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RESUMO 
 
 

EFEITO DA SILIBININA EM MODELO DE DISCINESIA OROFACIAL INDUZIDA 
PELO HALOPERIDOL EM CAMUNDONGOS 

 
 

AUTORA: Talita Rodrigues 
ORINTADORA: Roselei Fachinetto 

CO-ORIENTADOR: Alcindo Busanello 
 
 

A esquizofrenia é um distúrbio crônico e debilitante que afeta cerca de 1% da 
população. A utilização crônica de antipsicóticos, principalmente os antipsicóticos 
típicos, utilizados para o tratamento da esquizofrenia, causa, como efeito adverso, 
distúrbios motores debilitantes (discinesia). A discinesia tardia afeta de 20% a 40% dos 
pacientes, e é caracterizada por movimentos repetitivos e involuntários que envolvem 
principalmente a região oro-buco-facial. Não existe um tratamento eficaz para evitar e/ou 
tratar a discinesia tardia. Desta forma, é importante a busca por novos tratamentos e/ou 
adjuvantes terapêuticos que possam ser utilizados clinicamente. A Silibinina é o 
constituinte ativo majoritário da silimarina, que é um flavonóide isolado das sementes de 
Silybum marianum (L.) Gaerth, o qual possui ação antioxidante e potencial efeito 
neuroprotetor, inclusive em modelos animais de doenças motoras. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar o efeito da silibinina em um modelo de discinesia orofacial induzida 
por haloperidol em camundongos. Dessa forma, camundongos machos foram tratados 
com veículo (NaCl 0,9%), haloperidol (1,25 mg / kg, i.p.), silibinina (20 mg / kg, i.p.) e 
haloperidol (1,25 mg / kg, i.p.) + silibinina (20 mg/ kg, i.p) intraperitonealmente durante 
28 dias consecutivos. A quantificação comportamental (movimentos de mastigação 
vazios - MMVs, número de cruzamentos e levantamentos no campo aberto e tempo de 
imobilidade) foi realizada a cada 7 ou 14 dias durante o período experimental. Os 
parâmetros bioquímicos do estresse oxidativo foram avaliados em estruturas cerebrais 
(córtex, estriado e região contendo a substância negra), fígado e rim. O haloperidol 
causou discinesia orofacial aumentando a prevalência e a frequência de MMVs sem 
alterar os demais parâmetros comportamentais avaliados. Foram encontradas 
correlações negativas entre o número de cruzamentos ou levantamentos com MMVs e 
uma correlação positiva entre o tempo de imobilidade e os MMVs. A silibinina não evitou 
os efeitos do haloperidol nos parâmetros comportamentais. Além disso, nem o 
haloperidol nem a silibinina causaram alterações nos parâmetros de estresse oxidativo. 
Foi encontrada uma correlação positiva entre o número de MMVs e o teor de tiol não 
protéico no córtex de camundongos. Não foram encontrados resultados significativos na 
atividade da Na+/k+/ATPase nas diferentes estruturas cerebrais. Em conclusão, os 
dados deste estudo demonstram que, em camundongos, também é possível verificar o 
aumento na frequência de MMVs apenas em um percentual dos animais tratados 
mimetizando o que acontece em pacientes. Além disso, apesar de a silibinina não evitar 
os MMVs, o tratamento combinado com haloperidol não parece causar alterações em 
marcadores de estresse oxidativo nos animais.  
 
 
Palavras chave: Movimento de mascar no vazio. Campo aberto. Imobilidade. Estresse 
oxidativo.  



 

ABSTRACT 
 
 

EFFECT OF SILIBININ ON A MODEL OF OROFACIAL DYSKINESIA INDUCED 
BY HALOPERIDOL IN MICE 

 
 

AUTHOR: Talita Rodrigues 
ADVISOR: Roselei Fachinetto 

CO-ADVISOR: Alcindo Busanello 
 
 

Schizophrenia is a chronic and debilitating disorder that affects about 1% of the 
population. Chronic use of antipsychotics, especially typical ones, used to treat 
schizophrenia, causes as adverse effect debilitating motor disorder (dyskinesia). 
Tardive dyskinesia affects 20% to 40% of patients, and is characterized by repetitive 
and involuntary movements involving mainly the oro-buco-facial region. There is no 
effective treatment either for avoiding or treating tardive dyskinesia. Therefore, it is 
important to search for new treatments and/or therapeutic adjuvants that can be 
clinically useful. Silibinin is the majoritary active constituent of silymarin, which is a 
flavonoid isolated from the seeds of Silybum marianum (L.) Gaerth, which has 
antioxidant action and potential neuroprotective effect, even in animal models of 
motor diseases. Thus, male mice were treated with vehicle (0,9% NaCl), haloperidol 
(1.25 mg / kg, i.p.), silibinin (20 mg / kg, i.p.) and haloperidol (1.25 mg / kg, i.p.) + 
silibinin (20 mg / kg, i.p.) intraperitoneally for 28 consecutive days. Behavioral 
quantification (vacuous chewing movements - VCMs, number of crossings and 
rearings in the open field and time of immobility) was performed every 7 or 14 days 
during the experimental period. The biochemical parameters of oxidative stress were 
evaluated in cerebral structures (cortex, striatum and region containing the substantia 
nigra), liver and kidney. Haloperidol caused orofacial dyskinesia by increasing the 
prevalence and frequency of VCMs without altering the other behavioral parameters 
evaluated. Negative correlations were found between the numbers of crossings or 
rearings with VCMs and a positive correlation between immobility time and VCMs. 
Silibinin did not avoid the effects of haloperidol on behavioral parameters. In addition, 
neither haloperidol nor silibinin caused changes in oxidative stress parameters. A 
positive correlation was found between the number of VCMs and the non-protein thiol 
content in the cortex of mice. No significant results were found in Na+/K+/ ATPase 
activity in the different brain structures. In conclusion, the data of this study 
demonstrates that in mice also it is possible to verify the increase in the frequency of 
VCMs only in a percentage of animals mimicking which occurs with the patients. 
Furthermore, although silibinin did not avoid the VCMs in mice its combined 
treatment with haloperidol seems not cause signals of oxidative stress markers in 
animals. 
 
 
Key words: Vacuous chewing movements. Open field. Immobility. Oxidative stress. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta dissertação está apresentada na forma de um manuscrito cientifico.  

No item INTRODUÇÃO e REFERENCIAL TEÓRICO, está descrita uma 

revisão sucinta sobre os temas abordados nesta dissertação.  

Os resultados que fazem parte deste estudo estão apresentados sob a forma 

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

Métodos, Resultados, Discussões dos Resultados e Referências Bibliográficas do 

manuscrito encontram-se no próprio e representam a integra deste estudo. 

O item CONCLUSÕES encontrado no final desta dissertação, apresenta 

conclusão geral referente aos dados encontrados neste estudo e apresentados no 

manuscrito.  

O item REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações 

que aparecem na INTRODUÇÃO e REFERENCIAL TEÓRICO desta dissertação. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Distúrbios psicóticos são disfunções mentais, onde há um conjunto de 

sintomas envolvidos, que alteram a percepção da realidade, afetando a capacidade 

da pessoa realizar atividades corriqueiras e relacionar-se com outras pessoas 

(STAHL, 2014). Dentre esses distúrbios psicóticos encontra-se a esquizofrenia 

(STAHL, 2014). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a esquizofrenia é 

definida como um transtorno mental, incapacitante e grave (OMS, 2013), onde 

ocorre distorção de pensamentos, diminuição da percepção da realidade e de 

emoções assim como déficits cognitivos como perda de memória e isolamento social 

(MCGORRY; MEI, 2018). A principal hipótese para a ocorrência destes sintomas é 

de que eles decorrem de alterações nas funções das vias dopaminérgicas cerebrais, 

os quais podem ser tratados com fármacos antipsicóticos típicos e atípicos (STAHL, 

2014). 

O haloperidol é o fármaco mais utilizado para o tratamento da esquizofrenia 

(DOLD et al., 2015). Por ser um antipsicótico típico, seu mecanismo de ação 

consiste no bloqueio dos receptores D2 de dopamina na via mesolímbica (STAHL, 

2014). Dessa maneira, torna-se efetivo na amenização dos sintomas positivos 

(alucinações, ilusões, delírios) da doença (MEYER, 2012). Com sua administração 

prolongada, ocorrem alguns efeitos extrapiramidais (disfunções motoras), devido ao 

bloqueio dos receptores D2 de dopamina na via nigroestriatal, região responsável 

pelo controle motor (TURRONE et al., 2003) dentre eles a discinesia tardia (KANE; 

SMITH, 1982). Dessa forma, a utilização do haloperidol para indução de sintomas 

que mimetizam a discinesia tardia (DT) vem sendo amplamente utilizado na literatura 

(ARAÚJO et al., 2017; DATTA et al., 2016; KRONBAUER et al., 2017; MACÊDO et 

al., 2011).  

