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RESUMO 

 

 

DISCINESIA ESPONTÂNEA EM RATOS: POSSÍVEL PARTICIPAÇÃO DE 

MECANISMOS OXIDATIVOS E DOPAMINÉRGICOS 

 

 

AUTORA: Caroline Pilecco Barbosa 

ORIENTADORA: Roselei Fachinetto 

 

 

A discinesia tardia é um distúrbio do movimento que se desenvolve em decorrência do uso 

prolongado de antipsicóticos, principalmente os típicos, em aproximadamente 20% a 25% dos 

pacientes e, com o aumento da idade, atinge cerca de 50% dos pacientes com mais de 55 anos 

de idade em tratamento com antipsicóticos típicos. Sabe-se que indivíduos que não fazem uso 

de antipsicóticos podem desenvolver distúrbios involuntários do movimento espontaneamente 

e estes também pioram com a idade. Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar a 

possível participação de mecanismos oxidativos e/ou dopaminérgicos na discinesia espontânea 

em ratos. Para isso, foram utilizados ratos wistar machos com 40 semanas de idade e animais 

mais jovens, com 8 semanas de idade. Foram avaliados parâmetros comportamentais 

característicos de distúrbios involuntários do movimento que incluem os números de 

movimentos de mascar no vazio (MMVs), bem como a atividade locomotora e exploratória. O 

córtex, estriado e região contendo a substância negra foram utilizados para análise da atividade 

da enzima monoaminoxidase (MAO), a imunoreatividade da tirosina hidroxilase (TH) e 

marcadores relacionados ao estresse oxidativo. Foi observado que os ratos adultos (40-42 

semanas de idade) apresentaram um aumento dos MMVs em torno de 60% em relação aos ratos 

mais jovens (8-10 semanas de idade), no entanto, havia um percentual de ratos adultos com 

diferentes valores de MMV e então os resultados foram divididos nos que apresentaram baixos 

e altos valores de MMV. Não houve diferença significante tanto na atividade locomotora como 

na exploratória dos ratos entre os grupos. Houve um aumento de aproximadamente 13% na 

atividade da enzima MAO-B no estriado e córtex, assim como também foi observada redução 

de aproximadamente 30% na imunoreatividade da enzima TH no estriado, sendo todas as 

alterações relacionadas ao fator idade. Somente a alteração da atividade da MAO-B no estriado 

esteve relacionada ao número de MMVs. Da mesma forma, foram observadas alterações na 

oxidação da diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA), atividade da catalase, conteúdo de tiol 

proteico e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nas diferentes estruturas 

cerebrais, porém todas relacionadas à idade. Apenas a oxidação da DCFH-DA e a atividade da 

catalase apresentaram-se alteradas relacionadas ao número de MMVs. Sendo assim, a maioria 

das alterações nos marcadores bioquímicos no cérebro de ratos foram associadas à idade dos 

animais. A presença de MMV espontâneos em ratos adultos foi associada a alterações na 

atividade da MAO-B no estriado e da oxidação DCFH-DA no córtex e na substância negra.  

Podemos concluir que, assim como acontece em modelos animais com uso de antipsicóticos, a 

idade pode contribuir para a manutenção dos movimentos involuntários também naqueles 

animais que não fazem uso desses fármacos. 

 

 

Palavras-chave: Sistema Dopaminérgico. Envelhecimento. Estresse oxidativo. 

Monoaminoxidase. 
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Tardive dyskinesia is a movement disorder that develops as a result of prolonged use of 

antipsychotics, mainly the typical ones, in approximately 20% to 25% of patients and, as age 

increases, it afflicts about 50% of patients with over 55 years old on typical antipsychotic 

treatment. It is known that individuals who do not use antipsychotics may develop involuntary 

movement disorders spontaneously and these worsen with age as well. Therefore, this study 

aimed to investigate a possible participation of oxidative and/or dopaminergic mechanisms of 

spontaneous dyskinesia in rats. To do so, experiments with male Wistar rats at 40 weeks of age 

and younger animals at 8 weeks of age. Behavioral characteristics of involuntary movement 

disorders, which are the numbers of vacuous chewing movements, as well as an exploratory 

and locomotor activity were evaluated. The cortex, striatum and region containing the 

substantia nigra were used for the analysis of the activity of the enzyme monoaminoxidase 

(MAO), the immunoreactivity of the tyrosine hydroxylase (TH) and markers related to 

oxidative stress. It was observed that adult rats (40-42 weeks of age) had an increase of VCM 

around of 60% than younger rats (8-10 weeks of age), however, there was a percentage of adult 

rats with different VCM values and then the results were divided in those that presented low 

and high values of VCM. There was no significant difference in both the locomotor and 

exploratory activity of the rats in all groups. There was an increase about 13% in the activity of 

the MAO-B enzyme in the striatum and cortex, as well as a decrease about 30% in the 

immunoreactivity of the TH in the striatum, considering that all alterations were related to age. 

Only the alteration of the MAO-B activity in striatum was related to the number of VCMs. 

Likewise, alterations in the oxidation of the dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), catalase 

activity, proteic thiol content and substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS) in 

different brain structures, though all related to age. Only the oxidation of the DCFH-DA and 

the catalase activity were altered in relation to the number of VCMs. Hence, most of the 

alterations in the biochemical markers in rat brains were associated to the age of the animals. 

The presence of spontaneous VCM in adult rats was associated to alterations in the MAO-B 

activity in the striatum and DCFH-DA oxidation in the cortex and substantia nigra. It can be 

concluded that, as in animal models with the use of antipsychotics, age may contribute to the 

maintenance of involuntary movements also in animals that do not use these drugs. 

 

Keywords: Dopaminergic System. Aging. Oxidative stress. Monoamine oxidase. 
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APRESENTAÇÃO 

Esta dissertação será apresentada na forma de um manuscrito científico. No item 

INTRODUÇÃO e REFERENCIAL TEÓRICO, está descrita uma revisão sucinta sobre os 

temas abordados nesta dissertação.  

As seções MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS, DISCUSSÃO DOS 

RESULTADOS e REFERÊNCIAS, encontram-se no item MANUSCRITO, o qual representa 

a íntegra deste estudo.  

O item CONCLUSÕES encontrado no final desta dissertação, apresenta conclusões 

relativas aos dados encontrados neste estudo. 

As REFERÊNCIAS referem-se somente às citações que aparecem no item 

INTRODUÇÃO  e REFERENCIAL TEÓRICO. 
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1 INTRODUÇÃO 

A discinesia manifesta-se através da presença de movimentos involuntários anormais, 

repetitivos, persistentes e estereotipias normalmente dos músculos faciais, mas também pode 

envolver outros grupos musculares, incluindo as extremidades e o tronco (MERRILL et al., 

2013; MAHMOUDI et al., 2014). Esses movimentos involuntários são de maior prevalência 

em pacientes recebendo tratamento crônico com fármacos antipsicóticos, sendo desta forma 

denominada discinesia tardia (DT) (LOONEN; IVANOVA, 2013; MERRILL et al., 2013). 

Entretanto, a discinesia ocorre também em pessoas que não fazem uso de fármacos, ou ainda 

que apresentem esquizofrenia sem estar em tratamento farmacológico, bem como em pacientes 

que possam ter algum fator de risco, como idade avançada e danos cerebrais, sendo chamado 

discinesia espontânea (DE) (BLANCHET et al., 2004; MACALUSO, 2017). 

