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APRESENTAÇÃO 
 
 No item INTRODUÇÃO, está descrita uma sucinta revisão bibliográfica sobre os 

temas trabalhados nesta tese. 

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

os quais encontram-se no item ARTIGOS CIENTÍFICOS. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se 

nos próprios artigos e representam a íntegra deste estudo. 

Os itens, DISCUSSÃO E CONCLUSÕES encontradas no final desta dissertação, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre os artigos científicos contidos neste 

trabalho. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES desta dissertação. 

Tendo em vista que esta tese é a continuação do trabalho do mestrado em função do 

processo de migração obtido por mim junto a CAPES, encontram-se em ANEXO (I e II) 

os artigos que fizeram parte da Dissertação de Mestrado. 
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A discinesia orofacial (DO) induzida por flufenazina consiste num modelo de 
discinesia tardia (DT) cuja patofisiologia tem sido relacionada à hipersensibilidade 
dopaminérgica e ao estresse oxidativo. Dados da literatura demonstraram que pacientes 
com DT apresentam reduzida expressão do transportador de dopamina (TDA). Em um 
estudo prévio, nós demonstramos que animais experimentais que apresentam alta 
intensidade de movimentos de mascar no vazio (MMV) induzidos por tratamento crônico 
com haloperidol também apresentaram uma redução na captação de dopamina (DA) no 
estriado. Tendo em vista que uma das maneiras de reduzir a atividade dos TDA é via 
modulação redox, um primeiro objetivo deste estudo foi determinar se o tratamento crônico 
com flufenazina poderia induzir um aumento nos índices de estresse oxidativo em regiões 
cerebrais (estriado e substantia nigra) e quais os efeitos deste tratamento nos níveis de 
captação de DA no estriado de ratos tratados aguda e cronicamente com flufenazina (Artigo 
1). O tratamento com flufenazina produziu MMV na maioria dos ratos tratados (87% após 
24 semanas). O tratamento concomitante com disseleneto de difenila diminuiu a 
prevalência dos MMV para 50%. Além disso, separamos os animais que desenvolveram 
(+MMV) ou não desenvolveram (-MMV) MMV. Não encontramos nenhuma diferença 
estatística entre os grupos quando comparados parâmetros de estresse oxidativo. O 
tratamento crônico, mas não agudo, com flufenazina diminuiu significativamente a 
captação de DA nos animais que apresentaram MMV. O tratamento concomitante com 
disseleneto de difenila não foi capaz de prevenir esta redução naqueles ratos que 
desenvolveram MMV. Um outro objetivo deste trabalho foi avaliar a participação da DA, 
de outras monoaminas e de seus metabólitos no modelo agudo e crônico de DO induzida 
por flufenazina em ratos (manuscrito em preparação 1). O tratamento com flufenazina 
produziu MMV na maioria dos animais tratados (50% após 3 semanas e cerca de 85% após 
24 semanas. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos controle e 
tratado com flufenazina agudamente com relação aos níveis de monoaminas e seus 
metabólitos no estriado de ratos apresentando MMV+. Observamos uma tendência a um 
aumento nos níveis dos metabólitos da DA, HVA (p=0.05) e DOPAC (p=0.06), após 
tratamento crônico com flufenazina. Em conjunto, estes resultados indicam que a redução 
no transporte de DA pode ser um possível mecanismo relacionado à manutenção da DO 
crônica em ratos. O metabolismo da DA parece ter participação na manutenção da DO, mas 
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não no desenvolvimento. Além disso, o uso do disseleneto de difenila parece ser terapia 
farmacológica promissora para a redução da prevalência da DO.  

Palavras-chave: flufenazina, discinesia orofacial, discinesia tardia, radicais livres, 
neurolépticos, dopamina, estresse oxidativo. 
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 Fluphenazine-induced orofacial dyskinesia (OD) is a putative animal model of 
tardive dyskinesia (TD) whose pathophysiology has been related to an increase in 
dopamine hypersensitivity and oxidative stress. Data from literature have shown that 
patients with TD present a decrease in dopamine transporter (DAT) expression. In a 
previously study, we have demonstrated that experimental animals presenting high intensity 
of vacuous chewing movements (VCM) induced by chronic treatment with haloperidol also 
presented a reduced dopamine uptake into striatum. Considering that one way to regulate 
DAT is through redox modulation, the first objective of the present study to determine if 
the chronic treatment with fluphenazine could induce an increase in oxidative stress index 
in brain regions (striatum and substantia nigra) and an alteration in levels of dopamine 
uptake in the striatum of rats treated acute and chronically with fluphenazine (Article 1). 
The fluphenazine treatment produced VCMs in the majority of the treated rats (87% after 
24 weeks). Concomitant treatment with diphenyl diselenide decreased the prevalence of 
VCMs to 50%. Additionally, we separated the rats that developed (+VCM) or did not 
develop (-VCM) VCMs. We did not find any statistical differences among the groups when 
oxidative stress parameters were evaluated. Chronic fluphenazine treatment significantly 
decreased dopamine uptake. Concomitant treatment with diphenyl diselenide was not able 
to prevent this decrease in those rats that developed VCMs. Another objective of this work 
was to evaluate the role of dopamine (DA) and other monoamines and their metabolites on 
acute and chronic of OD induced by fluphenazine in rats (manuscript in preparation 1). The 
vacuous chewing movements (VCMs) or the levels of monoamines and its metabolites 
were quantified after 3 (acute) or 24 (chronic) weeks after beginning of treatment. The 
fluphenazine treatment produced VCMs in part of treated rats (50% after 3 weeks and about 
85% after 24 weeks). There were not significant differences between the groups in 
monoamines levels neither in their metabolites in the striatum under acute fluphenazine 
treatment in +VCMs rats. However, we observed a trend to increase the levels of the DA 
metabolites, HVA (p=0.05) and DOPAC (p=0.06), after chronic treatment with 
fluphenazine. Our data suggest that an increase in DA metabolism could contribute to the 
maintenance of VCMs in rats. Moreover, development of VCMs seems not to be dependent 
of DA metabolism. Moreover, the use of diphenyl disselenide seems to be a promissory 
pharmacological therapy in the reduction of OD prevalence. 
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Key-words: fluphenazine, orofacial dyskinesia, tardive dyskinesia, free radicals, 
neuroleptics, dopamine, oxidative stress.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Esquizofrenia 

 

A esquizofrenia consiste numa importante desordem mental, afetando cerca de 1% 

da população em todo o mundo (Mahadik e cols., 2001), independente da cultura, país ou 

grupo racial (Bromet e Fenning, 1999). As manifestações da esquizofrenia surgem, 

geralmente, entre o final da segunda década de vida e início da terceira.  

Em 1908, Eugene Bleuler definiu esquizofrenia como sendo a falta de interação 

entre o processo do pensamento e da percepção. Bleuler também classificou os sintomas da 

esquizofrenia, conforme suas características, em sintomas positivos, os quais incluem 

desilusão e alucinação, e negativos, como a perda de motivação e oscilação emocional 

(Lewis e Lieberman, 2000; Stotz-Ingenlath, 2000).  

A etiologia da esquizofrenia continua ainda não completamente esclarecida. A 

teoria mais aceita para explicar as bases neuroquímicas da esquizofrenia é a de que existe 

uma hiperatividade da neurotransmissão dopaminérgica das projeções mesencefálicas para 

o estriado límbico, baseado no fato de que os neurolépticos que possuem maior eficácia 

terapêutica, principalmente para os sintomas positivos da esquizofrenia, são aqueles com 

maior afinidade por bloquear receptores dopaminérgicos D2 (Snyder, 1976).  

 

 

 1.2 Neurolépticos 

 

Os neurolépticos são fármacos utilizados no tratamento de psicoses, em particular a 

esquizofrenia. A clorpromazina, uma fenotiazina, foi o primeiro neuroléptico descrito, em 

1952, por Delay e Deniker. A flufenazina consiste num potente neuroléptico pertencente 

também à classe das fenotiazinas, que foi introduzida na prática clínica no final da década 

de 50 (Darling, 1959; Taylor, 1959). Naquela época, a flufenazina foi considerada uma 

descoberta importante em relação às fenotiazinas já existentes (por exemplo, a 

clorpromazina) principalmente porque não produzia o efeito colateral da acatisia, comum a 

http://en.wikipedia.org/wiki/Eugene_Bleuler
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esta classe de medicamentos (Darling, 1959). Em 1957, Paul Janssen descobriu a atividade 

neuroléptica das butirofenonas. Nesta classe, encontra-se o haloperidol, um neuroléptico 

que se destaca por sua potência, especificidade e longa ação (Niemegeers, 1983). A 

principal ação farmacológica dos neurolépticos clássicos ou típicos (haloperidol e 

flufenazina) consiste em bloquear receptores dopaminérgicos D2 (Creese e cols., 1976). No 

entanto, o tratamento com estes fármacos possui eficácia comprometida por causarem 

efeitos colaterais extrapiramidais agudos e crônicos como, por exemplo, a Discinesia 

Tardia (DT) e o Parkinsonismo. 