A DT é uma doença iatrogênica caracterizada por movimentos anormais, 

involuntários, repetitivos e indolores, envolvendo a região orofacial, músculos dos 

lábios, pálpebras, língua, podendo afetar também o tronco e consequentemente os 

membros superiores e inferiores (CASEY, 1985; MEYER, 2012; STAHL, 2014). A DT 

aparece em torno de 20- 40% das pessoas que fazem uso crônico de antipsicóticos 

típicos (ANDREASSEN; JØRGENSEN, 2000; BERGMAN et al., 2017). 

Recentemente, dados da literatura demonstraram que, mesmo os antipsicóticos 

atípicos causam DT, embora com uma prevalência menor do que os típicos 
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(CITROME, 2017; D'ABREU; AKBAR; FRIEDMAN, 2018). Muitas vezes esses 

sintomas tornam-se irreversíveis mesmo com a suspensão do tratamento (KANE, 

1995; STAHL, 2014). 

Vários modelos animais vêm sendo utilizados no estudo da DT, dentre eles o 

modelo de DT induzida por haloperidol (ARAÚJO et al., 2017; DHINGRA; 

GOSWAMI; GAHALAIN, 2017; SONEGO et al., 2018). A DT induzida por haloperidol 

tem sua patofisiologia relacionada à hipersensibilidade dopaminérgica, ocasionando 

um aumento de receptores dopaminérgicos do tipo D2 e consequentemente, o 

aparecimento dos efeitos adversos extrapiramidais (STAHL, 2014). Pelo fato de não 

existir uma terapia efetiva para amenizar os sintomas da discinesia, acredita-se que 

o desenvolvimento da DT é consequência do efeito neurotóxico mediado pelo 

haloperidol, estando relacionada ao estresse oxidativo, devido aos radicais livres 

gerados do metabolismo da dopamina e do aumento da transmissão glutamatérgica 

por bloqueio dos receptores dopaminérgicos (BURGER et al., 2005; FACHINETTO 

et al., 2005; PEROZA et al., 2013; SONEGO et al., 2018). Sendo assim, substâncias 

com potencial antioxidante poderiam ser benéficas para atenuar os sintomas da 

doença (LISTER et al., 2014; SAMAD; HALEEM, 2017). 

Atualmente, os estudos estão voltando-se para a busca de compostos 

naturais, que apresentem baixo potencial toxicológico, como a silimarina/silibinina 

(SALLER; MEIER; BRIGNOLI, 2001), para o tratamento e/ou prevenção de 

patologias do sistema nervoso central (SNC), (BUSANELLO et al., 2011; CRAGG; 

NEWMAN, 2013; RECKZIEGEL et al., 2013; NADE; KAWALE; YADAV, 2010), uma 

vez que, desde as civilizações mais antigas, busca-se na natureza a cura e 

tratamento de doenças (ANDRADE et al., 2007). A literatura tem demonstrado que 

diversos antioxidantes naturais podem minimizar os movimentos involuntários 

induzidos em animais experimentais (BUSANELLO et al., 2012; PEROZA et al., 

2013; RECKZIEGEL et al., 2013). 

Dessa forma, a silimarina, também conhecida como cardo-mariano ou cardo 

de leite (de FREITAS, et al 2018;CHOI et al., 2012), é um flavonóide isolado das 

sementes do fruto da planta Silybum marianum (L.) Gaerth, planta pertencente à 

família Asteraceae (MORAZZONI; BOMBARDELLI, 1995; SVOBODOVÁ et al., 

2016), popularmente utilizada a mais de dois mil anos no tratamento de doenças 

hepáticas de diferentes origens, principalmente em doenças relacionadas ao 

consumo de álcool e distúrbios do trato gastrointestinais (KREN; WALTEROVA, 



15 

2005;RAINONE, 2005), devido ás suas propriedades antiinflamatórias, antioxidantes 

e de regeneração tecidual (HADDADI et al., 2014; PÉREZ-H et al., 2014; 

SRIVASTANA et al., 1994). A silimarina também possui propriedade neuroprotetoras 

(FERNANDES et al., 2018; FREITAS et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2015b), devido 

sua capacidade de inibir o estresse oxidativo (BORAH, 2013; GALHARDI et al., 

2009), acreditando-se assim que essa propriedade é atribuída a seu principal 

constituinte ativo, a silibinina (LEE et al., 2015; NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007), 

uma vez que ela constitui cerca de 50% dos compostos polifenólicos que compõem 

a silimarina (HACKETT et al., 2013). Dessa maneira, a silibinina poderia apresentar 

resultados promissores na prevenção da discinesia orofacial (DO), uma vez que há 

estudos constatando sua capacidade de reduzir o déficit motor e diminuir a perda da 

dopamina nos neurônios dopaminérgicos (LEE et al., 2015).  

Sendo assim, nesse estudo, investigamos o efeito da silibinina nos sintomas 

da discinesia a fim de verificar se a silibinina poderia auxiliar no tratamento e/ou 

prevenção das alterações motora induzidas por haloperidol em um modelo de 

discinesia orofacial em camundongos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 ESQUIZOFRENIA 

 

A esquizofrenia consiste em uma doença crônica e debilitante, que afeta 21 

milhões de pessoas no mundo todo (OMS, 2018), cerca de 1% da população 

mundial (MENDELSON; EATON, 2018). Essa patologia foi caracterizada no final do 

século XIX por psiquiatras como Emil Kraepelin e Eugen Bleuler, criador do termo 

“esquizofrenia” (MAATZ; HOFF, 2014; MAATZ; HOFF; ANGST, 2015). Do grego, 

esquizofrenia significa: schizo= dividir e phrenia= mente, dividir a mente (MAATZ; 

HOFF, 2014).  

Os primeiros sintomas surgem na adolescência ou no início da fase adulta 

(GANGULY; SOLIMAN; MOUSTAFA, 2018; MENDELSON; EATON, 2018), sendo 

um distúrbio psiquiátrico de difícil diagnóstico, pois, seus estágios iniciais 

assemelham-se com o transtorno bipolar e a depressão (KRYNICKI et al., 2018; 

MENDELSON; EATON, 2018; SIRIS et al., 1988). Para o diagnóstico da 

esquizofrenia, leva-se em consideração o histórico clínico e exames mentais do 

paciente, com base nos critérios de Classificação Internacional de Doenças 10º 

revisão (CID-10) e no Manual Estatístico e Diagnóstico de Transtornos Mentais 5ª 

edição (DSM-V) (CORNETT et al., 2017; DOLD et al., 2015).  

A esquizofrenia ainda não tem sua etiologia bem descrita (ATTADEMO; 

BERNARDINI, 2017; BORÇOI et al., 2015), porém existem algumas hipóteses sobre 

sua origem. Entre elas destacam-se poluição ambiental, hereditariedade, mutações 

genéticas (polimorfismos), drogas de abuso (cocaína e anfetaminas), complicações 

obstétricas (prematuridade, controle de peso, idade de mãe, hipóxia), falta de 

vitamina D durante o período pré-natal, infecções (toxoplasmose, rubéola, influenza) 

(ATTADEMO; BERNARDINI, 2017; BORÇOI et al., 2015; CANNON et al., 2002; 

KAMEDA et al.,2013; KELLY et al., 2010; MCGRATH, 1999; OWEN; SAWA; 

MORTENSEN, 2016; TORREY; YOLKEN, 1995). 

Porém, a hipótese mais aceita e estudada para a sua etiologia é a hipótese 

dopaminérgica (STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018), a qual é a base para o 

tratamento da esquizofrenia (LAU et al., 2013). Ela descreve o papel da dopamina 

em diferentes regiões do cérebro (STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018). Segundo 

Carlsson e Lindqvist (1963), essa hipótese foi proposta pela primeira vez na década 
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de 1960 quando foi observado que a clorpromazina amenizava os sintomas positivos 

da doença ao bloquear os receptores de dopamina. Combinado com a descoberta 

de que a anfetamina produz psicose ao aumentar os níveis sinápticos de dopamina, 

foi proposto que ocorre um aumento excessivo da neurotransmissão dopaminérgica, 

podendo então, ser um dos motivos da esquizofrenia (STEPNICKI; KONDEJ; 

KACZOR, 2018).  

Segundo Stahl, (2014) e Dold et al. (2015) existem quatro vias 

dopaminérgicas, que podem explicar tanto os efeitos terapêuticos quanto os efeitos 

adversos dos fármacos, conforme ilustrado na Figura1, (a) Via Nigroestriatal 

(responsável pelos efeitos extrapiramidais, controla os movimentos), que projeta-se 

da substância negra para os gânglios da base; (b) Via Mesolímbica (responsável por 

pensamentos e humor, assim como sensações de prazer), que se projeta da área 

tegmentar ventral para o núcleo accumbens; (c) Via Mesocortical (responsável pela 

memória e déficits cognitivos), que também se projeta da área tegmentar vental para 

o cortex; (d) Via Tuberoinfundibular (responsável pela liberação de prolactina), a 

qual se projeta do hipotálamo para a glândula pituitária. 