A patofisiologia da DT é ainda pouco compreendida, e as hipóteses que tentam explicá-

la não se sustentam quando intervenções farmacológicas são testadas como possível tratamento, 

sendo consenso para a maioria dos autores a participação do sistema dopaminérgico (CASEY, 

2000; CORNETT et al., 2017). A dopamina, um neurotransmissor pertencente à classe das 

catecolaminas, atua principalmente no controle dos movimentos, memória e sensação de prazer 

(MARSDEN, 2006). É sintetizada pela enzima tirosina hidroxilase (TH), enzima limitante na 

biossíntese de catecolaminas, a qual catalisa a conversão da L-Tirosina em L-DOPA, essa que 

será posteriormente descarboxilada em dopamina, sendo, portanto de importância a avaliação 

desta enzima como marcador da biossíntese de dopamina e de dano neuronal (LIMA et al., 

2012). Já o transportador de dopamina tem um papel importante em distúrbios que alteram a 

plasticidade neuronal dopaminérgica, desde que este transportador é a principal via para a 

captação da dopamina extracelular e para regulação da magnitude e duração da sinalização 

dopaminérgica (KAHLIG; GALLI, 2003). Assim, alterações nestes marcadores podem 

influenciar a homeostase da dopamina e a vulnerabilidade a diversas substâncias tóxicas. 

De particular importância, dados do nosso grupo demonstraram que há uma relação 

entre os movimentos de mascar no vazio (MMV) e a redução da atividade da enzima 

monoaminoxidase (MAO) em camundongos tratados com reserpina (DE FREITAS et al., 2016) 

e em ratos tratados com flufenazina (BUSANELLO et al., 2017). A MAO é a enzima 

responsável pela desaminação oxidativa de diversas aminas biogênicas, incluindo os 

neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina (SOTO-OTERO et al., 2001), a qual 

forma como produto de oxidação o peróxido de hidrogênio (H2O2), uma espécie reativa de 

oxigênio (FISAR, 2016). Devido à sua função no metabolismo das catecolaminas, a MAO 
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parece exercer um papel importante na patofisiologia de diversos distúrbios neurológicos e 

psiquiátricos (YOUDIM; BAKHLE, 2006).  

Em animais também é visto um aumento da discinesia orofacial com o aumento da idade 

tanto induzida por antipsicóticos quanto espontânea (ANDREASEN; JORGENSEN, 2000; 

HARVEY; NEL, 2003; BURGER et al., 2004). Dados da literatura demonstram que em animais 

experimentais, a discinesia espontânea possui uma prevalência em torno de 20% 

(WADDINGTON et al., 1982; KANE; SMITH, 1982; WOERNER et al., 1991), a qual é 

caracterizada pelos distúrbios do movimento sem qualquer administração de fármacos, sendo 

semelhante à discinesia induzida por fármacos. 

Sabendo, portanto, que pacientes com alterações no sistema dopaminérgico apresentam 

discinesias espontâneas, levando em consideração também que alguns trabalhos demonstram 

que a supersensibilidade dopaminérgica ocorre em pacientes que não apresentam discinesia, 

acredita-se que o mesmo possa ser observado também em animais que apresentem discinesia 

espontânea, sem administração desses fármacos, possibilitando o estudo dos mecanismos 

envolvidos na discinesia espontânea a fim de facilitar a busca por estratégias terapêuticas.  
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 2 REFERENCIAL TEÓRICO 

A discinesia é uma alteração motora caracterizada por movimentos anormais da região 

orofacial, tronco e membros. Pode aparecer espontaneamente ou após o uso de determinados 

fármacos, tais como antipsicóticos ou metoclopramida (BLANCHET, 2003; MAHMOUDI 

et al., 2014). Um sistema que está envolvido no controle de movimentos e também é local de 

ação para os fármacos que são efetivos no tratamento da esquizofrenia é o sistema 

dopaminérgico. 

2.1 SISTEMA DOPAMINÉRGICO 

O neurotransmissor dopamina (DA), uma catecolamina, é sintetizado por ação da TH 

no citoplasma dos neurônios dopaminérgicos. Após a síntese, a DA é transportada pelo 

transportador vesicular de monoaminas 2 (TVMA2), para vesículas pré-sinápticas onde ocorre 

o armazenamento para posterior liberação (WEIHE et al., 1996; EIDEN et al., 2004). Após a 

liberação da DA na fenda sináptica, ela pode se ligar à receptores dopaminérgicos e também 

ser reciclada para vesículas pré-sinápticas, onde a recaptação é realizada pelo transportador de 

dopamina (TDA) e seguido pelo sequestro e armazenamento nas vesículas sinápticas pelo 

TVMA2 (WEIHE et al., 1996). A DA acumulada no citosol ou que permanece na fenda 

sináptica pode ser metabolizada pelas enzimas monoaminoxidase (MAO) ou catecol-O-metil-

transferase (COMT) (ERIKSEN et al., 2010; MEISER et al., 2013). 

A enzima MAO é responsável pela desaminação de diversas aminas biogênicas, entre 

elas a dopamina, serotonina e noradrenalina (SOTO-OTERO et al., 2001). A MAO apresenta-

se sob duas isoformas: a MAO-A e a MAO-B (JOHNSTON, 1968; BACH et al., 1988). A 

MAO-A é expressa tanto no cérebro quanto na periferia, já a MAO-B se concentra no sistema 

nervoso central (SNC). Em humanos, ambas as isoformas podem degradar uma variedade de 

compostos monoamínicos, no entanto a MAO-B é responsável pela desaminação da maior parte 

da dopamina do SNC, enquanto que a MAO-A possui uma seletividade maior em desaminar 

serotonina (YOUDIM et al., 2006). Já em roedores a MAO-A é responsável pela desaminação 

da maior parte da dopamina do SNC (NAPOLITANO et al., 1995). 

Devido à sua ação no metabolismo das catecolaminas, a MAO parece exercer um papel 

importante na patofisiologia de diversas enfermidades neurológicas e psiquiátricas (YOUDIM; 

BAKHLE, 2006).  
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2.2 DISCINESIA TARDIA 

A discinesia pode ser classificada como DT quando provocado pelo uso crônico de 

antipsicóticos típicos utilizados no tratamento da esquizofrenia, tais como Haloperidol e 

Flufenazina, desenvolvendo-se após meses ou anos de seu uso contínuo (LOONEN; 

IVANOVA, 2013; MERRILL et al., 2013).  

A esquizofrenia afeta o modo como uma pessoa pensa, sente e se comporta. Caracteriza-

se por apresentar sintomas positivos (alucinações e delírios) e sintomas negativos (retraimento 

social) (WADDINGTON et al., 2012; HOWES; MURRAY, 2014). A patofisiologia da 

esquizofrenia tem sido atribuída a um desequilíbrio na atividade dopaminérgica no SNC, 

levando à hiperatividade dopaminérgica da via mesolímbica. Desta forma, os fármacos 

antipsicóticos, tanto típicos quanto atípicos, são o tratamento de escolha para a esquizofrenia 

os quais possuem como mecanismo de ação o bloqueio de receptores dopaminérgicos na via 

mesolímbica (MARSDEN; JENNER, 1980; MARSDEN, 2006; TEO et al., 2012). 

Os antipsicóticos típicos foram os primeiros a serem descobertos e ainda hoje são mais 

largamente utilizados para o tratamento da esquizofrenia, no entanto seu uso prolongado 

provoca efeitos adversos, como a DT (KANE; SMITH, 1982; MILLER; CHOUINARD, 1993; 

ANDREASSEN; JORGENSEN, 2000; CHOUINARD et al., 2017). Os antipsicóticos atípicos, 

como por exemplo, Olanzapina e Risperidona, diferem dos antipsicóticos típicos por 

apresentarem menor incidência de efeitos extrapiramidais, como a DT, no entanto levam a 

ganho de peso e diabetes tipo 2 (MELTZER, 2004; MARCHESE, 2004). 

Dados da literatura demonstram que a DT possui uma prevalência em torno de 

20-25% em pacientes em tratamento com antipsicóticos (LEE et al., 2014), e que aumenta com 

a idade. De fato, a idade é considerada um dos fatores de risco para o desenvolvimento da DT, 

tendo em vista que atinge cerca de 50% dos pacientes com mais de 55 anos de idade em 

tratamento com antipsicóticos típicos (WOERNER, 1998; HARVEY; NEL, 2003).  