Em 1958, Schmutz e cols. sintetizaram uma série de compostos denominados de 

dibenzazepinas tricíclicas, sendo que a clozapina, que foi o protótipo dos antipsicóticos 

atípicos, foi uma delas (Schmutz e Eichenberger, 1982). Estes novos compostos foram 

efetivos em alguns modelos animais de ação antipsicótica. Contudo, em contraste aos 

neurolépticos típicos, os neurolépticos atípicos não foram efetivos em modelos de 

estereotipia induzidos por anfetamina e apomorfina (Healy, 2002; Hippius, 1989). 

Mais tarde, observou-se que pacientes resistentes ao tratamento com haloperidol e 

clorpromazina, principalmente aqueles com sintomas negativos de esquizofrenia, 

respondiam de maneira satisfatória ao tratamento com clozapina (Kane e cols., 1988). 

Desta forma, novos neurolépticos atípicos, começaram a ser sintetizados visando minimizar 

os efeitos colaterais extrapiramidais sem, contudo, diminuir a eficácia terapêutica. 

Entretanto, os antipsicóticos atípicos, além de não possuírem eficácia satisfatória nos 

sintomas positivos da esquizofrenia, apresentam uma série de efeitos colaterais, entre eles 

diabetes mellitus tipo 2 e  agranulocitose e, em alguns casos, a própria DT (Henderson, 

2000). Além disso, os antipsicóticos atípicos possuem custo muito elevado se comparados 

aos típicos. Desta forma os neurolépticos clássicos continuam sendo largamente 

empregados no tratamento das psicoses.  

     

 

1.3. Discinesia Tardia 

 

A DT consiste num distúrbio do movimento decorrente do uso prolongado de 

neurolépticos, sendo considerada o principal efeito colateral destes fármacos. As primeiras 
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descrições desta síndrome foram publicadas entre 1956 e 1957. Inicialmente, a DT foi 

denominada de “discinesia persistente” sendo também referida como “síndrome buco-

línguo-mastigatória” ou “síndrome da insuficiência extrapiramidal terminal” (Crane, 1968; 

Kane, 1995). O termo discinesia tardia foi proposto em 1964, por Faurbye e colaboradores. 

A DT caracteriza-se por movimentos anormais hipercinéticos, sem propósito, 

repetitivos e involuntários que podem ocorrer durante ou após a interrupção de um 

tratamento prolongado com neurolépticos. Estes distúrbios do movimento ocorrem, mais 

freqüentemente, na região orofacial e incluem movimentos de mastigação, protusão da 

língua, estalido dos lábios, movimentos de franzir a face e piscar os olhos. Em alguns 

casos, os distúrbios hipercinéticos podem também atingir o pescoço, os membros 

(principalmente os superiores) e o tronco (Kane, 1995). Também podem desenvolver-se 

sintomas axiais de movimentos pélvicos para frente e para trás ou movimentos rotatórios, 

descontínuos, dos quadris. Estes sintomas possuem flutuações no decorrer do tempo, 

podendo variar em intensidade até mesmo dentro do mesmo dia (Gardos e Cole, 1983; 

Wolfarth e Ossowska, 1989; Laporta e cols., 1990). 

Em 1988, a Associação Psiquiátrica Americana estimou a prevalência da DT em 

cerca de 10 a 20% dos pacientes que utilizam cronicamente fármacos neurolépticos. Alguns 

autores estimam que a média de prevalência da DT em pacientes recebendo tratamento com 

neurolépticos clássicos consiste de um índice em torno de 20–25%, mas este índice 

aumenta com a idade. De fato, a idade é considerada um dos fatores de risco para a DT, e 

atinge cerca de 50% dos pacientes, com mais de 50 anos de idade, em tratamento com 

neuroléptios (Kane e Smith, 1982; Gardos e Cole, 1983; Yassa e Jeste, 1992). O mais sério 

aspecto da DT consiste na persistência da síndrome por meses ou até anos após a retirada 

do tratamento, sendo que esta pode ser irreversível (Crane, 1973; Jeste e cols., 1979; Casey, 

1985; Glazer e cols., 1990). 

 

 

 1.4. Modelos animais de discinesia tardia 

 

 Para o estudo dos mecanismos da DT, que se desenvolve em humanos, existem 

alguns modelos animais que são utilizados. Nos modelos animais, a discinesia é chamada 
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de discinesia orofacial (DO). Dentre os modelos animais de DO destacam-se os modelos 

agudos induzidos por neurolépticos e o modelo de DO induzido por reserpina por serem os 

mais comumente utilizados.  

 Contudo, esses modelos agudos em geral têm sido criticados devido a uma série de 

fatores, sendo que a principal crítica consiste no fato de a síndrome extrapiramidal aguda 

apresentar mais similaridades com Parkinsonismo do que com a DT propriamente dita 

(Egan e cols., 1996). Além disso, sabe-se que, em humanos, a retirada do tratamento 

prolongado com neurolépticos leva a uma exacerbação da síndrome, o que é visto apenas 

em modelos crônicos de DO (Gunne e cols., 1982; Egan e cols., 1994).  

Algumas similaridades entre DO em animais e DT em humanos podem ser 

observadas. Tanto em humanos como em animais existe um subgrupo que é mais suscetível 

ao desenvolvimento da síndrome (Tamminga e cols., 1990; Egan e cols., 1994; Shirakawa e 

Tamminga, 1994). Os movimentos orofaciais induzidos por neurolépticos em animais 

possuem a mesma freqüência (1-3 Hz) da DT em humanos (See e Ellison, 1990). Como em 

humanos, o número de movimentos de mascar no vazio (MMV), que consiste no parâmetro 

mais utilizado para avaliação do desenvolvimento da DO, possui flutuações no decorrer do 

tempo e pode piorar muito quando existe um fator de estresse envolvido (Waddington, 

1990; Kaneda e cols., 1992; Egan e cols., 1994). Em animais também é visto um aumento 

da DO com o aumento da idade tanto induzida por neurolépticos quanto espontânea 

(Kaneda e cols., 1992; Egan e cols., 1994; Jorgensen e cols., 1994; Andreassen e cols., 

1996, 1998). 

 

 

1.5. Hipóteses para a DT 

 

 Algumas hipóteses neuroquímicas têm sido propostas na tentativa de elucidar o 

mecanismo de desenvolvimento da DT. No entanto, sua exata patofisiologia permanece não 

esclarecida. A seguir descrevemos algumas das hipóteses mais aceitas para explicar a 

gênese da DT. 
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1.5.1. Hipótese da supersensibilidade dopaminérgica 

 

A dopamina (DA) é um neurotransmissor amplamente distribuído através do 

sistema nervoso central (SNC). Especialmente, este neurotransmissor é largamente 

encontrado no estriado (Palkovits e Brownstein, 1989) e é sintetizado por neurônios 

dopaminérgicos, os quais fazem parte do sistema nigroestriatal. O sistema dopaminérgico 

nigroestriatal está diretamente relacionado aos sintomas extrapiramidais. 

É conhecido que a dopamina é sintetizada a partir do aminoácido tirosina, sendo que 

a enzima regulatória desta via é a tirosina hidroxilase, que converte tirosina em 

diidroxifenilalanina (DOPA). Esta por sua vez é convertida até dopamina (DA) por ação da 

enzima L-aminoácido descarboxilase aromática. A DA é então liberada na fenda sináptica 

em resposta ao estímulo nervoso que leva a um aumento de cálcio citosólico e 

despolarização do neurônio pré-sináptico. Na fenda sináptica, a DA por sua vez, interage 

receptores encontrados em neurônios pré e pós-sinápticos, exercendo assim suas ações 

celulares. Existem mecanismos de controle para a redução dos níveis extracelulares da DA. 