 

Figura 1 – Vias dopaminérgicas 

 
 
Fonte: Adaptado de Stahl (2014). 
Legenda: (a) Via Dopaminérgica Nigroestriatal (b) Via Dopaminérgica Mesolimbica (c) Via 
Dopaminergica Mesocortical (d) Via Dopaminérgica Tuberoinfundibular. 
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De acordo com a hipótese dopaminérgica, a dopamina estaria em excesso na 

via mesolímbica, e em pouca quantidade na via mesocortical (LAU et al., 2013; 

STAHL, 2014; STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018). Dessa forma, foi hipotetizado 

que os sintomas positivos da esquizofrenia são resultados da hiperestimulação dos 

receptores D2 da via mesolímbica (DAVIS et al., 1991; LAU et al., 2013) os quais, 

são caracterizados por alucinações, ilusões, delírios (MUESER; MCGURK, 2004; 

SACHDEV, 2000). Enquanto os sintomas negativos e déficits cognitivos são devido 

à hipoestimulação dos receptores D1 na via mesocortical causada pela redução de 

dopamina (DAVIS et al., 1991; LAU et al., 2013) os quais, são caracterizados por 

isolamento social, embotamento afetivo e anedonia (ANDREASEN, 1982; KRYNICKI 

et al., 2018; MUESER; MCGURK,2004). Os déficits cognitivos que também resultam 

da hipoestimulação da via mesocortical, são caracterizados por falta de atenção e 

dificuldade de aprendizado (MUESER; MCGURK, 2004; NUECHTERLEIN et al., 

2004). 

 

2.1.1 Tratamento 

 

Os antipsicóticos são a principal classe de fármacos utilizada para tratar a 

esquizofrenia (REY, 2016). Segundo Stahl (2014), os primeiros antipsicóticos foram 

descobertos na década de 1950, quando a clorpromazina (fármaco que apresenta 

características anti-histamínicas) demonstrou efeitos antipsicóticos, em pacientes 

esquizofrênicos. Já na década de 1970, os antipsicóticos passaram a apresentar 

como principal característica farmacológica o bloqueio dos receptores D2 de 

dopamina. 

Atualmente, existem duas classes de fármacos antipsicóticos, os 

antipsicóticos de Primeira Geração (ou Típicos) e de Segunda Geração (ou Atípicos) 

(STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018). O mecanismo comum dos antipsicóticos 

consiste no bloqueio dos receptores D2 de dopamina, mesmo que em proporções 

diferentes (LUEDTKE et al.,2015). Os antipsicóticos de primeira geração ou típicos 

foram desenvolvidos a partir da hipótese dopaminérgica (MEYER, 2012) e fazem o 

bloqueio completo dos receptores D2 de dopamina mostrando-se eficazes no 

controle dos sintomas positivos (AMATO; VERNON; PAPALEO, 2018), onde 

atualmente os principais representantes utilizados da classe são o haloperidol e a 

clorpromazina (SANTILLÁN-URQUIZA et al., 2018).  

javascript:ShowAffiliation('0','5')
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Os antipsicóticos de segunda geração ou atípicos, desenvolvidos na década 

de 1990 (MILLER et al., 2007; ROSENHECK, 2007), antagonizam os receptores de 

serotonina, enquanto bloqueiam os receptores de D2, menos potentemente do que 

os antipsicóticos típicos, tornando-os eficazes tanto no controle dos sintomas 

positivos como nos sintomas negativos da esquizofrenia (AMATO; VERNON; 

PAPALEO, 2018), alguns dos representantes desta classe são clozapina, 

olanzapina, ziprasidona, quetiapina, aripiprazol, risperidona, (STAHL, 2014). 

Segundo a portaria SAS/MS nº 364, no Brasil, o tratamento recomendado, seria a 

base dos seguintes fármacos: Risperidona, Quetiapina, Ziprasidona, Olanzapina, 

Clozapina (antipsicótipos de segunda geração), Clorpromazina e Haloperidol 

(antipsicóticos de primeira geração).  

O Haloperidol por sua vez, é o fármaco antipsicótico mais utilizado para tratar 

a esquizofrenia (DOLD et al., 2015; LOHSE; MÜLLER-OERLINGHAUSEN, 2009). 

Por esse motivo, o haloperidol consta na lista dos medicamentos essenciais da OMS 

(OMS, 2009), sendo que em 2008, foi prescrito para mais de 2.48 milhões de 

pessoas (ALEXANDER et al., 2011). A primeira síntese do haloperidol ocorreu no 

final da década de 1950, no laboratório do Dr. Paul Janssen, na Janssen 

Pharmaceutica, na Bélgica (TYLER; ZALDIVAR-DIEZ; HAGGARTY, 2017). 

Pertencente à primeira geração dos antipsicóticos, o haloperidol é quimicamente 

classificado como uma butirofenona. Sua meia-vida é de 15 a 37 horas, enquanto 

sua biodisponibilidade é de 60% a 70% (KUDO; ISHIZAKI, 1999).  

Além de sua utilização como antipsicótico, o haloperidol, também pode ser 

utilizado para o tratamento de náuseas, vômitos, enxaquecas, transtorno obsessivo- 

compulsivo (TOC) e soluços (GAFFIGAN et al., 2015; MCDOUGLE et al., 1994; 

MURRAY-BROWN; DORMAN, 2015). Além disso, também pode ser empregado em 

associação com outros fármacos, ou em modo off- label, para tratar sintomas de 

ansiedade, depressão, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) 

(ALEXANDER et al., 2011). 

O haloperidol é altamente eficaz no controle dos sintomas positivos da 

esquizofrenia, mas também é responsável por causar efeitos extrapiramidais 

(transtorno de movimento), como o parkinsonismo, no tratamento agudo (CERETTA 

et al., 2018; DOLD et al., 2015; MIKSYS et al., 2017; SCHAFFER et al., 2016) e a 

discinesia tardia, com o tratamento crônico (FACHINETTO et al., 2007b; 

FACHINETTO et al., 2005; LISTER et al., 2017; SOUZA et al., 2003). 
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2.2 DISCINESIA TARDIA 

 

Segundo Meyer (2012), para um antipsicótico típico apresentar efeito 

terapêutico, ele deve bloquear de 60%-75% dos receptores D2 de dopamina, mas, 

bloqueando mais de 78% desses mesmos receptores, originam-se os efeitos 

extrapiramidais. Enquanto isso, os antipsicóticos atípicos, bloqueiam em maior 

porcentagem os receptores serotoninérgicos (75%-99%), ao invés dos receptores 

dopaminérgicos, provocando assim menores chances de desenvolver os efeitos 

extrapiramidais (TURRONE et al., 2003). 

Já segundo Rey (2016), efeitos extrapiramidais, são transtornos de 

movimento que ocorrem na via nigroestriatal, devido a um desequilíbrio entre os 

receptores dopaminérgicos e os receptores colinérgicos, uma vez que os receptores 

dopaminérgicos encontram-se bloqueados, gerando assim um excesso de atividade 

colinérgica, e dessa forma, resultando nos efeitos extrapiramidais (distonias, 

Parkinsonismo, acatisia e discinesia tardia) (CAROFF et al., 2011; TURRONE et al., 

2003).  

A DT é uma doença iatrogênica e sua fisiopatologia ainda não é 

completamente compreendida. Entretanto, a hipótese do mecanismo envolvido mais 

aceito, é o da hipersensibilização e aumento do número dos receptores D2 de 

dopamina principalmente na via nigrostriatal, na tentativa de superar o bloqueio dos 

receptores D2 induzido por antipsicóticos no estriado por tempo prolongado (STAHL, 

2014; TURRONE et al., 2003). A DT consiste em movimentos involuntários, 

repetitivos e anormais principalmente da região orofacial, músculos dos lábios, 

língua, pálpebras, que também pode afetar o tronco, ocasionando movimentos 

rápidos dos membros inferiores e superiores (CASEY, 1985). 

A DT aparece em torno de 20-40% (1 em cada 4) (SOLMI et al., 2018) das 

pessoas que fazem uso crônico de antipsicóticos típicos (ANDREASSEN; 

JØRGENSEN, 2000). Esses sintomas surgem meses ou anos após o início do 

tratamento com o fármaco (REY, 2016), e muitas vezes tornam-se irreversíveis 

mesmo com a suspensão do tratamento (KANE, 1995; REY, 2016), o que acaba 

afetando a qualidade de vida das pessoas, uma vez que, pode dificultar a fala, a 

respiração e a alimentação (CAROFF; CAMPBELL, 2016). 