2.2.1 Hipóteses para o desenvolvimento da DT 

Os mecanismos que levam a fisiopatologia da DT após o uso crônico de antipsicóticos 

permanecem incertos. Algumas hipóteses tentam explicá-la, as quais incluem a 

supersensibilidade dopaminérgica (SEEMAN; SEEMAN, 2013), alterações na 

neurotransmissão GABAérgica (PRATT et al., 2012), a hipofunção de receptores de glutamato 

NMDA (OLNEY; FARBER, 1995; GOFF; COYLE, 2001) e o aumento no estresse oxidativo 

(BOŠKOVIĆ et al., 2011). 
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2.2.1.1 Hipótese da Supersensibilidade dopaminérgica 

A hipótese mais amplamente descrita para a DT é a da supersensibilidade 

dopaminérgica, na qual o bloqueio crônico e substancial do receptor D2 na via nigroestriatal 

provocaria um aumento compensatório na síntese do receptor D2 (geralmente referido como 

upregulation), o que, por sua vez, leva a uma supersensibilidade nesta via dopaminérgica 

(MARCOTTE et al., 2001; STEEDS et al., 2014). 

Como a via nigroestriatal está relacionada ao controle dos movimentos, a 

supersensibilidade dos receptores D2 nesta via levaria às alterações anormais dos movimentos 

da DT (OBESO et al., 2008; SMITH; VILLALBA, 2008). Esta teoria foi descrita pela primeira 

vez em animais, onde existem evidências diretas da hipersensibilidade ao receptor D2 induzidos 

por haloperidol, onde foi observado aumento na sensibilidade do receptor (ROGUE et al., 1991; 

CALABRESI et al., 1992; TURRONE et al., 2003). 

Alguns estudos demonstram que também ocorrem alterações em outros marcadores 

dopaminérgicos, tais como a enzima limitante da síntese de dopamina TH (DAUBNER et al., 

2011), a captação de dopamina (FACHINETTO et al., 2007) e níveis do TDA (YODER et al., 

2004; KACPRZAK et al., 2017) tanto em pacientes como em animais experimentais, 

ressaltando a importância do sistema dopaminérgico no desenvolvimento da DT. 

2.2.1.2 Hipótese GABAérgica 

O ácido γ-aminobutírico (GABA) é o principal aminoácido inibitório, promovendo 

influxo de íons Cl- e, consequente fechamento de canais de Ca++, resultando na hiperpolarização 

da membrana do neurônio (CHEBIB; JOHNSTON, 1999).  

A hipótese GABAérgica é descrita por outros autores que sugerem que uma 

subpopulação de neurônios GABAérgicos do estriado estariam danificados ou disfuncionais 

em pessoas em tratamento prolongado com antipsicóticos e que desenvolveram DT 

(TAMMIGA et al., 2002; TAYOSHI et al., 2009), o que acarretaria em diminuição de GABA 

na região da substantia nigra pars compacta e na supersensibilidade dos seus respectivos 

receptores (COWARD, 1982; THAKER et al., 1987). 

Na última década, o microcircuito complexo dos interneurônios estriados GABAérgicos 

foi descrito e delineado em detalhe (MALLET et al., 2005; GITTIS et al., 2010; BORDIA et 

al., 2016). No entanto, clinicamente, intervenções farmacológicas com agonistas GABA não 

têm apresentado resultado satisfatório no tratamento da DT (CASTRO et al., 2006). 
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2.2.1.3 Hipótese glutamatérgica  

O glutamato é o principal aminoácido excitatório, onde este induzirá o fechamento dos 

canais de Cl- ou K+, diminuindo o influxo ou o efluxo desses íons, devido à abertura de canais 

de Na+ e Ca++, despolarizando a membrana neuronal (MELDRUM, 2000). 

Alterações no sistema glutamatérgico estão envolvidas em diversas doenças 

neurológicas, entre elas a esquizofrenia, onde sugere-se ocorrer diminuição de glutamato no 

SNC, devido a uma possível hipofunção dos seu respectivo receptor N-metil-D-aspartato 

(NMDA). Essa hipótese baseia-se na relação dos efeitos psicogênicos da fenciclidina, uma 

droga psicoativa antigamente usada como anestésico e que é antagonista não competitivo dos 

receptores NMDA (LODGE; ANIS, 1982; NAKAZAWA et al., 2012). 

Estudos demonstram que há indícios da participação de um componente glutamatérgico 

no desenvolvimento da DT induzido por reserpina (DUTRA et al., 2002; RAGHAVENDRA et 

al., 2001). Dados da literatura demonstraram que há uma relação negativa entre o transporte de 

glutamato e a manifestação da DO em ratos expostos de forma aguda a reserpina ou 

repetidamente ao haloperidol (BURGER et al., 2005) e, também o transportador de glutamato 

contém grupos tiol reativos na sua estrutura que resulta na captação do glutamato e, por 

consequência, agentes oxidantes podem produzir neurotoxicidade aumentando o glutamato 

extracelular (TROTTI et al., 1999). 

2.2.1.4 Hipótese do estresse oxidativo 

Espécies reativas de Oxigênio (ERO) são geradas de forma fisiológica devido ao 

metabolismo aeróbico. Entre as EROs destaca-se o ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio 

e o radical hidroxila (HALLIWELL, 2011). Além das ERO, são também geradas espécies 

reativas de nitrogênio (ERN), como o óxido nítrico (FREI, 1994; FINKEL; HOLBROOK, 

2000; HALLIWELL, 2011). Em condições normais as ERO/ERN são detoxificadas pelo 

sistema de defesa antioxidante, composto pelos antioxidantes enzimáticos (catalase, glutationa 

peroxidase e superóxido dismutase) e os antioxidantes não-enzimáticos (Vitaminas A, C e E e 

glutationa) (NORDBERG; ARNER, 2001; KOHEN; NYSKA, 2002). 

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a produção de ERO/ERN 

e o sistema de defesa antioxidante (HALLIWELL, 2011). Com isso, um excesso de ERO/ERN 

pode reagir com ácidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas das células, dano esse 

conhecido como peroxidação lipídica, o qual provoca alteração na permeabilidade, acarretando 
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a ruptura e lise celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Este desequilíbrio geralmente 

acontece durante o envelhecimento, em algumas patologias ou também como uma 

consequência de inúmeras doenças (SAEIDNIA; ABDOLLAHI, 2013).  

Já é de conhecimento prévio que o cérebro é particularmente vulnerável ao estresse 

oxidativo, principalmente pela grande quantidade de oxigênio utilizada e também por ser um 

local extremamente rico em ácidos graxos poli-insaturados, o que propicia a peroxidação 

lipídica (LOHR, 1991; LOHR et al., 2003). 

De particular importância para este estudo, uma das hipóteses que tenta explicar o 

desenvolvimento da discinesia é a de que, poderiam estar ocorrendo alterações nos níveis e, 

consequentemente no metabolismo da dopamina em vias dopaminérgicas em pacientes 

acometidos por este distúrbio motor (MARSDEN, 2006). Sabe-se que um aumento na atividade 

das oxidases, como é o caso da MAO, leva a geração de espécies reativas de oxigênio, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (FISAR, 2016). Além disso, a dopamina pode sofrer auto-

oxidação formando quinona de dopamina que age como uma espécie reativa de oxigênio 

(LOHR, 1991; LOHR et al., 2003).  

Neste contexto, dados da literatura têm demonstrado que, em animais tratados com 

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

redução na atividade de enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase, a catalase e a 

glutationa peroxidase, e também redução da glutationa reduzida e consequente aumento da 

glutationa oxidada (ABÍLIO et al., 2004; FARIA et al., 2005; SADAN et al., 2005; PILLAI et 

al., 2007; CHO; LEE, 2013). Além disso, substâncias antioxidantes tem apresentado efeito 

protetor sobre o desenvolvimento da discinesia induzida por fármacos (RECKZIEGEL et al., 

2013; WANG et al., 2015; BUSANELLO et al., 2017; AN et al., 2017). 