Um deles seria via ação da DA em receptores pré-sinápticos que levariam à redução na 

atividade da tirosina hidroxilase e consequentemente à redução na síntese de dopamina. 

Outro mecanismo importante seria através da retirada da dopamina extracelular via 

transportador de dopamina (TDA) (Goodman e Gilman, 2006). A DA é enzimaticamente 

desaminada pela monoamina oxidase (MAO) para formar 3,4-diidroxifenilacetaldeído. Este 

composto é então oxidado pela enzima aldeído desidrogenase para produzir o ácido 3,4-

diidroxifenilacético (DOPAC), o qual é subsequentemente metilado pela enzima catecol-o-

metiltransferase (COMT) para formar o ácido homovanílico (HVA) (Cooper e cols., 2003).  

A supersensibilidade dopaminérgica consiste na mais popular hipótese para explicar 

o desenvolvimento da DT após uso crônico de neurolépticos. Segundo esta hipótese, a DT é 

resultante de uma resposta do sistema nervoso central (CNS), secundária ao bloqueio 

crônico dos receptores dopaminérgicos pelos neurolépticos, em locais relacionados ao 

controle dos movimentos. Em resposta a este bloqueio crônico, há um aumento 

compensatório no número de receptores dopaminérgicos, receptores estes que 

provavelmente respondem a menores níveis de DA levando a um estado 

hiperdopaminérgico e a manifestações clínicas como, por exemplo, a DT (Klawans e 
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Rubovits, 1972; Burt e cols., 1977; Rubinstein e cols., 1990). No entanto, esta teoria possui 

algumas contradições. A principal inconsistência da teoria é que o mais importante fator de 

risco para o desenvolvimento da DT é a idade (Cavallero e Smeraldi, 1995; Kane, 1995; 

Woerner e cols., 1998). Contudo, foi demonstrado que o envelhecimento faz com que 

ocorra a redução tanto do número quanto da sensibilidade dos receptores dopaminérgicos 

(Lohr e Jeste, 1988; Sachdev, 1999).   

Apesar de a hipótese da supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos possuir 

algumas inconsistências, ainda assim o sistema dopaminérgico parece estar diretamente 

relacionado ao desenvolvimento da DT e DO. Dados da literatura demonstram que a 

administração de neurolépticos, por bloquear receptores dopaminérgicos pré-sinápticos 

responsáveis pela retroinibição da síntese de DA, acabam por levar a um aumento 

secundário de sua síntese e, consequentemente, elevação nos níveis extracelulares deste 

neurotransmissor (Lohr, 1991; Andreasen e Jorgensen, 2000). 

 Neste contexto, a principal forma de retirada da DA da fenda sináptica e, portanto 

da redução da neurotransmissão dopaminérgica, ocorre através da recaptação de dopamina 

via TDA (Beckman e Quick, 1998; Kahlig e Galli, 2003). O TDA (Figura 1) consiste numa 

proteína integral de membrana que contém 12 domínios transmembrana. É membro da 

família de transportadores dependente de Na+/Cl-, sendo codificado por um único gene 

(SLC6A3). O TDA é encontrado exclusivamente em neurônios dopaminérgicos, sendo que 

o estriado é a região do SNC mais rica neste tipo de transportador (Amara e Kuhar, 1993; 

Giros e Caron, 1993). Dessa forma, TDA tem papel crucial em desordens que alteram a 

plasticidade neuronal dopaminérgica. Alguns trabalhos têm demonstrado alterações na 

expressão do TDA em humanos e em animais experimentais que recebem tratamento com 

neurolépticos (Saldaña e cols., 2006; Yoder e cols., 2004). Recentemente demonstramos 

que animais experimentais que desenvolvem DO, em resposta ao tratamento crônico com o 

neuroléptico clássico haloperidol, apresentam níveis reduzidos de recaptação de DA 

(Fachinetto e cols., 2007).    
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Figura 1: Estrutura do transportador de monoaminas. Ambas terminações N e C 

terminais são intracelulares e o mesmo possui 12 domínios transmembrana. Fonte: Torres e 

cols., 2003. 

 

 

1.5.2. Hipótese dos radicais livres 

 

Uma hipótese que vem ganhando atenção na literatura é a de que os radicais livres 

possam ter uma importante participação no desenvolvimento da DT (Cadet e cols., 1986, 

1987; Lohr e cols., 2003). A hipótese dos radicais livres tem como base para o seu 

desenvolvimento o sistema dopaminérgico. 

De acordo com isto, dados da literatura indicam que a administração de 

neurolépticos, por bloquear receptores dopaminérgicos, pode causar um aumento 

secundário na síntese de dopamina e consequentemente um aumento no seu metabolismo 

via aumento da atividade da MAO (Lohr, 1991; Andreasen e Jorgensen, 2000). Sabe-se que 

a atividade das oxidases em geral, forma como produto o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

que ao reagir com metais de transição via reação de fenton, forma radicais livres, como 

radicais hidroxila (OH. ) e superóxido. Além disso, a própria dopamina pode sofrer auto-

oxidação formando dopamina quinona que pode agir como espécie reativa de oxigênio 

(Lohr, 1991; 2003).  
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Além disso, o bloqueio dos receptores estriatais dopaminérgicos pode produzir um 

aumento no glutamato extracelular, o que pode levar a um aumento na produção de radicais 

livres (Coyle e Puttfarcken, 1993; Tsai e cols., 1998; Castilho e cols., 1999) através de 

mecanismos excitotóxicos. 

Concordando com o fato de que os radicais livres estão envolvidos no 

desenvolvimento da DO, foi demonstrado que a administração de substâncias pró-oxidantes 

é capaz de potencializar o desenvolvimento de DO em modelos animais (Andreassen e 

cols., 1998; Calvent e cols., 2002). Além disto, existem evidências na literatura de que 

pacientes esquizofrênicos ingerem uma maior quantidade de gordura na dieta do que a 

população em geral (Brown e cols., 1999) e, a ingestão de dietas ricas em gordura está 

associada a um aumento de estresse oxidativo em roedores (Folmer e cols., 2003). Mais 

recentemente, foi demonstrado que dietas ricas em gordura aumentam a vulnerabilidade dos 

neurônios dopaminérgicos à neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) 

(Choi e cols., 2005). De particular importância, recentemente demonstramos que animais 

recebendo uma dieta rica em gordura e, tratados cronicamente com haloperidol, 

apresentaram maiores intensidades de DO quando comparados ao grupo controle 

(Fachinetto e cols., 2005).  

Sabe-se que o cérebro é particularmente vulnerável à ação tóxica das espécies 

reativas de oxigênio principalmente pela grande quantidade de energia utilizada que, via 

metabolismo oxidativo, pode levar à produção de espécies reativas de oxigênio (Lohr, 

1991). Além disso, o SNC, por ser um local extremamente rico em ácidos graxos 

poliinsaturados, propicia a peroxidação lipídica (Lohr e cols., 2003). Com base em 

trabalhos recentes acerca de drogas capazes de reverter ou mesmo de impedir o 

desenvolvimento da DT, o uso de substâncias com potencial antioxidante parece ser 

promissor. Considerando que o sistema antioxidante endógeno, tanto enzimático, 

representado pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase e superóxido dismutase 

(SOD), quanto não enzimático, principalmente representado pelas vitaminas E e C, parece 

ser fundamental neste caso, a estratégia terapêutica ou mesmo preventiva, estaria na 

administração de substâncias capazes de restabelecer as defesas antioxidantes endógenas ou 

mesmo atuar complementando-as.  
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Dados da literatura têm demonstrado que, em animais tratados com neurolépticos, 

existe aumento nos níveis de peroxidação lipídica e de carbonilação de proteínas, redução 

na atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD, a catalase e a GPx, e também redução 

da glutationa reduzida e conseqüente aumento da glutationa oxidada (Post e cols., 2002; 

Naidu e cols., 2003a; Abílio e cols., 2004; Burger e cols., 2004; 2005 a; b; Faria e cols., 

2005; Sadan e cols., 2005; Pillai e cols., 2006). Neste contexto, a enzima SOD tem recebido 

atenção na literatura. Foi demonstrada uma significativa redução no alelo polimórfico (alta 

atividade) para a MnSOD em pacientes com esquizofrenia e DT em comparação com 

aqueles sem DT, sugerindo que a alta atividade do alelo MnSOD pode proteger contra o 

desenvolvimento da DT (revisado por Lohr e cols., 2003). Além disso, o uso de substâncias 

com potencial antioxidante como é o caso da Vitamina E, melatonina, quercetina, 

diseleneto de difenila e ebselen foi capaz de atenuar ou mesmo reverter completamente a 

DO bem como restaurar os parâmetros bioquímicos que se apresentavam alterados 

(Sachdev e cols., 1999; Naidu e cols., 2003 a, b; Burger e cols., 2004; 2005a; 2006).   