Com a utilização crônica dos antipsicóticos, principalmente os de primeira 

geração ou típicos, como, haloperidol e flufenazina, é possível o estudo da 
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discinesia orofacial em roedores a qual apresenta similaridade com a DT 

(ANDREASSEN; JØRGENSEN, 2000; BUSANELLO et al., 2017; BUSANELLO et 

al., 2011; CERETTA et al., 2018; FACHINETTO et al., 2007b; PEROZA et al., 2013; 

PEROZA et al., 2016; SCHAFFER et al., 2016). 

Em roedores, antipsicóticos, como o haloperidol, causam a discinesia 

orofacial, caracterizada por movimentos anormais, os chamados movimentos de 

mascar no vazio, do inglês vacuous chewing movements (VCMs) (BUSANELLO et 

al., 2017; CERETTA et al., 2018; FACHINETTO et al., 2007a; PEROZA et al., 2013; 

RÖPKE et al., 2014), a qual é uma síndrome análoga a que ocorre em humanos 

(ANDREASSEN; JØRGENSEN, 2000; RANA; CHAUDRY; BLANCHET, 2013).  

Em 2017, a Food and Drugs Administration (FDA), órgão americano que 

regula serviços de saúde nos Estados Unidos, aprovou a comercialização de dois 

novos medicamentos no tratamento da DT, a Valbenazina e a Deutetrabenazina, 

inibidores seletivos do transportador vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT-2). 

Estudos com estes fármacos demonstraram que eles possuem capacidade de 

reduzir a DT, mas causam efeitos adversos como, problemas cardíacos e sonolência 

(CITROME, 2017; CITROME, 2018; DAVIS et al., 2017; GRIGORIADIS et al., 2017). 

No Brasil, não existem fármacos específicos aprovados pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para tratar a DT. Dessa forma, são 

recomendadas outras estratégias farmacológicas na tentativa de redução desses 

sintomas como, aumento da dose ou suspensão da utilização do fármaco, assim 

como a utilização de agentes anticolinérgicos (biperideno) ou agentes Gabaérgicos 

(baclofeno e benzodiazepínicos), podem amenizar esses sintomas (LIN; ONDO, 

2018; MEYER, 2012; STAHL, 2014).  

 

2.3 DISCINESIA TARDIA E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Evidências demonstram que a utilização de antipsicóticos pode levar ao 

estresse oxidativo (EO), devido à geração excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e radicais livres (ABÍLIO et al., 2004; AKINTUNDE; ABUBAKAR, 

2017; BUSANELLO et al., 2017; LISTER et al., 2014; PEROZA et al., 2013; 

SCHAFFER et al., 2016). A concentração celular de pró-oxidantes e antioxidantes 

deve estar em equilíbrio no organismo para que não haja o chamado estresse 

oxidativo (KOHEN; NYSKA, 2002; PEROZA et al., 2013). 
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Dessa forma, um ambiente pró-oxidante, proporcionaria a presença de 

radicais livres como, íons superóxido (O2
─), óxido nítrico (NO-) e radical hidroxila 

(OH-), além de outras espécies moleculares como peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

peroxinitrito (ONOO─) (WU; KOSTEN; ZHANG, 2013; BANSAL; SINGH, 2017), 

produzindo assim, danos celulares favorecendo a peroxidação lipídica (PL), 

oxidação de proteínas e, consequentemente, a morte celular neuronal. O tecido 

cerebral é altamente suscetível ao estresse oxidativo, principalmente os neurônios 

dopaminérgicos, devido ao seu alto consumo de oxigênio e seus mecanismos de 

defesa antioxidante serem insuficientes (BANSAL; SINGH, 2017; FLOYD, 1999; 

HADDADI et al., 2014), especialmente na região do estriado e substância negra, que 

estão envolvidas na função motora (BRAVO; NASSIF, 2006; LISTER et al., 2014; 

MARTELLI; NUNES, 2014). 

A presença desses radicais livres pode estar envolvida no processo de 

desenvolvimento da DT (SAMAD; HALEEM 2017; SOUNG et al., 2018; WU; 

KOSTEN; ZHANG, 2013). Segundo Lister et al. (2014), devido à região estriatal ser 

rica em dopamina, um antipsicótico ao bloquear os receptores de dopamina por 

tempo prolongado, promoveria um aumento compensatório de síntese de dopamina. 

Este excesso de dopamina, ao ser auto-oxidado, proporcionaria a formação de 

ânions como, O2
- e OH-, que interagiriam com o oxigênio e os lipídios presentes nas 

células, ocasionando dano tecidual, morte celular (por necrose ou apoptose), e 

assim deixando a pessoas mais suscetíveis a DT e consequentemente seus efeitos 

extrapiramidais (BRAVO, NASSIF, 2006; FLATOW; BUCKLEY; MILLER, 2013; 

MARTELLI; NUNES, 2014; MERRILL; LYON; MATIACO, 2013; ZHANG; YAO, 

2013).  

De particular importância, a silimarina apresenta características antioxidantes 

devido à capacidade de prevenção da formação de radicais livres, através da 

eliminação de ERO, inibição da PL e aumento dos níveis de glutationa reduzida 

(GSH) (ABENAVOLI et al., 2018; NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007). Dados da 

literatura demonstraram que a silimarina poderia ser útil para a prevenção e 

tratamento de doenças neurodegenerativas associadas ao envelhecimento, assim 

como melhorar as respostas fisiológicas a ERO nas células neurais (GALHARDI et 

al., 2009). Assim, como em Nencini, Giorgi e Micheli, (2007), a silimarina apresentou 

sua capacidade de prevenir a PL e restabelecer os níveis de GSH. 
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Estudos in vitro realizados por Oliveira et al. (2015b), sugerem que os efeitos 

neuroprotetores da silimarina podem envolver efeitos modulatórios na atividade da 

Monoaminoxidase (MAO) e sódio/potássio ATPase (Na+/K+-ATPase) (proteína 

encontrada na membrana celular, sensível a ação redox), além de diminuir os níveis 

de TBARS, evitar a perda de atividade da catalase (CAT) e dos tióis. Nos 

experimentos in vitro realizados por Chtourou et al., (2011), foi constatado que a 

silimarina melhorou os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), superóxido dismutase (SOD), CAT, glutationa peroxidase (GPx), e a 

carbonilação de proteínas, além de atenuar os níveis de Na+/K+-ATPase em 

comparação com as células expostas ao manganês. Já em Song et al., (2006), foi 

observado os efeitos da silimarina na hepatotoxicidade causada por uso agudo do 

etanol, através de análises de TBARS e GSH. A silimarina atenuou os níveis de 

TBARS, e também atenuou a redução dos níveis de GSH hepático, demonstrando-

se assim um hepatoprotetor.  

Lee et al. (2015), demonstrou que o pré tratamento com a silibinina em baixas 

concentrações (1 e 10 mg/kg), não preveniu a perda de neurônios dopaminérgicos 

em camundongos tratados com 1-metil-4-fenilpiridina (MPP), forma metabolizada do 

1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), em um teste realizado por 2 ', 7'-

diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). Outro estudo com administração de MPP, 

realizado por GEED et al., (2014), demonstrou que os níveis de TBARS e SOD 

foram atenuados com o tratamento de silibinina (200 mg/kg).  

Embora modelos experimentais demonstrem o efeito promissor da silimarina, 

pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos nestes efeitos. Diversos estudos 

têm demonstrado que o tratamento com substâncias antioxidantes pode atenuar os 

resultados de EO, assim como um possível desenvolvimento de DT (BURGER et al., 

2005; BURGUER et al., 2003; COLPO et al., 2007; KRONBAUER et al., 2017; 

KRONBAUER et al., 2015; THAAKUR; HIMABINDHU, 2009). 

Além da silimarina/ silibinina, outros antioxidantes foram testados em modelo 

redox, sendo que alguns foram capazes de atenuar, aumentar ou reduzir os níveis 

dos marcadores de EO analisados, de forma parcial ou total como: Vitaminas do 

complexo B (B1, B6 e B12), Bauhinia forficata, ácido lipóico, ácido alfa- lipóico, 

ômega-3, L-teanina, hesperetina, óleo de farelo de arroz, Harpagophytum 

procumbens, licopeno e canabidiol (ARAÚJO et al., 2016; DATTA et al., 2016; 

DHINGRA; GOSWAMI; GAHALAIN, 2017; LISTER et al., 2017; MÂCEDO et al., 
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2011; PEROZA et al., 2013; SCHAFFER et al., 2013; SCHAFFER et al., 2016; 

SONEGO et al., 2018; SOUNG et al., 2018). 