2.3 DISCINESIA ESPONTÂNEA 

A DE manifesta-se por movimentos involuntários principalmente dos músculos da face. 

No entanto por ser espontânea, pode acometer pessoas que não fazem uso de fármacos, ou ainda 

que apresentem esquizofrenia sem estar em tratamento farmacológico, bem como em pacientes 

que possam ter algum fator de risco, como idade avançada e danos cerebrais (BLANCHET et 

al., 2004; MACALUSO, 2017). Em 1980, estudos da Associação Americana de Psiquiatria 

concluíram que os fatores de risco para a DT incluíam o uso de antipsicóticos seletivos D2, 

como haloperidol, bem como o uso concomitante de agentes anticolinérgicos (MACALUSO, 

2017). O sexo do paciente (em mulheres a dose administrada pode ser alta se não for levado em 
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consideração o peso corporal), idade e histórico de danos cerebrais também são fatores de risco 

aumentados para DT. No entanto, esses mesmos fatores de risco são também semelhantes para 

o desenvolvimento de DE tais como idade, danos cerebrais e também pacientes com 

esquizofrenia e que ainda não estejam sob tratamento (MACALUSO, 2017). 

A prevalência de DE em indivíduos saudáveis fica em torno de 2% na faixa etária 

inferior a 40 anos, 11% em indivíduos entre 40 e 49 anos, 26% entre 50 e 59 anos (BARNES 

et al., 1983). De fato a idade é um fator relevante para o desenvolvimento tanto da DE como da 

DT, tendo em vista que uma metanálise revelou que pacientes com mais de 60 anos apresentam 

uma prevalência de desenvolver DE em torno de 40% (FENTON, 2000). 

No entanto, apesar de diversos autores relatarem a ocorrência de DE em animais 

experimentais, e com comprovado aumento desta em relação à idade (HARVEY; NEL, 2003; 

BURGER et al., 2004; FACHINETTO et al., 2005, 2007a,b), estudos acerca de seus 

mecanismos são escassos. 

2.4 PREVALÊNCIA DA DISCINESIA OROFACIAL EM MODELOS ANIMAIS 

Em modelos animais, a DT é chamada DO, também caracterizada por movimentos orais 

não direcionados a nenhum objeto, protrusões de língua e tremores faciais (TURRONE et al., 

2002; ANDREASEN et al., 2001; ANDREASEN et al., 2002). Dentre os modelos animais de 

DO destacam-se os modelos agudos e crônicos induzidos por antipsicóticos e o modelo de DO 

induzido por reserpina (EGAN et al., 1996; QUEIROZ; FRUSSA-FILHO, 1999). 

Em animais também é visto um aumento da DO com o aumento da idade tanto induzida 

por antipsicóticos quanto espontânea (ANDREASEN; JORGENSEN, 2000; HARVEY; NEL, 

2003; BURGER et al., 2004). Dados da literatura demonstram que em animais experimentais, 

a discinesia espontânea possui uma prevalência em torno de 20% (WADDINGTON et al., 1982; 

KANE; SMITH, 1982; WOERNER et al., 1991), a qual é caracterizada pelos distúrbios do 

movimento sem qualquer administração de fármacos, sendo semelhante à discinesia induzida 

por fármacos.  

A maioria dos dados relatados na literatura apresenta proporções de animais com altos 

escores de movimentos orofaciais entre 30-50% dependendo do antipsicótico utilizado ou da 

via de administração (BLANCHET et al., 2012). Um estudo demonstrou ainda que esta 

síndrome de discinesia orofacial espontânea persistiu nos animais após o término do tratamento 

com antipsicóticos e ainda aumentou a prevalência com o passar do tempo nos animais 

controles (WADDINGTON et al., 1982). 
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Desta forma, em nosso grupo, animais que apresentam DE são excluídos dos 

experimentos para que não gerem resultados falsos positivos (FACHINETTO et al., 2005, 

2007a,b; BUSANELLO et al., 2012). 

No modelo animal de DO induzido por reserpina, um inibidor do TVMA, foi observado 

que há uma relação entre os MMV e a redução da atividade da enzima MAO em camundongos 

tratados com esta droga (DE FREITAS et al., 2016). O mesmo foi observado em ratos no 

modelo de DO induzido por flufenazina, um antipsicótico típico (BUSANELLO et al., 2017). 

Outro trabalho mostra que o modelo de flufenazina, também em ratos, aumentou atividade da 

catalase e a oxidação da diclorofluoresceína (DCFH-DA) na região do córtex (SCHAFFER et 

al., 2016).  

Assim, uma vez que a DT é altamente prevalente em pacientes que tomam antipsicóticos 

e é ainda maior em pacientes idosos, bem como a presença da DE em pacientes idosos que não 

usam fármacos, o presente estudo propõe investigar se os mecanismos oxidativos e 

monoaminérgicos estão relacionados à DE em ratos adultos ou se as possíveis alterações nesses 

parâmetros apenas estão relacionadas com a idade, comparando jovens com animais adultos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a possível participação de mecanismos oxidativos e/ou dopaminérgicos na 

discinesia espontânea em ratos 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar parâmetros comportamentais de discinesia e de locomoção em ratos jovens 

adultos e adultos maduros;  

 Quantificar a atividade da enzima monoaminoxidase e a imunorreatividade da 

enzima tirosina hidroxilase em ratos jovens adultos e adultos maduros; 

 Investigar parâmetros de estresse oxidativo em cérebro de ratos jovens adultos e 

adultos maduros.  
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4 RESULTADOS 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de um 

manuscrito, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão dos Resultados e Referências, encontram-se no próprio manuscrito. O próprio 

manuscrito está disposto na forma como será submetido para publicação na revista 

Behavioural Brain Research. 

 

 

 

 



22 

 

4.1 MANUSCRITO 

 

SPONTANEOUS DYSKINESIA IS ASSOCIATED WITH OXIDATIVE AND 

DOPAMINERGIC ALTERATIONS 

 

Caroline Pilecco Barbosaª, Catiuscia Molz de Freitasª, Bárbara Nunes Krumª, Larissa 

Finger Schafferb, Elizete de Morais Reisb, Ana Paula Chiapinotto Cerettab, Alcindo 

Busanellob, Getulio Nicola Bressanª, Caroline Queiroz Lealc, Roselei Fachinettod. 

 

ª Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica Toxicológica, 

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil 

b Programa de Pós-Graduação em Farmacologia, Universidade Federal de Santa Maria, 

Santa Maria, RS, Brazil. 

c Curso de Farmácia, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil. 

d Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Ciências da Saúde, Santa Maria, 

RS, Brazil. 

 

Corresponding author:  

Dra. Roselei Fachinetto  

Centro de Ciências da Saúde  

Departamento de Fisiologia e Farmacologia  

97105-900, Santa Maria, RS, Brazil  

Tel: x21-55-3220 8096  

Fax: x21-55-3220 8241  

e-mail: roseleirf@gmail.com 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

ABSTRACT 

 

Rationale: Tardive dyskinesia is a movement disorder that develops as a result of the 

prolonged use of antipsychotics in approximately 20% to 25% of patients and has age as 

a risk factor. It is known that individuals who do not use antipsychotics may develop 

involuntary movement spontaneously and these become worse with age.  

Objective: This study aimed to investigate if oxidative and monoaminergic mechanisms 

are related to spontaneous dyskinesia in adult rats or if the possible alterations in these 

parameters are only related with the age by comparing young adult with mature adult 

animals. 