Mais importante, em humanos foi demonstrado que existe aumento de parâmetros 

oxidativos no fluído cérebro espinhal e plasma de pacientes com DT (Pall e cols., 1987; 

Tsai e cols., 1998; Lohr e cols., 1990). Foi relatado que o uso de substância antioxidantes 

como a vitamina E pode prevenir o aparecimento da discinesia em pacientes (Egan e cols., 

1992; Dabiri e cols., 1994). No entanto, seu uso como tratamento após a síndrome já 

instalada, parece não ter eficácia.  

  De particular importância, recentes dados de nosso laboratório têm apontado para 

o papel protetor de substâncias orgânicas contento selênio e com atividade anti-oxidante 

(disseleneto de difenila e ebselen) contra a DO induzida por haloperidol ou reserpina em 

ratos (Burger e cols., 2004; 2005a; 2006). O Selênio (Se) é um micronutriente presente em 

alguns alimentos que fazem parte da dieta. Na forma de selenocisteína, forma uma parte 

vital de várias seleno-enzimas, incluindo a glutationa peroxidase (GPx) (Klotz e cols., 

2003; Brenneisen e cols., 2005; Steinbrenner e cols., 2006). GPx juntamente com a catalase 

e superóxido dismutase (SOD) são os principais sistemas antioxidantes contra a formação 

de radicais livres. Desta forma, os níveis de Se poderiam modular desordens relacionadas 

ao estresse oxidativo que envolvem o sistema dopaminérgico, como, por exemplo, a DT. 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que a deficiência de selênio na dieta está 
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relacionada com a gênese e ou progressão de diversas patologias como desordens 

neurológicas, cardiovasculares, câncer e diabetes (Wilber, 1980; Salonen e cols., 1982; 

Clark e cols., 1991; El-Bayoumy, 1991;  Combs e Gray, 1998; Armstrong e cols., 1996). 

Contudo, é conhecido que compostos inorgânicos de Se podem apresentar toxicidade 

(Brandão e cols., 2006; para revisão, ver Nogueira e cols., 2004). Por outro lado, compostos 

orgânicos de Se possuem um bom perfil farmacológico desde que estes compostos possuem 

baixo potencial de toxicidade (Commandeur e cols., 2001; Nogueira e cols., 2003; 2004). 

Além disso, nosso grupo tem demonstrado que compostos orgânicos de Se possuem 

propriedades anti-inflamatória, antioxidante, antitumoral e neuroprotetora (Borges e cols., 

2005; Nogueira e cols., 2004; Santos e cols., 2005). Entretanto, a participação do estresse 

oxidativo tem sido extensivamente estudada em modelos agudos de DO, o que faz com que 

seja necessário o estudo mais detalhado em modelos crônicos, tendo em vista as críticas 

que são impostas ao modelo agudo principalmente no que diz respeito à sua maior 

semelhança ao Parkinsonismo do que à DT, conforme comentado anteriormente (Para 

revisão ver Salamone e cols., 1998). Além disso, existem dados controversos na literatura a 

respeito da efetividade de terapias antioxidantes para o tratamento de pacientes discinéticos. 

Estudos realizados demonstram que o tratamento tem maior eficácia se administrado desde 

o início da terapia com neurolépticos, sendo pouco efetivo na reversão da síndrome já 

instalada (Egan e cols., 1994).  

 O sistema dopaminérgico tem envolvimento direto no desenvolvimento da DT e 

muitos trabalhos têm focado a participação da DA neste processo. Apesar de este ser o foco 

de estudos de muitos grupos, pouco se conhece a respeito da participação do TDA nesta 

patologia. Diante do exposto, fica claro que estudos envolvendo modelos agudos e crônicos 

devem ser realizados para elucidar o papel do transporte e do metabolismo de DA, bem 

como a real participação do estresse oxidativo no desenvolvimento e manutenção da DO.  
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 
O objetivo geral deste estudo consiste em avaliar o papel da recaptação de 

dopamina, bem como a participação deste neurotransmissor e seus metabólitos no 

desenvolvimento e manutenção da discinesia orofacial induzida por flufenazina em ratos. 

 

Objetivos específicos 

à Determinar a intensidade e prevalência da DO em ratos tratados aguda e 

cronicamente com flufenazina;  

à Verificar o efeito do tratamento crônico com o antioxidante disseleneto de 

difenila no modelo de DO induzido por flufenazina em ratos; 

à Avaliar a recaptação de DA no estriado de ratos tratados aguda e cronicamente 

com flufenazina; 

à Quantificar os níveis de DA, serotonina, noradrenalina e seus metabólitos no 

estriado de ratos tratados aguda e cronicamente com flufenazina; 

à Investigar a presença de estresse oxidativo no estriado de ratos tratados aguda e 

cronicamente com flufenazina. 
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3- ARTIGOS CIENTÍFICOS 
 

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

científicos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos 

próprios artigos. O artigo 1 está disposto na forma que foi publicado na edição da revista 

científica Psychopharmacology. O manuscrito em preparação 1 está disposto na forma 

em que normalmente se submete para publicação. 
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3.1 – EFEITO DO DISSELENETO DE DIFENILA SOBRE DISCINESIA 

OROFACIAL INDUZIDA POR FLUFENAZINA EM RATOS 
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3.2 – EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO AGUDA E CRÔNICA COM 

FLUFENAZINA NOS NÍVEIS DE MONOAMINAS E SEUS METABÓLITOS EM 

RATOS: RELAÇÃO COM A DISCINESIA OROFACIAL 
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Abstract 

TD is a serious side effect caused by long-term treatment with neuroleptic drugs. 

Despite of innumerous studies concerning about the pathophysiology of TD, this syndrome 

is not elucidated. Thus, the aim of the present study was to investigate the participation of 

biogenic amines on acute and chronic model of orofacial dyskinesia induced by 

fluphenazine in rats. Adult male rats were treated during 3 or 24 weeks with fluphenazine 

(25 mg/kg, i.m., once every 21 days) and vehicle (1 mL/kg, i.m., once every 21 days). The 

vacuous chewing movements (VCMs) or the levels of monoamines and its metabolites 

were quantified after 3 (acute) or 24 (chronic) weeks after beginning of treatment. The 

fluphenazine treatment produced VCMs in part of treated rats (50% after 3 weeks and about 

85% after 24 weeks). Thus, we separated the rats that developed (+VCM) or did not 

develop (-VCM) VCMs. There were not significant differences between the groups in 

biogenic amines levels neither in their metabolites in the striatum under acute fluphenazine 

treatment in +VCMs rats. However, we observed a trend to increase the levels of the DA 

metabolites, HVA (p=0.054) and DOPAC (p=0.063) after chronic treatment with 

fluphenazine. Our data suggest that an increase in dopamine metabolism could contribute to 

the maintenance of VCMs in rats. Moreover, development of VCMs in seems not to be 

dependent metabolites.  

 

Key words: tardive dyskinesia, orofacial dyskinesia, dopamine, HVA, DOPAC, 

fluphenazine. 
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INTRODUCTION 

The use of classical neuroleptics is the most effective treatment for schizophrenia. 

Fluphenazine is potent phenothiazine antipsychotic used in the treatment of schizophrenic 

patients. Its pharmacological action involves the blockage with high affinity of dopamine 

D1 and D2 receptors (Morgan and Finch, 1986). However, tardive dyskinesia (TD) 

continues to be one of the main side effects occurring in schizophrenic patients under 

chronic treatment with neuroleptics.  TD is characterized by involuntary movements of the 

orofacial region and, sometimes, musculature of the members and trunk, known as tardive 

dyskinesia (TD) (Kane 1995).  

Although some hypotheses have been postulated to explain at molecular and cellular 

levels of this syndrome, the exact mechanisms involved in TD development remain unclear. 

Literature data have demonstrated that abnormalities in various neurotransmitter systems 

have been implicated in the pathophysiology of TD, especially dopaminergic, serotonergic 

and noradrenergic systems (Andreassen and Jorgensen, 2000; Boyson et al. 1988; Burt et 

al. 1977; Kulkarni and Naidu, 2001; Morgan and Finch, 1986).  

