo de MMVs induzido por reserpina é um modelo de estudo da DP ou da discinesia tardia. 

Na verdade, a reserpina parece ser um modelo de estudos de movimentos involuntários. 

Observou-se depleção dos níveis de DA em C. elegans expostos a reserpina, assim como 

neurodegeneração de neurônios dopaminérgicos, o que condiz com características da DP (). Por 

outro lado, os MMVs observados em ratos, foram na região orofacial, principal local onde se 

manifestam os movimentos involuntários em pacientes com discinesia tardia (). Acredita-se que 

a partir de trabalhos como este, investigando os mecanismos envolvidos nos movimentos 

involuntários induzidos por reserpina, possa-se entender melhor sobre esse modelo animal, bem 

como da fisiopatologia dos movimentos involuntários o que facilitaria também a busca por 

tratamentos eficientes. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Conclusões específicas 

 

- Ratos tratados com reserpina desenvolveram discinesia orofacial, a qual foi amenizada 

pelo tratamento com o antioxidante AG; 

- O estresse oxidativo parece não estar envolvido diretamente na discinesia orofacial 

induzida por reserpina em ratos; 

- O AG per se não alterou parâmetros de estresse oxidativo e de antioxidantes em 

estriado e córtex cerebral; 

- A atividade da Na+,K+-ATPase (total e subunidade alfa) não foi alterada pelo 

tratamento  com reserpina e/ou AG em estriado e córtex de ratos; 

- O tratamento com reserpina e AG per se não alterou a imunoreatividade das proteínas 

DAT, TH e Bcl-2 em estriado de ratos; 

- O efeito do AG na discinesia orofacial induzida por reserpina em ratos não envolve 

seu efeito antioxidante, nem antiapoptótico ou inibição da MAO; 

- C. elegans expostos a reserpina apresentaram redução na sobrevivência, 

desenvolvimento, ingestão de alimentos, produção e postura de ovos e do tempo entre as 

defecações; 

- O tratamento com reserpina aumentou a atividade locomotora dos vermes quando na 

presença de comida e reduziu as concentração de DA; 

- A exposição à reserpina causou neurodegeneração dopaminérgica em C. elegans, e 

esse efeito foi revertido após o término da exposição dos vermes a esse depletor de 

monoaminas; 

- A reserpina parece agir no TVMs e no DAT em C. elegans, baseado na redução da 

sobrevivência dos vermes nocautes deficientes em TVMs (animais cat-1) e DAT (animais dat-

1), respectivamente; 

- Um provável xcesso de DA extracelular agrava a toxicidade induzida por reserpina em 

C. elegans; 

- A reserpina ativa a via SKN-1 em vermes. 
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Conclusão geral 

 

 A discinesia orofacial induzida por reserpina envolve a depleção de monoaminas via 

bloqueio do TVMs, assim como neurotoxicidade resultante de um excesso de DA extracelular 

causada por interferência no funcionamento do DAT. A neurodegeneração dopaminérgica em 

C. elegans é reversível após o término da exposição à reserpina. Além disso, o AG pode ter uso 

promissor no tratamento de doenças com movimentos involuntários. Mais estudos avaliando a 

ação da reserpina no DAT e os mecanismos de proteção do AG são necessários. 

 

 

Figura 5. Efeitos da reserpina no sistema dopaminérgico de C. elegans.  
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