Methods: Male wistar rats at 40 weeks of age and younger animals at 8 weeks of age were 

used. Behavioral parameters characteristic of movement disorders that include numbers 

of vacuous chewing movements (VCM), as well as locomotor and exploratory activity, 

were evaluated. The cortex, striatum and region containg the substantia nigra and were 

used to analyze the activitity of monoamine oxidase and parameters related to oxidative 

stress (DCFH-DA oxidation, catalase, proteic- and non proteic Thiol, and TBARS). Also, 

we evaluated the tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in striatum. 

Results: It was observed that the adult rats presented a higher number of VCM than the 

younger rats at all evaluations. As there was a discrepancy of VCMs in the group of adult 

rats, they were divided in those that presented low and high values of VCM to evaluate 

the biochemical differences that could be related to VCM development or only with the 

age. We did not observe any alteration in the locomotor and exploratory activity of rats. 

Likewise, were found alterations in some oxidative stress markers in brain structures of 

rats with prevalent effect of age. Only to DCFA-DA oxidation, there was an increase in 

cortex and a decrease in substantia nigra of rats with high VCMs. Furthermore, an 

increase in the activity of the monoamine oxidase enzyme in cortex of adult animals and 

in striatum of adult animals presenting high VCM as well as a decrease in TH 

immunoreactivity of adult animals. 

Conclusions: In conclusion, the majority of changes in biochemical markers in brain of 

rats were associated with the age of animals. A reduction in the immunoreactivity of TH 

was observed with respect to age, suggesting a possible neurodegeneration process since 

the decrease in TH immunoreactivity is attributed to a loss of neurons. The presence of 

spontaneous VCMs in adult rats was associated with alterations in MAO-B activity in 

striatum and DCFH-DA oxidation in cortex and substantia nigra. 

 

Keywords:  Dopaminergic System. Aging. Oxidative Stress. Monoamine oxidase. 

 

1. INTRODUCTION 

Dyskinesia manifests itself through the presence of abnormal, repetitive, persistent, 

involuntary movements and stereotypies usually of the facial muscles, but may also 

involve other muscle groups, including the extremities and trunk [1, 2]. These involuntary 

movements are of greater prevalence in patients receiving chronic treatment with classic 

antipsychotic drugs, being this denominated tardive dyskinesia (TD) [1, 3]. However, 
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they also affect people who do not use drugs, which are more common in the elderly, and 

is called spontaneous dyskinesia (SD) [4]. 

Some authors estimate that the main prevalence of TD in patients receiving classic 

antipsychotics is around 20-25% [5], and that it increases with age. In fact, age is 

considered one of the risk factors for TD, and reaches about 50% of the patients, over 55 

years of age on antipsychotic treatment [6, 7]. In elderly patients who do not use any type 

of drug for neurological or psychiatric treatment, the SD index is approximately 2-5% in 

healthy patients less than 40 years old [4, 8], but in patients with more than 60 years old, 

this percentage can reach until 40% [9]. 

In animal models, tardive dyskinesia is called orofacial dyskinesia (OD) [10]. Among 

the animal models of OD, we highlight the acute models induced by antipsychotics and 

the reserpine-induced OD model [11, 12]. In animals, an increase in OD with both 

antipsychotic induced and spontaneously is seen with the increase of age [7, 13, 14].  

According to literature, in experimental animals, SD had a prevalence of around 20% [15-

17], which is characterized by movement disorders without any drug administration, 

being similar to drug induced OD. However, although several authors report the 

occurrence of SD and with a proven increase in age [7, 14, 18-20] there are few studies 

of its mechanisms about the possible mechanisms which leads to its development. 

The pathophysiology of TD is still poorly understood, and the hypotheses that attempt 

to explain it are not supported when pharmacological interventions are tested as a possible 

treatment. However, it is common for most authors to participate in the dopaminergic 

system [21, 22]. In relation to the monoaminergic system, it is know that the tyrosine 

hydroxylase is a limiting enzyme in the catecholamine biosynthesis and catalyzes the 

conversion of L-tyrosine to L-DOPA, which will subsequently be decarboxylated in 

dopamine [23]. Thus being important the evaluation of this enzyme as a marker of 

dopamine biosynthesis. 

Data from the literature show that the administration of antipsychotics by blocking 

dopaminergic receptors leads to a secondary increase in dopamine synthesis via tyrosine 

hydroxylase and elevation in the extracellular levels of this neurotransmitter and, 

consequently, to an increase in its metabolism via increased monoamine oxidase (MAO) 

activity [13, 24]. Due to its role in the metabolism of catecholamines, MAO seems to play 

an important role in the pathophysiology of various neurological and psychiatric disorders 

[25]. Within this context, it is known that an increase in MAO activity, due to the 

secondary increase in dopamine synthesis, can lead to the generation of reactive oxygen 
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species. In addition, dopamine can undergo auto-oxidation forming dopamine quinone 

that acts as a reactive oxygen species [24, 26].  

Therefore, knowing that the reserpine and antipsychotic-induced OD can alter these 

biochemical markers [27-31], it is believed that it can also be observed in animals that 

present OD without drug administration allowing the study of the mechanisms involved 

in SD. 

Thereby, since TD is highly prevalent in patients taking antipsychotics and is even 

higher in older patients, as well as the presence of SD in elderly patients who do not use 

drugs, the present study proposes to investigate if oxidative and monoaminergic 

mechanisms are related to spontaneous dyskinesia in adult rats or if the possible 

alterations in these parameters are only related with the age by comparing young adult 

with mature adult animals. 

 

2. MATHERIALS AND METHODS 

 

2.1 Animals 

Thirty eight male Wistar, adult rats (40 weeks of age) weighing 350-500g and young 

rats (8 weeks of age) weighing 200-300g were used. The animals were acquired from a 

breeding colony at UFSM and kept in cages (five animals). They were housed under 

standard laboratory conditions and maintained on a 12:12 h light–dark cycle with free 

access to food and water. Animals were acclimatized to laboratory conditions before the 

tests. All experiments were performed in accordance with the guidelines of the National 

Council of Control of Animal Experimentation (CONCEA). This protocol was approved 

by the Ethics Commission on Animal Use of the Federal University of Santa Maria under 

process number 7977261114/2015. 

 

2.2 Experimental design 

In our group, we study orofacial dyskinesia induced by drugs [29, 30, 32, 33]. 

However, when an animal present high values of VCM at basal evaluation, this animal is 

normally excluded from the experiment to avoid misinterpretation of data [19, 20]. Thus, 

in the present study, we used the animals that were excluded from the other experiments 

for they had already shown high VCM without any administration of drugs. 

To each animal excluded, we selected an animal the same age to be a -VCM control. 

The animals were maintained in standard conditions until they reach 40 weeks of age 
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since the age is a risk factor for dyskinesia [6, 7]. As a control group to age, ten male 

wistar rats were used, aging approximately 8 weeks old.  

To avoid either false positive or negative results of VCMs, the animals were evaluated 

in three consecutive weeks (Young animals were evaluated with 8, 9 and 10 weeks of age 

and Adult animals with 40, 41 and 42 weeks of age). After, we did a mean of three 

evaluations and the animals with more than 35 VCMs were considered +VCMs  [19, 20]. 

Thus, we conducted the other experiments with three groups: Young Adult (n=10), 

Mature Adult +VCMs (n=14) and Mature Adult -VCMs (n=14). The locomotor 

performance was also evaluated on weeks 8 and 10 to young animals; on weeks 40 and 

42 to adult animals. After behavioral analysis, the rats were anesthetized with ketamine: 

xylazine (100:10 mg/kg, intraperitonially) and euthanized by decapitation. The cortex, 

striatum and substantia nigra were immediately dissected and stored at -80°C for 

biochemical analysis.   