It was described changes in the noradrenergic and serotonergic function in patients 

with TD and in animal models of orofacial dyskinesia (OD) (Ohmori et al., 2003; 

Kaufmann et al., 1986; Naidu et al., 2001; Segman et al., 2003). However, there are some 

contradictions mainly to the noradrenergic hypothesis (Glazer et al., 1987). 

Another hypothesis is that there may be functional excess in the activity of 

dopamine as a synaptic neurotransmitter in the central nervous system (Klawans and 

Rubovits, 1972; Burt et al., 1977; Rubinstein et al., 1990). Moreover, TD has been related 

to dopamine receptor hypersensitivity, which is induced by chronic receptor blockade by 

treatment with neuroleptic drugs (Cavallero and Smeraldi, 1995; Kane, 1995; Woerner et 

al., 1998). Since dopamine receptor hypersensitivity hypothesis has limitations (Lohr and 

Jeste, 1988; Sachdev, 1999), other dopamine neurotransmission disturbances could to be 

important to TD development.  

Of particular importance, we have recently demonstrated the reduction of dopamine 

uptake in animals with OD (assessed by vacuous chewing movements) induced by chronic 

treatment, but not by acute treatment, with fluphenazine or haloperidol (Fachinetto et al., 

2007a; 2007b). These results imply that chronic treatment with fluphenazine could be 
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causing an overflow of dopamine into the synaptic cleft of extrapyramidal dopaminergic 

neurons by inhibiting high-affinity dopamine uptake, which may be one of the possible 

mechanisms of typical neuroleptic-induced TD. In fact, it has been demonstrated that long-

term fluphenazine treatment increases dopamine levels in the nucleus accumbens and 

brainstem (Jackson-Lewis et al. 1991). Moreover, it has been demonstrated that chronic 

treatment with haloperidol increases the levels of dopamine metabolites in striatum (See, 

1993), an effect that might be related with dopamine uptake, since catecholamine turnover 

is minimized by a high efficient neuronal reuptake (Iversen, 1971; Horn, 1990). However, 

there are no studies showing the relationship of dopamine or other monoamines as well as 

their metabolism in the orofacial dyskinesia induced by fluphenazine. Thus, the aim of the 

present study was to investigate the role of monoamines and their metabolites on acute and 

chronic of orofacial dyskinesia induced by fluphenazine in rats. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Animals 

Male Wistar rats weighing 270-320 g and with age from 3 to 3.5 months, from our 

own breeding colony were kept in cages of 3 or 4 animals each, with continuous access to 

food and water in a room with controlled temperature (22±3 °C) and on a 12-h light/dark 

cycle with lights on at 7:00 am. The animals were maintained and used in accordance to the 

guidelines of the Brazilian Association for Laboratory Animal Science (COBEA). 

 

Drugs and treatments 

Fluphenazine enantate (Flufenan®) was a gift from Cristália (Brazil). For acute 

experiment, rats were divided into two groups with 6 animals each. The control group 

received an administration of soy oil intramuscularly (1 ml/kg, i.m.) at first day of 

experiment. Another group received fluphenazine enantate (25 mg/kg, i.m.). Based in a 

previous study (Fachinetto et al, 2007b; Van Kampen and Stoessl 2000), behavioral testing 

was conduced 3 weeks after injection.  

For chronic experiment, rats were also divided into two groups, control and 

fluphenazine group. Fluphenazine enantate was administered intramuscularly (i.m.) every 

21 days (25 mg/Kg, i.m.). The control group received soy oil (1 mL/Kg) in the same way 

fluphenazine group. The treatment was carried out over the course of 6 months (24 weeks). 

 

Behavioral Testing 

Behavior was assessed before the treatment with vehicle or fluphenazine (basal 

evaluation). Animals that presented more than 40 vacuous chewing movements (VCMs, 

used by us as a parameter of OD) in basal evaluation were excluded of the study. Thus, the 

number of animals that received acute treatment was 6 to control and 6 to fluphenazine 

group. To chronic treatment, the number of animals was 7 to control group and 13 to 

fluphenazine group. The effect of acute treatment with fluphenazine on behavior was 

examined before the fluphenazine administration (basal evaluation) and on the 21st day 

after the fluphenazine injection. The effect of chronic treatment with fluphenazine on 
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behavior was examined, as in acute treatment, before the first administration of 

fluphenazine (basal evaluation) and after 6 months of treatment.  

To quantify the occurrence of VCMs, rats were placed individually in cages 

(20x20x19 cm) and hand operated counters were employed to quantify VCMs frequency. 

VCMs are defined as single mouth openings in the vertical plane not directed towards 

physical material. If VCMs occurred during a period of grooming they were not taken into 

account. VCMs were measured continuously for 6 min after a period of 6 min adaptation. 

During the observation sessions, a mirror was placed under the floor of the experimental 

cage to permit observation when the animal was faced away from the observer. 

Experimenters were always blind with regard to the treatment conditions. In a preliminary 

study of interrater reliability, we found that the use of this method of observation and the 

definition of the parameter evaluated usually results in >93% agreement between 3 

different observers for VCMs. The calculated α value was significant with a p value <0.05. 

It was previously reported that the treatment with neuroleptic drugs does not result 

in the development of VCMs in all treated rats (Kane and Smith 1982; Shirakawa and 

Tamminga 1994; Fachinetto et al. 2007a, b). We have also verified the prevalence of 

neuroleptic-induced VCMs. In our laboratory, control rats present maximally 40 VCMs 

during a period of 6 min. Thus, in this study, we analyzed the rats that developed 

neuroleptic-induced VCMs (+VCM, more than 40 VCMs) separately from those that did 

not develop neuroleptic-induced VCMs (-VCMs, less than 40 VCMs), as previously 

described by different groups (Andreassen et al. 2003; Egan et al. 1994; Shirakawa and 

Tamminga, 1994; Fachinetto et al., 2007a,b). In this paper, we have showed the results 

referents of animals treated with fluphenazine that developed more than 40 VCM (+VCM). 

Thus, the final number of animal per group was: to acute treatment, control group with 6 

animals and +VCM group with 3 animals; to chronic treatment, control group with 7 

animals and +VCM group with 11 animals. 

 

Tissue preparations and monoamines and metabolites estimation 

Rats were killed about 24 hours after the last session of behavioral quantification 

(on the 21st day after the last administration of fluphenazine). The brains were excised and 

put on ice. The striatum was immediately separated and stored at -80°C for HPLC analysis. 
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The endogenous levels of biogenic amines dopamine (DA), serotonin (5-HT) and 

norepinephrine (NA) and its metabolites (HVA, DOPAC, 5-HIAA and DHPG) were 

estimated by HPLC with electrochemical detection, as described by Ferraz et al., (2002).  

 

Statistical Analysis 

 Data were analyzed by One-way ANOVA (VCM intensity), unpaired test t 

(monoamine levels, monoamine metabolites levels and monoamines turnover). Prevalence 

of OD was analyzed by Chi-Square test. Linear correlation analysis was used to examine 

the correlation between two independent factors. Significance was considered when p < 

0.05.  
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RESULTS 

 

Acute and chronic effects of fluphenazine on VCM  

 Acute (3 weeks) treatment with fluphenazine caused a 50% prevalence of animals 

presenting more than 40 VCMs (+VCM). (Chi-square = 2.5 and p=0.11) With regard to the 

intensity of VCMs induced by acute treatment with fluphenazine, it was observed a marked 

increase on VCMs after three weeks of treatment when compared with its vehicle (p<0.05; 

Figure 1A). These results are similar to that previously published by our group (Fachinetto 

et al., 2007b). 

 Chronic treatment (24 weeks) with fluphenazine induced a high prevalence of 

VCMs in rats, with 84.5% of treated animals presenting more than 40 VCMs compared 

with its vehicle (Chi-square = 13.16 and p<0.001). Moreover, chronic treatment (24 weeks) 

with fluphenazine also caused a marked increase in the intensity of VCMs when compared 

with its vehicle (p<0.05; Figure 1B). 