Por exemplo, em um estudo apresentado por Peroza et al., (2013), foi testada 

a Bauhinia forficata (250 a 300mg/kg/ dia) em ratos tratados com haloperidol (38 

mg/kg) durante 28 dias. A Bauhinia forficata além de prevenir parcialmente os 

MMVs, impediu a PL, através de uma diminuição dos níveis de TBARS.  

Assim como, Samad e Haleem, (2017), demonstraram que o óleo de farelo de 

arroz (0,4 mL/kg, durante 15 dias) em ratos tratados com 0,2 mg/kg por dia de 

haloperidol durante 5 semanas, foi capaz de reduzir os níveis de TBARS, aumentar 

os níveis da SOD e de GPx, também houve um aumento da atividade da CAT. 

Em contra partida, outros antioxidantes como, ácido gálico, Valeriana 

officinalis, disseleneto de difenila, não foram capaz de alterar os parâmetros de EO 

analisados (FACHINETTO et al., 2007a; FACHINETTO et al., 2007b; PEREIRA et 

al., 2011; RECKZIEGEL et al., 2013). Fachinetto et al. (2007b), testou a Valeriana 

officinalis (200-250 mg/ kg/ dia) em ratos tratados com haloperidol (38 mg/kg) por 12 

semanas a cada 28 dias, não foi observada alterações dos níveis de oxidação da 

DCFH-DA, TBARS, carbonilação de proteínas e atividade da SOD.  

 

2.4 SILIBININA 

 

Neste contexto, é de extrema importância o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que 

precisam utilizar antipsicóticos, a fim de evitar o desenvolvimento da DT. Assim, a 

silimarina, conhecida no Brasil como cardo-mariano ou cardo de leite (CHOI et al., 

2012; MARRAZZO et al., 2011), conforme Figura 2, um flavonóide isolado pela 

primeira vez em 1968 das sementes da planta Silybum marianum (L.) Gaertn, 

pertencente à família Asteraceae, nativa do Mediterrâneo e naturalizada na Europa, 

América do Sul, Austrália e regiões da Ásia (MORAZZONI; BOMBARDELLI, 1995; 

NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007; WAGNER; HÖRHAMMER; MÜNSTER, 1968). 
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Figura 2 – Silimarina (Silybum marianum L. Gaernt.) 

 
 
Fonte: Adaptado de Bijak (2017). 

 

A silimarina vem sendo utilizada por possuir propriedades antiinflamatórias, 

antioxidantes e de regeneração celular (FREITAS et al., 2018; HADDADI et al., 

2014; PÉREZ-H. et al. 2014), no tratamento de doenças hepáticas, principalmente 

por danos causados pelo consumo de álcool, como intoxicação hepática e cirrose 

hepática, além de, distúrbios do trato gastrointestinais e hepatites virais 

(ABENAVOLI et al., 2018;GALHARDI et al., 2009; MANDEGARY et al., 2013; 

NENCINI; GIORGI; MICHELI, 2007; REDDY et al., 2017; ROMANUCCI; DI FABIO; 

ZARRELLI, 2019; VALENZUELA; GUERRA, 1985). Não há relatos sobre efeitos 

tóxicos em humanos ou animais em doses elevadas (SALLER; MEIER; BRIGNOLI, 

2001), foi verificado que a silimarina pode inibir a produção de leucotrienos, 

possível explicação do seu efeito antiinflamatório e sua ação antibiótica 

(OLIVEIRA et al., 2015; ROMANUCCI; DI FABIO; ZARRELLI, 2019). 

Dados da literatura sugerem a utilização da silimarina para reverter os 

sintomas característicos da Doença de Parkinson, devido à descoberta de suas 

atividades neuroprotetoras contra ação de radicais livres (HADDADI et al., 2015). 

Dessa forma, é capaz de proteger os neurônios dopaminérgicos (BORAH et al., 

2013; HADDADI et al., 2014; HADDADI et al.,2015; PÉREZ- H. et al., 2014), sendo 

que esta ação é atribuída a sua constituinte principal, a silibinina (LEE et al. 2015). 

A silimarina é constituída por compostos polifenólicos, sendo a silibinina seu 

constituinte majoritário, correspondendo a 50% dos compostos, 20% de silicristina, 

10% de silianina, 5% de isosilibina e o restante são formados por um composto 
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orgânico não identificado (COMELLI et al., 2007; ZHOLOBENKO; MODRIANSKY; 

2014). A silibinina é constituída pelos diasteroisômeros A e B (ZHOLOBENKO; 

MODRIANSKY; 2014), conforme ilustrado na Figura 3. 

 

Figura 3 – Diasteroisômeros da Silibinina 

 

 
Fonte: Adaptado de Zholobenko e Modriansky (2014). 

 

A silibinina ao ser administrada por via oral, é rapidamente absorvida no 

estômago (com um t máx cerca de 2-4 horas e t½ de 6 horas) sofrendo 

biotransformação de I e II ordem. Sua meia-vida de eliminação é de 

aproximadamente 6h, sendo que, 3-8% da silibinina administrada por via oral é 

excretada de forma inalterada pela urina (BIJAK, 2017; JAVED; KOHLI; ALI, 2011; 

SALLER et al., 2008; WEN et al., 2008). 

A biodisponibilidade da silibina no trato gastrointestinal depende de vários 

fatores, como, a concentração da preparação e a presença de substâncias 

solubilizantes, uma vez que, a silibinina apresenta baixa solubilidade em água 

(VOINOVICH et al., 2009), sendo que sua absorção pelo trato gastrointestinal 

varia de 20-50% (JAVED; KOHLI; ALI, 2011). Entretanto, a biodisponibilidade da 

silibinina/ silimarina no cérebro ainda não é conhecida (BORAH et al., 2013).  
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Em diferentes modelos experimentais, a silibinina vem apresentando efeito 

neuroprotetor, como demonstrado por Geed et al. (2014), onde foram utilizados ratos 

machos, os quais receberam uma única injeção de MPP + (modelo de indução do 

parkinsonismo) e foram pré-tratados com silibinina (50, 100 e 200 mg/kg). A 

silibinina, principalmente nas doses de 100 e 200 mg/kg, atenuou os déficits motores 

causados pela injeção de MPP+ quando comparados com os grupos controle.  

A administração de silibinina nas doses de 100 e 200 mg/kg por mais de 2 

semanas preveniu a perda de memória induzida por estreptozotocina ou 

lipopolissacarídeo (JOSHI et al., 2014; TOTA et al., 2011). Em um estudo realizado 

por Wang et al., (2011), foi sugerido que o tratamento repetido com silibinina (50 mg/ 

kg) durante 6 semanas atenuou a senescência induzida pela D-galactose em 

animais. Entretanto, ainda não existem evidências na literatura sobre o efeito da 

silibinina em modelo experimental de indução de discinesia orofacial por haloperidol.  

Embora modelos experimentais demonstrem o efeito promissor da silibinina, 

pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos nestas respostas. Dessa forma, 

nossa pesquisa visa estudar possíveis efeitos da silibinina, uma vez que, estudos de 

substâncias naturais e desprovidos de efeitos tóxicos significativos devem ser 

realizados em modelos de DT na tentativa de encontrar substâncias efetivas no 

tratamento, mesmo que de forma adjuvante, desta alteração motora incapacitante. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo deste estudo é investigar os efeitos da silibinina em um modelo de 

discinesia orofacial induzido por haloperidol em camundongos.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Em camundongos tratados com haloperidol e/ ou silibinina.  

→ Avaliar o efeito da silibinina sobre os movimentos de mascar no vazio 

induzidos por haloperidol; 

→ Avaliar as possíveis alterações motoras através de avaliações 

comportamentais (atividades locomotoras e exploratória, tempo de 

imobilidade); 

→ Investigar se as alterações motoras estão associadas a parâmetros de 

estresse oxidativo (tiol total, tiol não- protéico e Na+K+-ATPase), no córtex, 

estriado e na região contendo a substância negra; 

→ Investigar possíveis alterações nos marcadores de estresse oxidativo (tiol 

total, tiol não- protéico e TBARS) causados pela silibinina e haloperidol no 

fígado e nos rins. 
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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 Bibliográficas, 

encontram-se no próprio manuscrito. O próprio manuscrito está disposto na forma 

como está submetido para publicação na revista Pharmacology, Biochemistry and 

Behavior.  
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5 MANUSCRITO – EFFECTS OF SILIBININ ON HALOPERIDOL-INDUCED 

OROFACIAL DYSKINESIA IN MICE 
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ABSTRACT 

Haloperidol is an antipsychotic commonly used to treat schizophrenia, but its long-term use 

causes involuntary motor alterations such as tardive dyskinesia in humans. There are few 

alternatives to minimize the motor symptoms with low success. Therefore, we investigated 

the effect of silibinin, the major component of silymarin, product isolated from seeds Silybum 

marianum, which is suggested to reduce the motor alterations in Parkinson’s disease model, 

in mice treated with haloperidol. Male mice were treated with vehicle (0.9% NaCl), 

haloperidol (1.25 mg/kg, i.p.), silibinin (20 mg/kg, i.p.) and haloperidol (1.25 mg/kg) + 

silibinin (20 mg/kg), intraperitoneally for 28 consecutive days. Behavioral quantifications 

(vacuous chewing movements-VCMs, number of crossings and rearings in the open field and 

time of immobility) were performed each 7 or 14 days during the experimental period. The 

biochemical parameters of oxidative stress were evaluated in brain structures (cortex, striatum 

and the region containing the substantia nigra), liver and kidney. Haloperidol increased the 

prevalence and frequency of VCMs without alterating other behavioral parameters evaluated. 