 

2.3 BEHAVIORAL TEST 

2.3.1 Vacuous chewing movements (VCMS) 

Rats were placed individually in cages (20 cm × 20 cm × 19 cm) containing mirrors 

under the floor of the cage to allow behavioral quantification when the animal was faced 

away from the observer. To quantify the occurrence of orofacial dyskinesia, VCMs were 

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

material [34] and were measured continuously for 6 min after a period of 6 min of 

adaptation [18-20, 32]. After complete the behavioral tests, the group of the older animals 

was divided according to the VCMs quantification, where rats presenting VCMs more 

than 35 were included in the VCMs high VCM and VCMs smaller than 35 were included 

in low VCMs group. 

 

2.3.2 Open field test 

To analyze changes in spontaneous locomotor and exploratory activities, the animals 

were placed individually in the center of an open-field arena (40 cm x 40 cm x 30 cm) 

divided into 9 equal parts, as previously described [35]. The number of line crossings 

(parameter related to locomotor activity) and number of rearing (parameter related to 

exploratory activity) were measured over 5 min. 
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2.4 BIOCHEMICHAL ASSAYS  

2.4.1 Tissue preparation 

The cerebral structures (cortex, striatum and the region containing the substantia 

nigra) were dissected and homogenized in 10 volumes (w/v) of Tris-HCl 10 mM, pH 7.4 

and then centrifugated (3000 g for 10 min at 25ºC) [36, 37]. The resulting supernatants 

were used in the biochemical assays described below. 

 

2.4.2 Lipid peroxidation assay 

For measured lipid peroxidation, thiobarbituric acid reactive species (TBARS) were 

determined as described by Ohkawa [38]. Briefly, samples were incubated at 100ºC for 1 

h in a medium containing 8.1% sodium dodecyl sulphate, 1.4M acetic acid, pH 3.4 and 

0.6% thiobarbituric acid. The chromogen was measured spectrophotometrically at 532 

nm. The results were expressed as nmol malondialdehyde (MDA)/mg protein.  

 

2.4.3 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) oxidation 

The DCFH-DA assay was used to measure the DCFH-DA oxidation in the samples. 

The technique was performed as described by Pérez-Severiano et al [39]. The 

fluorescence of the samples was determined at 488 nm for excitation and 520 nm for 

emission. The result was defined as the difference between the fluorescence at 30 and 15 

minutes of the reaction and expressed as DCFH-DA oxidation/mg protein. 

 

2.4.4 Catalase activity 

To evaluate the activity of the enzyme catalase, the test was performed by adding an 

aliquot of the sample to the phosphate buffer (TFK 0.5 M pH 7.0). The H2O2 

decomposition was monitored in a spectrophotometer at 240 nm to measure catalase 

activity by the method previously described by Aebi [40]. The enzymatic activity was 

expressed as µmol H2O2/mg protein/min.  

 

2.4.5 Thiol levels 

The content of thiol proteic and non-protein in the samples was determined as 

described by Ellman [41]. For the non-protein thiol groups, the samples were precipitated 

with 150 µL of 10% trichloroacetic acid followed by centrifugation. The reaction was 

measured spectrophotometrically at 412 nm. Results are expressed as µmol/mg of protein.  

2.4.6 Determination of MAO activity 
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MAO activity was determined by measuring the kynuramine oxidation to 4-

hydroxyquinoline [31, 42]. The samples were preincubated at 37 °C with the irreversible 

and selective inhibitor clorgyline (250 nM) or pargyline (250 nM) to assay MAO-A or 

MAO-B activity, respectively. After 20 min, kynuramine was added as a non-selective 

substrate. The reaction was incubated during 30 min at 37°C. In sequence, the reaction 

was stopped with trichloroacetic acid (TCA) 10%. The samples were centrifuged at 3.000 

×g for 8 min. It was added to supernatant 1M NaOH. The reaction was measured by 

fluorimetric method, using 315 nm (excitation) and 380 nm (emission). The results are 

represented as fluorescence intensity/mg protein. 

 

2.4.7 TH immunoreactivity  

The striatum was homogenized in 400 µL of lysis buffer (4% sodium dodecyl sulfate 

(SDS), 2 mM EDTA, 50 mM Tris, 0.5 mM Na2VO4, 2 μg/mL aprotinin, 0.1 mM 

benzamidine, 0.1 mM PMSF). Samples were boiled for 6 min and centrifuged at 8000 g 

at 4 °C for 10 min. The supernatant was used to determine protein concentration using 

the Lowry method. Then, the samples (40 µg) were mixed with 10 % glycerol and 8 % 

2-mercaptoethanol and resolved by 10 % SDS-PAGE [29]. The samples were transferred 

into nitrocellulose membrane (Millipore, USA). Proteins on the membrane were stained 

with a Ponceau solution (0.5 % Ponceau plus 5 % glacial acetic acid in water), as a loading 

control [43]. After staining, the membranes were dried and scanned for quantification. 

Membranes were then processed using the SNAP ID system (Millipore, USA), blocked 

with 1 % bovine serum albumin, and incubated either with an anti-TH (1:1000; Millipore; 

AB152). The reaction was determined by a colorimetric assay using nitro blue tetrazolium 

(NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) as a substrate [44]. The 

membranes were dried, scanned, and quantified. Finally, all values were normalized using 

Ponceau quantification. 

 

2.4.8 Protein quantification 

The total protein content in supernatants homogenates was determined by the method 

of Lowry [45] using bovine serum albumin as standard. 
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2.5 Statistical analysis 

Data are presented as mean + SEM and were statistically analyzed by Unpaired t-Test 

or one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Student-Newman-Keuls test 

when appropriate. The results were considered statistically significant when p ≤ 0.05. 

 

3. RESULTS 

 

3.1 Influence of aged on incidence of VCMs in rats 

Firstly, to evaluate the influence of age, the VCMs were quantified for young adult 

and mature adult group (Fig. 1 A-C). The group of mature adult animals (41 and 42 weeks 

of age) presented higher VCMs compared with young adult animals (8-10 weeks of age) 

(p<0.05; Fig. 1A-C). In a second moment, the groups were divided after quantification of 

VCMs in young (10 weeks), the second group with rats of 42 weeks of age that presented 

low values of VCMs and another group of rats at 42 weeks of age but that presented 

values greater than 35 VCMs in 6 min (Fig.1 D-F). It is remarkable the increase of VCMs 

of the High VCM group in relation to the Low VCM and control groups and that remained 

the same in the three analyses (p<0.05; Fig. 1 D-F). 

 

3.2 Influence of the age and of number of VCMs  on the locomotor and 

exploratory activity in rats 

Any statistical difference was found on locomotor (Fig. 2A-D) and exploratory (Fig. 3A-

D) activities either considering the age (Fig. 2A-B and Fig. 3A-B) or the presence of high 

VCMs (Fig. 2C-D and Fig. 3C-D). 

 

3.3 Influence of the age and of number of VCM on MAO activity in rats 

In cortex, the age influenced in an increase in activity of MAO-B (p<0.05; Fig. 4B) 

without significant alterations in MAO-A (Fig. 4A) in adult rats. Accordingly, the MAO-

B activity increased in both groups, low and high VCM (p<0.05; Fig. 4D), without 

alterations in MAO-A (Fig. 4C).  

In striatum, there was an increase only on High VCM group to MAO-B activity 

(p<0.05; Fig. 5D), without significant differences among the groups in MAO-A activity 

related to VCM (Fig. 5C). With regard to the age, there were not differences between the 

groups in both MAO-A and MAO-B activity (Fig 5A and 5B). 
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In the region of the substantia nigra there were not significant differences among the 

groups neither in MAO-A (Fig. 6A and 6C) nor MAO-B (Fig. 6B and 6D) activity, both 

VCM-related and age-related (Fig. 6A-D). 

 

3.4  Western Blot analysis of TH in the striatum 

To determinate if the TH had influence of VCM and age, knowing that 

pathophysiology of tardive dyskinesia is related with monoaminergic system, we 

examined the immunoreactivity of TH in the striatum. A significant decrease in TH 

immunoreactivity is observed in striatum of mature adult rats (Fig 7A and 7B). 