 

Effects of acute and chronic treatment with fluphenazine on DA, NA, 5-HT and their 

metabolites  

There were not statistically significant differences among the groups in biogenic 

amines levels neither in its metabolites in the striatum of rats under acute and chronic 

fluphenazine treatment and +VCMs (Table 1 and 2). In according with this, we did not find 

differences in the turnover of DA, 5-HT and NA metabolites in acute or chronic treatment 

(Table 2). However, we observed a trend to increase the levels of NA (p=0.06; Table 1) and 

to negatively correlate DA levels and VCM number (R=0.53 and p=0.07; Figure 1) that did 

not reach statistical significance. Moreover, we observed a trend to increase the levels of 

DA metabolites, HVA (p=0.054) and DOPAC (p=0.06), and the turnover of DA 

metabolites (HVA/DA: p=0.08) after chronic treatment with fluphenazine (Table 1). We 

have also observed a positive correlation between HVA and VCM (R=0.46 and p=0.05), 

and also a trend to correlate DOPAC and VCM (R=0.42 and p=0.08). 
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DISCUSSION 

Despite of innumerous studies concerning about the etiology of the exact 

mechanism responsible by this syndrome is still unknown. TD is a serious side effect 

caused by long-term treatment with neuroleptic drugs, particularly due to its high 

prevalence and the lack of effective treatment. Our current study shows that acute and 

chronic fluphenazine treatment caused a significant increase in VCMs. The levels of 

biogenic amines and its turnover seem not to be significantly altered in acute or chronic 

treatment. However, we have detected some trends (p<0.10 to p>0.05) to find differences 

between vehicle and fluphenazine groups, but they did not reach statistically significant 

levels (p<0.05). As the number of animals in some groups is low (3 animals for acute 

fluphenazine group) and the number of animals in the groups is quite different (i.e. 7 

animals in control and 11 animals in chronic fluphenazine group), we must correct these 

faults to confirm the exact role of monoamines and their metabolites in dyskinesia. 

However, our preliminary results allow us to trace some previous speculation about our 

hypothesis.   

Long-term treatment with neuroleptic drugs is capable of producing OD in rats and 

TD in humans. In the present study, we found a prevalence of 50% and 85%, respectively 

to acute and long-term treatment with fluphenazine in rats. The intensity of VCMs in both, 

acute and chronic, treatment with fluphenazine was significantly different from control 

groups. These results are in accordance with previously published work of our group 

(Fachinetto et al., 2007) where we found similar values to prevalence of OD in rats.  

The major regulator of dopamine neurotransmission seems to be its reuptake from 

the synaptic cleft by DAT (Horn, 1990; Iversen, 1971). DAT are found exclusively in 

dopaminergic neurons, and are densely present in the striatum (Amara and Kuhar, 1993; 

Giros and Caron, 1993). In our previous findings, we have not detected a reduction in 

dopamine uptake in striatum of rats treated acutely with fluphenazine (Fachinetto et al., 

2007b). In accordance with our idea that dopamine uptake could alter its metabolism, we 

were not able to detect any significant alteration in the striatum levels of dopamine, its 

metabolites and turnover after acute treatment with fluphenazine in the present study. On 

the other hand, we have detected a trend to negatively correlate dopamine levels with VCM 

number in rats acutely treated with fluphenazine, indicating that reduced dopamine levels in 
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striatum might increase the intensity of orofacial dyskinesia. Of note, it has been described 

that reduction in dopamine leads to a cholinergic neuron imbalance that could be 

responsible for the development of extrapiramidal syndrome, including the parkinsonism 

(Neale et al., 1984; Rupniak et al., 1986; for review, see Salamone et al., 1998). This 

finding is in line with the idea that acute neuroleptic treatment produces a parkinsonim-like 

syndrome (for review see Salamone at al., 1998).  

Different from acute treatment, chronic administration with fluphenazine is able to 

reduce dopamine uptake in striatum of rats with high VCM number. These results imply 

that chronic treatment with fluphenazine could increase the level of dopamine into the 

synaptic cleft of extrapyramidal dopaminergic neurons, which may be one of the possible 

mechanisms of neuroleptic-induced TD. In fact, it has been demonstrated that long-term 

fluphenazine treatment increases dopamine levels in the nucleus accumbens and brainstem 

(Jackson-Lewis et al. 1991). Moreover, it has been demonstrated that chronic treatment 

with haloperidol increases the levels of dopamine metabolites in striatum (See, 1993). In 

the present study, we were not able to demonstrate an increase in the levels of DA in the 

striatum of chronically treated rats, but we have found a trend to increase the DA 

metabolites, HVA and DOPAC, in rats presenting high levels of VCMs and to positively 

correlate dopamine metabolites with VCM intensity. Thus, our findings suggest that there is 

an increase in dopamine metabolism and turnover after chronic neuroleptic treatment. This 

increase in dopamine metabolites observed in animal models of orofacial dyskinesia is also 

observed in cerebrospinal fluid of patients presenting tardive dyskinesia (Hsiao et al., 

1993). Besides the alteration in the function of dopamine transporter, possibly dopamine-

regulating enzymes that are involved in its synthesis and degradation could also be related 

with tardive dyskinesia.   

Taken together, our data confirm the prevalence of VCMs in rats taking acute and 

chronic treatment with fluphenazine previously published by our group. Moreover, the 

results suggest a mechanism involving an increase in dopamine metabolites related with the 

maintenance of chronic VCMs in rats. 
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LEGENDS FOR FIGURES 

 

Figure 1: Effects of acute (A) and chronic (B) treatment with fluphenazine at dose of 25 

mg/Kg or vehicle solution on intensity of vacuous chewing movements. Values are express 

as means ± S.E.M. * Represent significant differences from control group at same period 

of observation.  

 

Figure 2: Linear regression analysis between dopamine levels and VCM+ developed by 

acute treatment with fluphenazine.  

 

Figure 3: Linear regression analysis between HVA levels and VCM+ (A) and DOPAC 

levels and VCM+ (B) developed by chronic treatment with fluphenazine. 

 

Table 1: Effects of acute and chronic treatment with fluphenazine on DA, NA, 5-HT and 

their metabolites. Values (ng/g) are express as means ± S.E.M.   

 

Table 2: Effects of acute and chronic treatment with fluphenazine on DA, NA, 5-HT 

turnover. Values are express as means ± S.E.M.   
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Table 1: 
 
 Acute  Chronic  

 
 Control Fluphenazine 

(VCM+) 
Control Fluphenazine 

(VCM+) 
DA 8640.78 ± 1112.19 6007.23 ± 966.25 600.638 ± 104.190 789.327 ± 167.34 
HVA 904.95 ± 116.84 824.86 ± 137.09 322.39 ± 20.057  623.16 ± 113.68++ 
DOPAC 2652.91 ± 242.18 2642.64 ± 357.61 1093.23 ± 141.91 2721.16 ± 637.15* 
NA 91.06 ± 11.10 131.65 ± 11.89a 137.13 ± 5.59 208.86 ± 44.85 
DHPG 35.93 ± 6.8 33.91 ± 12.86 1053.2 ± 389.66 832.28 ± 129.68 
5-HT 1030.80 ± 99.84 1018.66 ± 288.02 180.49 ± 28.13  282.02 ± 42.94 
5-HIAA 1099.70 ± 44.63 1237.34 ± 57.50 570.06 ± 68.73 587.02 ± 102.72 

 
*P=0.06, Chronic fluphenazine vs. control 
++P=0.05, Chronic fluphenazine vs. control 
aP=0.06, Acute fluphenazine vs. control 
 
 
 
 
 
Table 2: 
 

 Acute  Chronic  
 

 Control Fluphenazine Control Fluphenazine 

DOPAC/DA 0.365 ± 0.10 0.487 ± 0.146 2.00 ± 0.311 6.29 ± 2.02 
HVA/DA 0.132 ± 0.05 0.146 ± 0.033 0.617 ± 0.08  1.43 ± 0.35* 
DHPG/NA 0.413 ± 0.076 0.253 ± 0.095 7.97 ± 3.17 4.78 ± 0.71 
5-HT/5-HIAA 1.12 ± 0.13 1.43 ± 0.39 3.56 ± 0.59 2.57 ± 0.43 

 
*P=0.08, Chronic fluphenazine vs. control 
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Figure 2: 
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Figure 3: 
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4. DISCUSSÃO 

 
 A DT consiste no efeito colateral mais grave associado ao uso prolongado de 

neurolépticos, que acomete um alto percentual de pacientes que fazem uso crônico destes 

fármacos. Particularmente, a DT é problemática devida, além de sua alta prevalência, à sua 

natureza incapacitante e falta de um tratamento que seja efetivo. Apesar da grande 

quantidade de trabalhos propondo mecanismos para o desenvolvimento da DT, sua 

patofisiologia ainda consiste numa incógnita para estudiosos da área. 