We found negative correlations between number of crossings or rearings with VCMs and a 

positive correlation between the time of immobility and VCMs. Silibinin did not modify the 

effects of haloperidol on behavioral parameters, and, neither haloperidol not silibinin 

modulated oxidative stress parameters. A positive correlation was found between the number 

of VCMs and the non-protein thiol content in cortex of mice. In conclusion, our data 

demonstrates that in mice also it is possible to verify the increase in the frequency of VCMs 

in a percentage of animals mimicking the clinic, since they are not all that develop the OD. 

Furthermore, besides silibinin did not avoid the VCMs in mice its combined treatment with 

haloperidol seems not cause signals of oxidative stress markers in animals. 

 

Key-words: Vacuous chewing movements, open field, immobility, oxidative stress 
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INTRODUCTION 

Schizophrenia is a psychiatric disorder that affects millions of people worldwide (Wu 

et al., 2013). The haloperidol is a classical antipsychotic used for the treatment of psychiatric 

disorders, such as schizophrenia (Seeman, 2010; Tarsy et al., 2011; Ibrahim and Tamminga, 

2011). Its main pharmacological action involves the blockade of D2-type dopamine receptors 

(Creese et al., 1976). However, chronic use of antipsychotics, as haloperidol, may lead to the 

development of extrapyramidal effects, such as tardive dyskinesia (TD) in 20-40% of patients 

increasing this prevalence with age (Andreassen and Jorgensen, 2000). TD is characterized by 

repetitive involuntary movements mainly involving the orofacial region, and sometimes the 

musculature of the trunk and upper limbs that appear during antipsychotic treatment or after 

withdrawal of the antipsychotic (Andreassen and Jorgensen, 2000; Lister et al., 2014; Correll 

and Schenk, 2008; Peluso et al., 2012; Tarsy et al., 2011; Woods et al., 2010; Kane, 1995).  

In rodent models, occurs orofacial dyskinesia (OD) an analogous syndrome that occurs 

in humans (Schaffer et al., 2016; Lister et al., 2014; Röpke et al., 2014; Turrone et al., 2003) 

which is characterized by vacuous chewing movements (VCMs) (Lister et al., 2017; Turrone 

et al., 2003). The main clinical problem involving TD is that it may become irreversible in 

most cases (Casey, 1985; Jeste, 1979; Hashimoto et al., 1998) and forms of effective 

treatments, are still unknown (Andreassen et al., 2003; Lohr et al., 2003), due to the lack of 

clarity of its pathophysiological mechanism. 

Natural products with antioxidant and other pharmacological properties have been 

investigated to prevent motor alterations. Silymarin is isolated from the seeds of the Silybum 

marianum, and silibinin, a flavonoid, is the major component of silymarin whose 

pharmacological potential has been attributed to it (Morazzoni and Bombadelli, 1995). 

Sylimarin presented anti-inflammatory, antioxidant and neuroprotective properties (de Freitas 

et al., 2018; de Oliveira et al., 2015b; Haddadi et al., 2014; Pérez- H et al., 2014; Nencini et 

al., 2007), and it is popularly used in the treatment of liver diseases (Mandegary et al., 2013; 

Nencini et al., 2007; Reddy et al., 2017), since there are no reports of toxic effects in humans 

or animals at high doses (Saller et al., 2001). Studies have shown that silibinin reduces motor 

deficit and decreases dopamine loss in dopaminergic neurons (Lee et al., 2015). However, 

there are no data showing the effect of silibinin in motor alterations caused by antipsychotics. 

In this study we investigated the effect of silibinin in an OD model induced by haloperidol in 

mice, in a tentative to find an effective treatment, even if adjuvant, for this debilitating motor 

disease. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animals 

Forty male Albino Swiss mice (2 months old, weighing 20-35 g) were obtained from the 

central laboratory of experimentation of the Federal University of Santa Maria. Animals were 

acclimatized during at least 7 days and maintained during all the experimental period in the 

experimental room of the Department of Physiology and Pharmacology. The room has the 

controlled temperature (22 ± 3°C) and light / dark cycle of 12 hours (beginning the clear cycle 

at 7:00 am) and the animals were housed in polycarbonate cages (5 animals per cage), with 

free access to water and food. 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 Committee for Ethics in Animal Use (CEUA) of the Federal 

University of Santa Maria under the number 139/2014. Every effort was made to reduce the 

number of animals used and minimize your suffering. 

 

Drugs 

Silibinin was obtained from Sigma-Aldrich (São Paulo, Brazil) and administered at a dose of 

20 mg/kg (Marrazzo et al., 2011). Haloperidol (Teuto, Brazil) was obtained in commercial 

pharmacy and administered at the dose of 1.25 mg/kg (Éthier et al., 2004). All drug solutions 

were prepared in physiological saline (0.9% NaCl, vehicle) before administration and were 

administered intraperitoneally (i.p.) with a constant volume of 5 mL/kg body weight each, for 

28 days.  

 

Experimental design and treatment 

Initially, the mice were randomly divided into four experimental groups with 10 animals each: 

control (which receive two i.p. administrations of 0.9% NaCl, n=9), silibinin (0.9% NaCl and 

silibinin 20 mg/kg), haloperidol (0.9% NaCl and haloperidol 1.25 mg/kg) and haloperidol + 

silibinin (silibinin 20 mg/kg and haloperidol 1.25 mg/kg). During the experimental period one 

animal from control and one animal from haloperidol group died. Then these groups had 9 

animals at the final of the experiment. Animals received the treatment intraperitoneally (i.p.) 

during 28 days (Ceretta et al., 2018). To evaluate the effects of haloperidol and or silibinin, 
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the VCMs and immobility were quantified on days 7, 14, 21 and 28 while open field test was 

performed on days 14 and 28 of the experimental period. Then, the animals were anesthetized 

with ketamine:xylazine (100:10 mg/kg, i.p.), and euthanized by cervical dislocation. The 

brain was removed and the cortex, striatum and the region containing the substantia nigra 

were immediately separated, or well in the liver and kidney. All tissues were stored at −80 °C 

until the biochemical analysis. 

 

Behavioral testing 

One hour before the behavioral tests, the animals were taken to the behavioral assessment 

room for adaptation. The tests were performed between 7 and 11 a.m. Observers were blinded 

with regard to the treatment conditions. All behaviors were quantified at the moment that the 

animal stay into de apparatus and also filmed. 

Quantification of vacuous chewing movements (VCM) 

VCMs were quantified on days 7, 14, 21 and 28 of experimental design. Mice were placed 

individually in a glass box (20x20x19 cm), containing a mirror positioned just below the floor 

of the box. The number of VCM was measured continuously for 6 minutes, after a period of 6 

minutes of adaptation (Busanello et al., 2011; de Freitas et al., 2016; Ceretta et al., 2018). 

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

physical object and they were not counted if they occurred during the grooming period. As the 

animals were evaluated during four section behavior, it was possible to separate the animals 

that developed VCMs after haloperidol treatment and the animals that did not developed an 

increase of VCM intensity. Clinically, only a percentage of patients develop tardive 

dyskinesia after antipsychotic treatment (Andreassen and Jorgensen, 2000) and in rats also it 

occurs when treated with antipsychotics to develop OD (Kane and Smith, 1982; Shirakawa 

and Tamminga, 1994). In our study, only the animals presenting more than 8 VCMs during 6 

min in at least two behavioral evaluations were considered +VCMs. This value was choosed 

because control animals did not present this value in two consecutive analyses. In our 

experiment, one animal of silibinin group showed +VCM. Thus, as it is impossible to perform 

statistical analyses with a group containing one animal, it was removed from the graphs and 

the group of silibinin appears with 9 animals.  
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Quantification of immobility time 

During the VCM session, the animals were filmed for 6 minutes for later quantification of the 

total time of immobility (absence of movement).  