 

3.5    Influence of the age and of number of VCM on oxidative stress parameters 

in rats 

In the cortex structure, in relation to age, the Adult group showed an increase on 

activity of catalase and oxidation of DCFH-DA with a significant reduction in the content 

of proteic thiol groups and production of TBARS (p<0.05; Table 1). The presence of high 

VCMs influenced of an increase in DCFA-DA oxidation and a decrease in TBARS 

production (p<0.05; Table 1). Furthermore, adults presenting low VCMs had an increase 

in catalase activity and a decrease in TBARS production (p<0.05; Table 1). No significant 

difference among the groups was observed in non-proteic thiol levels (Table 1). 

In striatum, in relation to age, oxidation of DCFH-DA was significantly increased on 

mature adult group (p<0.05; Table 1), with any significance in other oxidative stress 

marker.  

Accordingly, oxidation of DCFH-DA was significantly increased in both Low and 

High VCM group (p<0.05; Table 1). 

In the region containing the substantia nigra, the oxidation of DCFH-DA was 

decreased on mature adult group and also in animals presenting High VCMs (p<0.05; 

Table 1). The levels of TBARS were increased while the catalase activity decreased in 

adult animals (p<0.05; Table 1) with any alteration related to the presence of VCMs 

(Table 1). 

No significant difference was observed in TBARS and Thiol levels in the groups 

(Table 1). 

 

 

4. DISCUSSION 



31 

 

 

In the present study, we investigated the relation between aging and the manifestation 

of dyskinesia without drug administration. In humans, SD is observed with aging and 

because risk factors like schizophrenia untreated and neuronal damage   [4, 8]. In animals, 

this is also observed, since a percentage of the rodents present SD [15-17]and this 

increases with age.  

We first observed that adult mature rats had higher VCM values compared to younger 

animals. An increase in MAO-B activity was observed in the cortex region in adult mature 

rats which was related with the age. In the striatum, an increase in MAO-B activity was 

observed only in the High VCM group. A significant decrease in the immunoreactivity 

of TH was observed in the striatum of adult rats. With regard to oxidative stress, in the 

cortex the group of adult rats showed an increase in catalase activity and oxidation of 

DCFH-DA with a significant reduction in the content of proteic thiol groups and in the 

production of TBARS. In the striatum, the oxidation of DCFH-DA was significantly 

increased in adult mature rats and also both groups with low and High VCM. 

 The motivation of this study was the observation that some animals present SD, 

which are normally excluded in basal behavioral evaluation from our experiments since 

they could generate false results in experiments using drugs as inducers of OD [18-20, 

31, 32]. Thus, it was separated the animals presenting high VCMs with a correspondent 

animal presenting low VCM at same age to allow investigate the differences between 

animals presenting or not High VCMs. The animals were maintaining until they complete 

40 weeks of age since the age is a risk factor of dyskinesia [7, 13, 14] either induced by 

drugs or spontaneous. Then, it was performed three sections of behavioral analysis of 

VCMs to guarantee that animals will be correctly divided into High and Low VCMs. At 

this time, it was included a group of young animals with 8 weeks of age to allow 

investigate if the possible alterations founded were also related to the age. It was observed 

a significant increase of number of VCM on adult group compared with young animals 

reinforcing the idea that the age is a risk factor for movement disorders even in animals 

untreated with any drug. After this confirmation, the adult group was divided in High and 

Low VCM to allow the investigation of some possible mechanisms involved in this 

behavioral manifestation. 

According to the literature, there is a decrease on locomotor activity when antagonists 

of dopamine receptors are administrated [30, 36, 46]. In the present study, it was not 

observed significant alterations on locomotor and exploratory activity when adult rats 
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were evaluated on open field tests either considering the age or VCMs as a factor. In 

previous studies of our group using dopaminergic agents, it was also observed the 

substances able to prevent VCMs not necessarily avoid the locomotor damage caused by 

these drugs [32, 47] suggesting the pathways involved in the control of orofacial 

involuntary movements could be distinct from that related to locomotor and exploratory 

activities [36, 37]. As literature data have showed the involvement of MAO in 

neurodegenerative [48, 49] and apoptotic process [50] and that TH is an enzyme 

responsible by catecholamine synthesis [51] and its reduction is related to neuronal loss 

[52], it was investigated the activity of MAO-A and MAO-B and the immunoreactivity 

of TH in brain structures of rats related to movement control.      

In the cortex region, it was observed a significant increase of MAO-B activity in the 

group related to age and we believe that MAO-B is metabolizing a greater amount of 

monoamines, causing a reduction in the monoamines available in the synaptic cleft which 

may be involved with motor alterations, taking into account that the cortex is also a region 

involved with movement control. (Fig 4 B, D).  

In striatum it was observed a significant increase of MAO-B activity only on High 

VCM group (Fig.5 D). This data is in accordance with previous report from literature, 

considering that the striatum is a structure that takes a part of basal ganglia and is involved 

in the involuntary movement control. We believe this occurred because just as when there 

is the drug administration and TD manifestation, the appearance of the SD could be 

related to an alteration on dopamine signaling pathways [24, 26, 53, 54].  

As we found alterations in MAO-B activity related with the presence of VCMs, we 

decided to investigate if TH (a key enzyme to monoamine synthesis) could be altered 

either by age or VCM development in rats. There was a significant reduction TH 

immunoreactivity in the striatum of animals with 42 weeks of age without relation with 

the presence of VCMs. This data suggest a possible neurodegeneration process since the 

decrease in TH immunoreactivity is attributed to a loss of neurons  [52, 54]. 

Another hypothesis to involuntary movements which appears with the age is the 

alteration in oxidative stress [24, 26]. Then, it was investigated the possible alterations in 

oxidative stress markers (DCFH-DA oxidation and TBARS production), enzymatic 

(catalase) and non-enzymatic defenses (proteic and non-proteic thiol groups).  

In cortex region, as was seen in previous studies of our own group using a classical 

antipsychotic [30], here it was shown a significant increase both of DCFH-DA oxidation 

and in catalase activity on both age and related to VCM adult groups (Table 1). It is known 
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the MAO-catalyzed reaction also generates aldehyde, ammonia, and hydrogen peroxide 

(H2O2) [55]. Not only the mitochondrial oxidative phosphorylation system, but also the 

activity of MAO is one of the sources of H2O2 in the brain [56]. Therefore, MAO 

contributes to the production of ROS and participates in oxidative stress in the brain [55, 

56] . Corroborating this hypothesis, it was found an increase in MAO-B activity in cortex 

and striatum that would be involved with the increase of catalase activity and DCFH-DA 

oxidation. 

A significant reduction in the content of proteic thiol groups and production of 

TBARS was also observed. Mature adult animals presenting low VCM had an increase 

in catalase activity and a decrease in TBARS production.  

In striatum, it was observed that there was a significantly increase of DCFH-DA 

oxidation, on Table 1 according to the age, also was observed the increase in both adult 

groups related to VCM, also corroborating with the hypothesis that an increase of MAO 

activity, also observed in this structure, could be increase the production of H2O2.  

In region containing the substantia nigra, a decrease of DCFH-DA oxidation 

according to age and also on High VCM (Table 1). The levels of TBARS were increase 

while the catalase activity decrease in adult animals.  These data suggest that the main 

changes of oxidative stress markers and antioxidant defenses are related to the age of rats 

being only changes in catalase activity and DCFH-DA oxidation related to the presence 

of High or Low VCMs. 