 Sabe-se que o TDA consiste na principal forma de reduzir os níveis extracelulares 

de DA, e consequentemente regular a magnitude e a duração do sinal dopaminérgico 

(Beckman e Quick, 1998; Kahlig e Galli, 2003). De particular importância, recentemente 

demonstramos que animais experimentais apresentando um alto número de MMV 

apresentaram uma redução na captação de DA no estriado após tratamento crônico com 

haloperidol (Fachinetto e cols., 2007a; 2007b). Desta forma, a reduzida captação de DA 

poderia aumentar os níveis desta monoamina na fenda sináptica alterando sua 

metabolização e sua taxa de renovação. De acordo com isto, a literatura tem sugerido que a 

administração crônica de neurolépticos poderia aumentar a renovação de DA devido ao 

bloqueio dos auto-receptores dopaminérgicos (Casey, 1985; Lohr, 1991; Andreasen e 

Jorgensen, 2000). Contudo, não existem dados demonstrando a participação das 

monoaminas e seus metabólitos na DO induzida por flufenazina em ratos.  

O primeiro objetivo de nosso estudo foi investigar a ação de um composto 

antioxidante, disseleneto de difenila num modelo crônico de MMV induzido por tratamento 

prolongado com flufenazina em ratos.  

Tem sido demonstrado que o nível de Se no cérebro consiste num importante fator 

na etiologia de várias doenças neurodegenerativas (Chang 1983; Zafar e cols., 2003). Além 

disso, trabalhos prévios de nosso grupo têm demonstrado que os compostos orgânicos de Se 

possuem um papel protetor em modelos de neurotoxicidade (para revisão ver Nogueira e 

cols., 2004). Por exemplo, previamente demonstramos que o composto orgânico de Se, 

disseleneto de difenila, atenuou parâmetros agudos de DO produzidos por haloperidol ou 

reserpina em ratos (Burger cols., 2004; 2006). Contudo, existem algumas críticas com 

relação aos modelos agudos de DO. Em modelos agudos, a retirada do tratamento com 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=9636239&query_hl=6&itool=pubmed_docsum
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neurolépticos diminui e/ou inibe as alterações comportamentais enquanto que em modelos 

crônicos de DO e na DT em humanos, a retirada do tratamento crônico exacerba a 

síndrome. Desta forma, modelos agudos de DO têm sido classificados como Parkinsonismo 

ou síndrome extrapiramidal (SEP), onde a reversão é possível através da administração de 

fármacos anticolinérgicos (Para revisão ver, Jenner e Marsden, 1983; Egan e cols., 1996; 

Andreassen e Jorgensen 2000). Além disto, investigamos os efeitos do disseleneto de 

difenila no modelo crônico de DO bem como seu possível mecanismo de ação.  O 

disseleneto de difenila reduziu a prevalência dos MMV, mas não o número de MMV em 

ratos tratados com flufenazina.  

O mecanismo preciso que contribui para o desenvolvimento da DT continua não 

elucidado, mas parece envolver múltiplos sistemas neurotransmissores e tipos de receptor 

(Para revisão ver, Andreassen e Jorgensen, 2000; Gunne e cols., 1984; Lee e cols., 1997; 

Lohr e cols., 2003). Inicialmente, a supersensibilidade dos receptores de DA D2 foi 

proposta como a principal base para explicar a DT, hipótese esta suportada por trabalhos 

demonstrando um aumento na densidade de receptores D2 no estriado de ratos após 

administração aguda (2 a 3 semanas) de neurolépticos, incluindo a flufenazina (Burt e cols., 

1977; Boyson e cols., 1988). Contudo, estudos mais recentes têm encontrado níveis 

elevados de parâmetros relacionados à DO sem uma alteração nos receptores estriatais D2 

após tratamento crônico (18 semanas) de ratos com flufenazina (Van Kampen e Stoessl, 

2000). Além disso, existe uma pobre correlação temporal e espacial entre o 

desenvolvimento da DT e a supersensibilidade dos receptores para DA (Ver para revisão, 

Gunne e cols., 1984; Gerlach e Casey, 1988). Contudo, outros desequilíbrios na 

neurotransmissão dopaminérgica poderiam ser importantes para o desenvolvimento da DT. 

Por exemplo, um tratamento com antisense contra o receptor D1A foi capaz de reduzir os 

MMV induzidos por flufenazina em ratos (Van Kampen e Stoessl, 2000).  

A DA é um neurotransmissor envolvido em várias condições patológicas (See 1993; 

Miczek e cols., 2002; Mehler-Wex e cols., 2007; van Erp e Miczek, 2007). Apesar da 

principal forma de regulação da neurotransmissão dopaminérgica ser sua recaptação da 

fenda sináptica por TDA (Iversen, 1971; Horn, 1990), a modulação da captação de DA não 

tem sido sistematicamente estudada em modelos animais de DT. Neste trabalho, 

encontramos que o tratamento crônico de ratos com flufenazina reduz a captação de DA em 
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fatias estriatais de ratos. Contudo, a redução na captação de DA parece não estar envolvida 

no desenvolvimento de MMV produzidos por tratamento agudo com flufenazina em ratos. 

Estes resultados inferem que o tratamento crônico com flufenazina poderia causar uma 

alteração na disponibilidade de DA na fenda sináptica de neurônios dopaminérgicos 

extrapiramidais inibindo a captação de DA, a qual pode ser um dos mecanismos de indução 

de DT por neurolépticos típicos.  

Vários fatores podem explicar a redução na captação de DA no estriado de ratos 

apresentando MMV, incluindo a alteração funcional no TDA e neurodegeneração de 

células que captam DA. Curiosamente, o tratamento crônico dos ratos com flufenazina (8 

meses) causa uma redução significativa na densidade de neurônios da parte central do 

estriado (Jeste e cols., 1992). Além disso, tem sido demonstrado que alguns neurolépticos 

podem interagir diretamente com e inibir o TDA (Lee e cols., 1997). Um estudo 

demonstrou que altas concentrações de flufenazina podem reduzir a captação de DA em 

sinaptossomas estriatais de ratos, in vitro (Westfall e cols., 1976). Somando-se a estes 

mecanismos propostos, dados da literatura têm demonstrado que o estresse oxidativo 

diminui a atividade dos TDA (Huang e cols., 2003; Hashimoto e cols., 2004). Considerando 

as propriedades antioxidantes do disseleneto de difenila, investigamos o papel do estresse 

oxidativo nos MMV induzidos por flufenazina em ratos. 

O estresse oxidativo tem sido proposto como um importante mecanismo na 

patogênese da DT. É sugerido que o aumento nos níveis da DA causado pelos neurolépticos 

estimula a produção de substâncias reativas de oxigênio  como produtos do metabolismo da 

DA por via enzimática ou não enzimática (por exemplo, peróxido de hidrogênio e quinonas 

de DA) (Andreassen e Jorgensen, 2000). Contudo, existem muitos resultados contraditórios 

nos estudos que investigam o estresse oxidativo na DT.  De fato, o tratamento prolongado 

da DT com Vitamina E tem apresentado pouco sucesso (Lohr e cols., 1987; Egan e cols., 

1992; Adler e cols., 1999). Além disso, a vitamina E produziu resultados contraditórios nos 

parâmetros de DO causados por tratamento crônico com flufenazina em ratos (Sachdev e 

cols., 1999; Lohr e cols., 2000). Demonstramos que o tratamento com flufenazina ou 

disseleneto de difenila não alterou os níveis de peroxidação lipídica quando comparados 

com os animais do grupo controle.  Este resultado é contrário a um estudo anterior que 

demonstrou um aumento na peroxidação lipídica no líquor ou sangue de pacientes tratados 
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medicamentos fenotiazínicos (Pall e cols., 1987). Contudo, outros estudos clínicos não 

encontraram nenhuma diferença na peroxidação lipídica no líquor ou no sangue de 

pacientes discinéticos quando comparados a controles saudáveis ou esquizofrênicos (Brown 

e cols., 1999; Tsai e cols., 1998).  