Open field test 

The spontaneous locomotor and exploratory activities were evaluated on days 14 and 28 of 

experimental protocol before VCM session. Mice were placed individually in the center of an 

open field arena (44×44×44 cm), divided into 9 equal squares. The number of lines crossed, 

and number of rearing were measured during 5 minutes without habituation (Broadhurst, 

1960; Busanello et al., 2011).  

 

Tissue preparation and assays 

Samples were centrifuged at 500 x g at 4 °C for 10 min. The supernatant was used to 

determine protein concentration using the Lowry method (Lowry et al., 1951) and 

biochemical assays: 

Total thiol and non-protein thiol groups 

The levels of total and non-protein thiol were quantified by the methodology described by 

Ellman (1959). To total thiol an aliquot of the supernatant was incubated with 0.5 M 5, 5'-

dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). To non-protein thiol, the supernatants of the cortex, 

striatum, region containing the substantia nigra, liver and kidney were mixed with 10% 

trichloroacetic acid (TCA) at a proportion of 1:1, centrifuged at 500 x g for 10 min. Then, one 

aliquot of supernatant was incubated with 0.5 M DTNB. The chromogen formed was 

measured spectrophotometrically at 412 nm. Glutathione (GSH) was used as standard. Results 

were expressed as nmol total thiol/mg protein or nmol non-protein thiol/mg protein. 

Na+/K+-ATPase activity 

Na+/K+ ATPase activity was quantified according to colorimetric methodology by Fiske and 

Subarrow (1925). Samples of cortex, striatum and region containing the substantia nigra were 

incubated with or without ouabain (250 μM) and pre-incubated 10 min at 37ºC. After, the 3 

mM of ATP was added to the reaction and incubated for 30 min at 37 °C. Reading was 
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carried out at 405 nm and phosphate was used as standard. Result is expressed as nmol Pi/mg 

protein. 

Measurement of Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) 

Aliquots of liver and kidney supernatants were used to determine the TBARS production as 

described by Ohkawa et al. (1979). Malondialdehyde (MDA was used as standard). Reading 

was carried out at 532 nm and results were expressed in nmol MDA/mg protein. 

 

Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis of data 

was carried out by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Tukey’s 

multiple comparisons test when appropriated. Statistical significance was assumed at p < 

0.05. F values are presented in the text only if p value associated with it was p<0.05. 

Pearson’s correlation test was applied to check for possible significant correlations of the 

data. 

 

RESULTS 

Effect of haloperidol and/or silibinin on VCMs 

On days 7 [F (5, 31) = 17.37, p<0.05, fig. 1a] and 14 [F (5, 31) = 7.48, p<0.05, fig. 1b], the 

treatment with haloperidol alone or haloperidol and silibinin significantly increased VCM on 

mice when compared to the control group. On day 21, the increase was caused only by the 

treatment with control [F (5, 31) = 3.95, p<0.05, fig. 1c] while on day 28, the increase 

occurred only at the co-treated group [F (5, 31) = 4.87, p<0.05, fig. 1d]. Treatment with 

haloperidol induced a VCM prevalence of 55% compared to its vehicle (Chi-square=6.92; 

p<0.05), with 5 out of 9 animals actually having VCMs. In fact, the co-treatment of 

haloperidol with silibinin developed VCMs in 30% of the mice. The treatment with silibinin 

did reduce neither the prevalence nor the intensity of VCMs in those mice that developed 

VCMs. 

 

Effect of haloperidol and/or silibinin on immobility 

There was no significant difference in the immobility (Fig 2a and 2b) on days 7 (Fig 3a), 14 

(Fig 3b), 21 (Fig 3c) and 28(Fig 3d) compared with control group. However, a positive 
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correlation was detected between VCMs with the time of immobility on day 28 [r = 0.6038, 

p< 0.0001] (Fig. 4c). 

 

Effect of haloperidol and/or silibinin on open field test 

There was no significant difference in the number of crossings (Fig 2a and 2b) on days 14 and 

28. With regard to the number of rearings, only the group treated with haloperidol –VCM 

presented an increase on day 28 [F (5, 31) = 3.03, p<0.05, Fig 2d] without any effect on day 

14 (Fig 2c evaluated on the open field test in any of the evaluated days, 14 and 28. However, 

a negative correlation was detected between VCMs with the number of crossings [r = -0.5474, 

p = 0.0005] (Fig. 4a) and VCMs and the number of rearings [r = -0.3834, p = 0.0192] (Fig. 

4b). 

 

Effect of haloperidol and/or silibinin on total and non-protein thiol groups and Na+/K+-

ATPase in brain structures 

There were no significant differences among the groups on total and non-protein thiol groups 

and Na+/K+-ATPase in brain structures of mice treated with haloperidol and/or silibinin 

(Table 1). However, there was a positive correlation between the number of VCMs and the 

non-protein thiol groups in the cortex of mice [r = 0.4353, p = 0.008] (Fig. 5). 

 

Effect of haloperidol and/or silibinin on total and non-protein thiol groups and TBARS 

production in liver and kidney 

There were no significant differences among the groups on total and non-protein thiol groups 

and TBARS production in liver and kidney of mice treated with haloperidol and/or silibinin 

(Table 1). 

 

DISCUSSION 

The present study investigated if silibinin could avoid the development of OD induced 

by haloperidol in mice. Haloperidol increased the prevalence and frequency of VCMs without 

alterations in other behavioral parameters evaluated. The animals were divided into high and 

low VCMs, because, as in the clinic, not all of them develop dyskinesia. Negative correlations 
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between number of crossings or rearings with VCMs and a positive correlation between the 

time of immobility and VCMs were found. Silibinin did not modify the effects of haloperidol 

on behavior. Furthermore, neither haloperidol nor silibinin caused alterations in oxidative 

stress parameters. A positive correlation was found between the number of VCMs and the 

non-protein thiol content in cortex of mice.  

Antipsychotics have been used for a numerous of pathological conditions like autism, 

bipolarity and is the main treatment to psychosis like schizophrenia (Canitano and Scandurra, 

2011; Pickar et al., 2008; Seeman, 2010; Tarsy et al., 2011; Ibrahim and Tamminga, 2011). 

However, the long-term use of antipsychotics is associated with the development of TD which 

can be irreversible after its appearance (Andreassen and Jorgensen, 2000). Although of a 

numerous of studies searching for substances either natural or synthetics, little success has 

been obtained to avoid the appearance of motor symptoms in patients (Busanello et al., 2017; 

Ceretta et al., 2018; Dhingra et al., 2018; Kronbauer et al., 2017). Other problem is that the 

pathophysiology of TD remains unclear, which contributes to difficulties in to establish a 

pharmacological target to finding a substance to treating or preventing TD. 

Studies demonstrate that silymarin can ameliorate motor alterations in different 

models in rodents (Haddadi et al., 2014; Borah et al., 2013; Farnebo et al., 1971; Scatton et 

al., 1970; De Freitas et al., 2018) and has promissory benefits in humans (Lee et al., 2015) 

without presenting toxicity in the used doses (Saller et al., 2001). Furthermore, De Oliveira et 

al. (2015b) demonstrated silymarin inhibits the activity of MAO and has antioxidant potential 

in vitro. The beneficial effects of silymarin are mainly attributed to the presence of silibinin 

(Morazzoni and Bombadelli, 1995). In this study, it was investigated if silibinin, the major 

component of silymarin, could avoid the OD induced by haloperidol in mice.  

We observed that silibinin was not effective in reducing the intensity of VCMs in mice 

under treatment with haloperidol, however it showed a reduction in the prevalence of VCMs 

compared with the group treated with haloperidol. However, this effect did not reach 

significant. Other studies from our group also demonstrated that some substances can reduce 

the intensity of VCMs (Peroza et al., 2013; Röpke et al., 2014; Schaffer et al., 2016; 

Busanello et al., 2017; Ceretta et al., 2018) while other reduced the prevalence of VCMs 

(Fachinetto et al., 2007a; Busanello et al., 2012) and in some studies any effect was obtained 

(Fachinetto et al., 2007b; Reis et al., 2013).  

Data demonstrate the decrease of locomotion after administration of haloperidol 

(Sonego et al., 2018; Peroza et al., 2013; Fachinetto et al., 2007b; Busanello et al., 2012) 

which was not observed by other authors (Sonego et al., 2018). In the present study the 
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decrease in the locomotor activity was not observed although it was found a negative 

correlation between VCM intensity with number of crossings and rearings suggesting those 

animals presenting high intensity of VCMs showed a reduction in locomotion. As the animals 

with high intensity of VCMs received haloperidol we can indirectly suggest that there was a 

reduction in locomotor activity. Other data which reinforce this suggestion was the positive 

correlation between the VCMs with the time of immobility since the animals with high VCMs 

presented a higher time without movements. The time of immobility is considered a 

stereotyped behavior, as are VCMs, which are increased by haloperidol (Wallnau et al., 1978; 

Sanberg et al., 1980; Thakur et al., 2015). 