In conclusion, the present study demonstrated that there is an aging influence on 

increase of spontaneous dyskinesia. Furthermore, changes in almost all mechanisms 

investigated are influenced by age being the presence of High VCMs in these animals 

related to alterations in MAO-B, catalase activity and DCFH-DA oxidation.  However 

more studies are necessary to elucidate the mechanism of the spontaneous involuntary 

movements as well as possible therapeutics strategies. 
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Figure 1: Number of vacuous chewing movements (VCMs) in 6 min related with age. Quantification of 

VCMs was performed in three consecutive weeks in animals with 8 or 40 weeks at first evaluation. Values 

of number of VCMs are presented as mean + SEM. Unpaired T test. * p < 0.05 represents significant 

differences compared to control in painel A, B and C. The groups were separated by the presence of High 

VCMs (D, E, F). Values of number of VCMs are presented as mean + SEM. One-way ANOVA followed 

by Stutent Newman-Keuls. *** p < 0.001 represents significant differences compared to control and Low 

VCM group 
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Figure 2: Evaluation of locomotor activity (quantified as the number of crossings) on the open field test 

in rats. Number of crossings in 5 min performed in animals with 8 and 40 weeks of age (A and C) and 10 

and 42 weeks of age (B and D). Values of number of crossings are presented as mean + SEM. Unpaired T 

test (A and B) and One-way ANOVA (C and D) were performed. * p < 0.05 represents significant 

differences compared to control. 
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Figure 3: Evaluation of exploratory activity (quantified as the number of rearing) in the open field test in 

rats. Number of rearing in 5 min performed in animals with 8 or 40 weeks of age (A and C) and 10 or 42 

weeks of age (B and D). Values of number of rearing are presented as mean + SEM. Unpaired T test (A 

and B) and One-way ANOVA (C and D) were performed. 
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Figure 4: Quantification of MAO-A (A and C) and MAO-B (B and D) activity in region of cortex. Values 

of MAO activity are presented as mean + SEM. Unpaired T test (A and B) and One-way ANOVA followed 

by Student Newman-Keuls (C and D). *p < 0.05 and **p < 0.01 compared to young adult animals. 
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Figure 5: Quantification of MAO-A (A and C) and MAO-B (B and D) activity in region of striatum. Values 

of MAO activity are presented as mean + SEM. Unpaired T test (A and B) and One-way ANOVA followed 

by Student Newman-Keuls (C and D). *p < 0.05 compared to young animals and #p < 0.05 compared to 

Low VCM animals. 
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Figure 6: Quantification of MAO-A (A and C) and MAO-B (B and D) activity in region containing the 

substantia nigra. Values of MAO activity are presented as mean + SEM. Unpaired T test (A and B) and 

One-way ANOVA (C and D). 
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Figure 7: TH immunoreactivity in striatum of rats. Values are expressed as means ± SEM. Unpaired T test 

(A) and One-way ANOVA (B). *p < 0.05 compared to young adult animals. 
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Table 1: 
Brain 

Regions 

Groups DCFH-DA 

(DCFH-DA 

oxidation/mg 

protein) 

Catalase 

(µmol 

H2O2/mg 

protein/min) 

 Proteic thiol 

(µmol/mg of 

protein) 

Non-proteic 

thiol  

(µmol/mg of 

protein) 

TBARS 

(nmol of 

MDA/mg of 

protein) 

 

Young 

 (10 weeks) 402.3 ± 83.81 

 

50.93 ± 7.50 190.6 ± 5.39 12.32 ± 0.74 0.25 ± 0.02 

Cortex       

  

Adult 

 (42 weeks) 693.4 ± 52.82** 

 

76.43 ± 7.26º 167.6 ± 5.41* 12.15 ± 0.40 0.19 ± 0.01** 

 

Young  

(10 weeks) 402.3 ± 83.81 

50.93 ± 7.50 

190.6 ± 5.39 12.32 ± 0.74 0.25 ± 0.02 

Cortex 

Low VCM 

(42 weeks) 678.1 ± 81.33 

88.65 ± 

11.39* 164.80 ± 9.30 12.14 ± 0.74 0.18 ± 0.01** 

  

High VCM 

(42 weeks) 708.7 ± 70.26* 

63.27 ± 7.60 

170.40 ± 5.82 12.17 ± 0.36 0.20 ± 0.01* 

 

Young  

(10 weeks) 48.04 ± 5.24 

31.66 ± 6.17 

112.80 ± 3.82 8.28 ± 0.37 0.25 ± 0.05 

Striatum       

  

Adult 

 (42 weeks) 75.65 ± 4.79** 

39.48 ± 7.80 

119.90 ± 2.32 8.37 ± 0.35 0.22 ± 0.02 

 

Young  

(10 weeks) 48.04 ± 5.24 

31.66 ± 6.17 

112.80 ± 3.82 8.28 ± 0.37 0.25 ± 0.05 

Striatum 

Low VCM 

(42 weeks) 86.21 ± 7.03*** 

35.64 ± 7.24 

119.50 ± 2.10 8.13 ± 0.47 0.21 ± 0.02 

  

High VCM 

(42 weeks) 65.10 ± 3.60*# 

43.31 ± 

14.47 120.30 ± 4.35 8.61 ± 0.54 0.22 ± 0.02 

 
Young  

(10 weeks) 1081 ± 311.9 

67.51 ± 5.32 

266.80 ± 26.80 12.90 ± 1.64 0.17 ± 0.02 
Substanti

a Nigra 
 

 
 

   

  

Adult 

 (42 weeks) 475.20 ± 117.1* 

54.54 ± 3.34º 

276.92 ± 9.93 14.48 ± 1.02 0.23 ± 0.01* 

 

Young 

 (10 weeks) 1081.00 ± 311.9 

67.51 ± 5.32 266.80 ± 26.80 

 12.90 ± 1.64 0.17 ± 0.02 

Substanti

a Nigra 

Low VCM 

(42 weeks) 

 

675.90 ± 224.00 

 

 

56.34 ± 4.23 268.91 ± 14.49 

 13.61 ± 0.83 0.24 ± 0.02 

 
High VCM 

(42 weeks) 274.40 ± 24.59* 

 

52.73 ± 5.28 284.93 ± 13.76 15.35 ± 1.87 0.22 ± 0.02 

Data (mean ± SEM) were analyzed using one-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls. * p 

< 0.05 ,** p < 0.01 and *** p < 0.001compared to young adult animals; # p < 0,05 compared to Low VCM 

group; º p = 0.05. 
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5 CONCLUSÕES 

- Em nosso estudo foi observado que, assim como acontece quando há administração de 

antipsicóticos típicos animais de maior idade apresentaram o número de movimentos de mascar 

no vazio espontâneo aumentado em relação aos animais jovens. 

- Na quantificação da atividade da enzima MAO, foi visto o aumento na atividade da MAO-

B no estriado, com relação ao MMV e no córtex, com relação à idade. Acreditamos que a MAO-

B está metabolizando uma maior quantidade de monoaminas, causando uma redução nas 

monoaminas disponíveis na fenda sináptica e que podem estar envolvida com alterações 

motoras, levando em consideração que estas regiões estão envolvidas no controle de 

movimentos.  

- Com relação à imunorreatividade da TH, foi observada a diminuição da imunorreatividade 

da TH. Os resultados encontrados sugerem um possível processo de neurodegeneração, uma 

vez que a diminuição da imunorreatividade TH é atribuída a uma perda de neurônios. 

- Também com relação à idade ocorreram as principais mudanças nos marcadores de 

estresse oxidativo e defesas antioxidantes sendo apenas mudanças na atividade da catalase e 

oxidação DCFH-DA relacionada à presença de MMVs altas ou baixas. Corroborando com a 

hipótese de que a MAO contribui para o aumento de H2O2. 

De maneira geral, podemos concluir que, assim como já era relatado na literatura em 

pacientes em tratamento com antipsicóticos, a idade contribuiu para a manutenção dos 

movimentos involuntários também naqueles que não fazem uso desses fármacos. Além disso, 

as mudanças em quase todos os mecanismos investigados são influenciadas pela idade nesses 

animais relacionados a alterações na atividade de MAO-B e a TH. No entanto, mais estudos 

são necessários para elucidar os mecanismos envolvidos com movimentos involuntários.  
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