Com relação à produção de espécies reativas de oxigênio, não detectamos nenhuma 

diferença significativa na oxidação da DCFH-DA no estriado e substantia nigra de ratos 

tratados somente com flufenazina. Dados da literatura demonstram que o tratamento agudo 

(3 a 4 semanas) com haloperidol causou um aumento nos MMV e parâmetros de estresse 

oxidativo em ratos (Naidu e cols., 2003b; Burger e cols., 2005a). A discrepância entre estes 

dados e os aqui apresentados pode ser explicada pelas diferentes capacidades dos 

neurolépticos em causar estresse oxidativo. De fato, o haloperidol parece possuir um efeito 

pró-oxidante, aumentando a peroxidação lipídica in vitro (Jeding e cols., 1995). Este efeito 

pró-oxidante pode indiretamente ser mediado por seus metabólitos tóxicos, os quais causam 

estresse oxidativo diretamente via disfunção mitocondrial (Avent e cols., 1996; Wright e 

cols., 1998). Experimentos preliminares realizados por nosso grupo têm demonstrado que a 

flufenazina per se não produz efeito anti ou pró-oxidante in vitro (dados não mostrados). 

Além disso, outro ponto importante a considerar é a relação entre a duração do estresse 

oxidativo e parâmetros de DO. De fato, Shivakumar e Ravindratnath (1993) têm 

demonstrado que o tratamento com haloperidol induziu estresse oxidativo somente até um 

mês após a administração com haloperidol, um evento que não é observado posteriormente 

até três meses de tratamento em camundongos. Além disso, nós detectamos parâmetros 

aumentados de DO, mas não de estresse oxidativo em várias regiões cerebrais, 7 meses 

após administração de haloperidol em ratos recebendo uma dieta normal (Fachinetto e cols., 

2005). De maneira interessante, nós não encontramos alterações na peroxidação lipídica ou 

níveis de espécies reativas de oxigênio no estriado de ratos após uma semana e após 21 dias 

de tratamento com flufenazina (dados não mostrados). Tem sido relatado que a efetividade 

dos antioxidantes é reduzida nos casos de DT já instalada (Egan e cols., 1992; Dabiri e 

cols., 1994) sugerindo seu uso clínico para prevenção, mas não para o tratamento da 

discinesia já estabelecida. Então, o estresse oxidativo parece estar envolvido no 

desenvolvimento de discinesia induzida por haloperidol, mas possivelmente não na 

manutenção da DT. Contudo, apesar de alguns dados da literatura apontarem para uma 
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disfunção inicial do sistema nigroestriatal decorrente de uma produção aumentada de 

espécies reativas de oxidativo em ratos tratados com neurolépticos (Lohr e cols., 1991), nós 

fomos incapazes de observar em nosso modelo. Desta forma, com base em nossos dados, 

podemos inferir que a redução na atividade do TDA não é devida a um aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio.   

A redução da captação de DA observada após tratamento crônico com haloperidol 

ou flufenazina (Fachinetto e cols., 2007a ; 2007b) somada às evidências encontradas na 

literatura de que existe um aumento de síntese de DA, poderia levar a alterações também no 

metabolismo da dopamina. Então, o segundo objetivo deste trabalho foi investigar o papel 

da dopamina e de outras monoaminas bem como seus metabólitos na DO aguda e crônica 

induzida por flufenazina em ratos.  

Os resultados deste estudo demonstram que os níveis de monoaminas e sua 

renovação não foram significativamente alterados pelo tratamento agudo ou crônico com 

flufenazina. Contudo, nós detectamos algumas tendências (p<0.10 a p>0.05) a diferenças 

entre grupos tratados com flufenazina e seus controles, mas que não alcançaram níveis 

estatisticamente significativos (p<0.05). Como o número de animais em alguns grupos é 

pequeno (3 animais no grupo tratado agudamente com flufenazina) é também há variação 

no número de animais por grupos (por exemplo, 7 animais no grupo controle e 11 animais 

no grupo tratado cronicamente com flufenazina), devemos corrigir estas falhas para 

confirmar o exato papel das monoaminas e seus metabólitos na discinesia. Contudo, nossos 

resultados preliminares permitem-nos especular a respeito de nossa hipótese.   

Em um estudo prévio de nosso grupo, não detectamos uma redução na captação de 

DA no estriado de ratos tratados com flufenazina (Fachinetto e cols., 2007b). Concordando 

com nossa idéia de que o metabolismo da DA poderia ser alterado, não detectamos 

nenhuma alteração significativa nos níveis estriatais de DA, seus metabólitos ou na sua 

renovação após tratamento agudo com flufenazina, no presente estudo. Por outro lado, 

encontramos uma tendência a correlacionar negativamente os níveis de DA com o número 

de MMV em ratos tratados agudamente com flufenazina, indicando que níveis reduzidos de 

DA no estriado poderiam aumentar a intensidade da DO. De acordo, tem sido descrito que 

uma redução na DA leva a um desequilíbrio neuronal colinérgico que poderia ser 

responsável pelo desenvolvimento da SEP, incluindo o parkinsonismo (Neale e cols., 1984; 
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Rupniak e cols., 1986; para revisão, ver Salamone e cols., 1998). Este dado está de acordo 

com a idéia de que o tratamento agudo com neurolépticos produz uma síndrome semelhante 

ao parkinsonimo (para revisão, ver Salamone e cols., 1998).  

De forma diferente do tratamento agudo, a administração crônica com flufenazina é 

capaz de reduzir a captação de DA no estriado de ratos que desenvolveram alta intensidade 

MMV. Estes resultados inferem que o tratamento crônico com flufenazina poderia 

aumentar os níveis de DA na fenda sináptica de neurônios dopaminérgicos extrapiramidais,  

o que poderia ser um possível mecanismo para a DT induzida por neurolépticos. De fato, 

tem sido demonstrado que o tratamento crônico com flufenazina aumenta os níveis de DA 

no nucleus accumbens e mesencéfalo (Jackson-Lewis e cols., 1991). Além disso, tem sido 

demonstrado que o tratamento crônico com haloperidol aumenta os níveis de DA e seus 

metabólitos no estriado (See, 1993). No presente estudo, não fomos capazes de demonstrar 

um aumento nos níveis de DA no estriado de ratos tratados cronicamente, mas encontramos 

uma tendência a aumento nos metabólitos de DA, HVA e DOPAC, em ratos apresentando 

altos níveis de MMV e para uma positiva correlação entre os metabólitos da DA e a 

intensidade dos MMV. Desta forma, nossos resultados sugerem um aumento no 

metabolismo e taxa de renovação da DA após tratamento crônico com neurolépticos. Este 

aumento nos metabólitos da DA observado em modelos animais de DO é também 

observado em líquor de pacientes apresentando DT (Hsiao e cols., 1993). Além disso, 

alteração na função do TDA, possivelmente regula enzimas envolvidas na sua síntese e 

degradação que poderiam estar relacionadas à DT.   

Em conjunto, nossos dados sugerem um mecanismo envolvendo a redução no 

transporte de DA relacionado à manutenção da DO em ratos. Além disso, podemos sugerir 

que o aumento de metabolismo de DA poderia estar levando, de alguma forma, a uma 

inibição no transporte da mesma. No entanto, fica claro que há a necessidade de 

investigarmos também o papel de enzimas responsáveis pelo metabolismo das monoaminas 

como, por exemplo, a MAO, neste processo.  
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5. CONCLUSÕES FINAIS 

 

De acordo com os resultados apresentados nesta tese podemos concluir que: 

 

- Ao tratamento com flufenazina é capaz de induzir uma alta prevalência de DO em ratos, 

sendo que agudamente esta prevalência fica em torno de 50% e cronicamente em torno de 

85%; 

 

- o antioxidante disseleneto de difenila diminuiu a prevalência, mas não alterou a 

intensidade da DO naqueles animais que apresentaram a DO; 

 

- a redução da captação de dopamina parece estar envolvida na manutenção da DO, mas 

não no seu desenvolvimento; 

 

- não foram encontradas alterações significativas quando quantificados os níveis de 

monoaminas e seus metabólitos no tratamento agudo e crônico com flufenazina; 

 

- não encontramos parâmetros de estresse oxidativo alterados no tratamento agudo e 

crônico com flufenazina em ratos. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

 

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, faz-se necessário: 

 

- avaliar a atividade da enzima MAO no estriado de ratos tratados aguda e cronicamente 

com flufenazina; 

 

- investigar possíveis alterações na expressão protéica dos transportadores de dopamina; 

 

- determinar o nível de viabilidade celular em estriado de animais após tratamento 

prolongado com neurolépticos; 

 

- aumentar e equilibrar o número de animais nos grupo de estudo para esclarecer o papel 

dos níveis de monoaminas e seus metabólitos na DO induzida por flufenazina em ratos. 
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