As the possible interaction between haloperidol and silibinin is unknown, it was 

investigated its effects on total thiol, non-protein thiol groups and Na+/K+-ATPase in brain 

structures as well as total thiol, non-protein thiol groups and TBARS in liver and kidney of 

mice treated. No significant effect in the tested markers suggesting the concomitant use of 

acute haloperidol and silibinin did not presentsigns of oxidative stress. In chronic studies, 

antipsychotics presented oxidative stress markers to liver and kidney (Dalla Corte et al., 2008; 

Corte et al., 2009; Akintude and Abubakar, 2017). By the other hand, silymarin is clinically 

used for offering protection against hepatotoxins (Mandegary et al., 2013; Nencini et al., 

2007; Reddy et al., 2017) and these effects are also attributed to silibinin.  

In conclusion, our data demonstrates that in mice also it is possible to verify the 

increase in the frequency of VCMs only in a percentage of animals mimicking which occurs 

in the clinic. Furthermore, besides silibinin did not avoid the VCMs in mice its combined 

treatment with haloperidol seems not cause signals of oxidative stress markers in animals. 
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LEGENDS FOR FIGURES AND TABLES 

 

Figure 1. Effect of haloperidol (1.25 mg/kg) and silibinin (20 mg/kg) on VCM in mice. The 

quantification of VCM was performed during 6 minutes on days 7 (a), 14 (b), 21 (c) and 28 

(d). Data are expressed as means ± SEM. One-way ANOVA followed by Tukey's multiple 

comparisons test. *p<0.05, compared with the control group; (c) #p<0.05, compared with the 

haloperidol group -VCM. (d) #p<0.05, compared with the haloperidol+ silibinin group -VCM. 

(control, n=9; silibinin, n=9; haloperidol, n=9; haloperidol+silibinin, n=10). 

Figure 2. Effect of haloperidol (1.25 mg/kg) and silibinin (20 mg/kg) on open field test in 

mice. The quantification number of crossing was performed on days 14 (a) and 28 (b) and 

number of rearing was performed on days 14 (c) and 28 (d). Data are expressed as means ± 

SEM. One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.*p<0.05, compared 

with the control group (control, n=9; silibinin, n=9; haloperidol, n=9; haloperidol+silibinin, 

n=10). 

Figure 3. Effect of haloperidol (1.25 mg/kg) and silibinin (20 mg/kg) on open field test in 

mice. The quantification number of time of immobility on days 14 (a) and 28 (b) and number 

of rearing was performed on days 14 (c) and 28 (d). Data are expressed as means ± SEM. 

One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test. @p<0.05, compared with 

the silibinin group (control, n=9; silibinin, n=9; haloperidol, n=9; haloperidol+silibinin, 

n=10). 

Figure 4: Correlation between VCMs number with crossing (a), rearing (b) and time of 

immobility (c). Significant correlations (Pearson correlation – r) when p < 0.05. 

 

Figure 5: Correlation between VCMs number with non-protein thiol in cortex. Significant 

correlations (Pearson correlation – r) when p < 0.05. 

 

Table 1: Effects of haloperidol and/or silibinin on total and non-protein thiol groups and on 

Na+/K+-ATPase activity in brain structures. Data are expressed as means ± SEM 

 

Table 2: Effects of haloperidol and/or silibinin on total and non-protein thiol groups and on 

TBARS productionin liver and kidney. Data are expressed as means ± SEM. 
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Figure 2 
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Figure 3 

 

7  d a y s

T
im

e
 o

f 
im

m
o

b
il

it
y

 (
s

e
c

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

A 1 4  d a y s

T
im

e
 o

f 
im

m
o

b
il

it
y

 (
s

e
c

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

B

2 1  d a y s

T
im

e
 o

f 
im

m
o

b
il

it
y

 (
s

e
c

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

#

V e h ic le      +            -             -            -            -            -

S i l ib in in      -            +             -            -            +           +

H a lo p e r id o l      -             -             +           +            +           +

V C M      -             -             -            +            -            +

C 2 8  d a y s

T
im

e
 o

f 
im

m
o

b
il

it
y

 (
s

e
c

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

@

V e h ic le      +            -             -            -            -            -

S i l ib in in      -            +             -            -            +           +

H a lo p e r id o l      -             -             +           +            +           +

V C M      -             -             -            +            -            +

D

 



49 

Figure 4 
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Figure 5 
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Table 1 

Brain regions total thiol Non-protein thiol Na+/K+-ATPase 

 nmol total thiol/mg 

protein 

nmol non-protein 

thiol/mg protein 

nmol Pi/mg 

protein 

Cortex    

Control 108.60±2.79 20.32±3.52 0.309±0.036 

Silibinin 102.10 ±6.27 19.29±1.99 0.340±0.065 

Haloperidol (-VCM) 128.70 ±20.11 17.78±2.86 0.269±0.022 

Haloperidol (+VCM) 113.40 ±5.94 20.84±4.67 0.275±0.038 

Haloperidol + silibinin (-VCM) 118.40 ±5.32 20.56±4.42 0.354±0.018 

Haloperidol + silibinin (+VCM) 116.20 ±4.29 23.30±0.97 0.301±0.012 

    

Striatum    

Control 109.50±18.85 - - 

Silibinin 112.50±15.59 - - 

Haloperidol (-VCM) 99.74±10.75 - - 

Haloperidol (+VCM) 110.10±22.58 - - 

Haloperidol + silibinin (-VCM) 86.16±8.44 - - 

Haloperidol + silibinin (+VCM) 100.60±14.81 - - 

    

Region containing substantia 

nigra 

   

Control 136.00±8.06 17.53±1.33 0.167±0.024 

Silibinin 152.10±7.75 18.73±2.33 0.242±0.054 

Haloperidol (-VCM) 156.40±8.40 16.80±1.67 0.263±0.063 

Haloperidol (+VCM) 138.70±19.33 15.74±4.33 0.200±0.030 

Haloperidol + silibinin (-VCM) 133.60±11.76 19.14±3.32 0.189±0.010 

Haloperidol + silibinin (+VCM) 169.50±16.78 13.49±5.75 0.213±0.054 

 

- symbol represents unmeasured 
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Table 2 

 Protein thiol Non-protein thiol TBARS 

    

Liver    

Control 78.20 ±8.47 6.31±1.44 2.91±0.23 

Silibinin 72.53±5.17 5.92±1.16 2.62±0.16 

Haloperidol  83.36 ±6.76 6.14±1.89 2.58 ±0.16 

Haloperidol + silibinin 81.59 ± 5.49 6.39±1.32 2.68 ±0.15 

    

Kidney    

Control 273.60 ±33.53 9.73±1.58 10.69±1.88 

Silibinin 260.70 ±28.75 8.08±0.75 6.57±0.94 

Haloperidol  297.00±46.72 7.47±0.95 8.45±1.27 

Haloperidol + silibinin 281.20±45.59 11.06±1.19 8.39±1.03 
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6 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho de mestrado pode-

se concluir que: 

 

 Haloperidol 

O haloperidol demonstrou que causa DO nos camundongos, provocando um 

aumento na prevalência e na frequência de MMVs; 

Entretanto, não se mostrou capaz de alterar os demais parâmetros 

comportamentais avaliados (cruzamentos e levantadas no campo aberto, e o tempo 

de imobilidade).  

Embora tenha sido encontrada uma correlação negativa entre a intensidade 

da MMVs com o número de cruzamentos e levantamentos sugerindo que os animais 

com alta intensidade de MMVs apresentaram uma redução na locomoção. Uma vez 

que, esses animais receberam haloperidol. 

 

 Silibinina 

A silibinina, por sua vez, não demonstrou efetividade sobre os efeitos do 

haloperidol nos parâmetros comportamentais. A pesar de não ter sido capaz de 

reduzir a intensidade dos MMVs, reduziu a prevalência de MMVs em comparação ao 

grupo tratado com haloperidol.  

 

Tanto o haloperidol como a silibinina não apresentaram sinais de marcadores 

de estresse oxidativo nas estruturas cerebrais, fígado e rins, sobre o tiol total, tiol 

não-protéico, Na+ / K+-ATPase e TBARS.  
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7 CONCLUSÃO GERAL 

 

Este estudo demonstrou que, a silibinina não foi capaz de evitar os MMVs em 

camundongos, apesar da redução de sua prevalência. Assim como, não se mostrou 

promissora com os demais parâmetros motores, mas, seu tratamento combinado 

com haloperidol não parece causar sinais de marcadores de estresse oxidativo nos 

animais. 

São necessários mais estudos para elucidar por quais mecanismos de ação a 

silibinina atua, assim como, são necessários mais estudos voltados à busca de 

tratamentos eficazes para esta doença motora incapacitante. 
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