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O tratamento com antipsicóticos pode causar discinesia tardia em humanos e 

discinesia orofacial em roedores. Embora a via dopaminérgica nigroestriatal tem sido 

implicada nestas alterações motoras, seus mecanismos continuam não completamente 

esclarecidos. Recentemente, a identificação da alta densidade de receptores canabinóides 

(CB1) nos gânglios da base tem sugerido que os canabinoides possuem um papel 

importante no controle das desordens de movimento. Desta forma, o objetivo do presente 

estudo foi investigar se os receptores CB1 estão envolvidos na discinesia orofacial induzida 

por haloperidol em ratos. Ratos machos adultos receberam decanoato de haloperidol (38 

mg/kg, i.m., administração única). Após 24 dias os mesmos foram submetidos a cirurgia 

estereotáxica para a implantação de cânula no ventrículo direito. Após um período de 

recuperação, o efeito da anandamida (agonista canabinóide) (6 nmol, i.c.v.) e/ou do 

antagonista do receptor CB1, SR141716A (30 μg, i.c.v.), sobre os MMVs foi analisado. A 

anandamida reverteu os MMVs induzidos por haloperidol. O SR141716A (30 µg, i.c.v.) per 

se não alterou os MMVs induzidos por haloperidol, mas preveniu o efeito da anandamida 

sobre os MMVs em ratos. Em conclusão, nossos resultados mostram que a ativação dos 

receptores CB1 pode prevenir os MMVs induzidos por haloperidol em ratos, sugerindo a 

participação da sinalização canabinóide via receptor CB1 na discinesia orofacial.  

 

 

Palavras chave: endocanabinóides, anandamida, sistema dopaminérgico, discinesia tardia 
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ABSTRACT 
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EFFECT OF ANANDAMIDE ON VACUOUS CHEWING MOVEMENTS 

INDUCED BY HALOPERIDOL IN RATS: PARTICIPATION OF CB1 RECEPTOR 
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Treatment with antipsychotic drugs may cause tardive dyskinesia in humans and 

orofacial dyskinesia in rodents. Although the dopaminergic system in basal ganglia has 

been implicated in these movement disorders, their underlying mechanisms remain unclear. 

In recent years, the identification of high density of CB1 cannabinoid receptors within the 

basal ganglia has suggested a potential role for endocannabinoids in the control of basal 

ganglia-related movement disorders.  Thus, the present study aimed to investigate whether 

CB1 receptors are involved in haloperidol-induced orofacial dyskinesia in rats. Adult male 

rats were treated with haloperidol decanoate (38 mg/kg, i.m., single administration). After 

24 days, the animals were submitted to stereotaxic surgery for insertion of cannulas on right 

ventricle. After recovery, the effect of anandamide (6 nmol, i.c.v.) and/or the CB1 receptor 

antagonist SR141716A (30 μg, i.c.v.) on haloperidol-induced VCMs was assessed. 

Anandamide reversed haloperidol-induced VCMs. SR141716A (30 µg, i.c.v.) did not alter 

haloperidol-induced VCM per se, but prevented the effect of anandamide on VCM in rats. 

In conclusion, our results show that activation of CB1 receptor may prevent haloperidol-

induced VCMs in rats, implicating cannabinoid signaling via CB1 receptor in orofacial 

dyskinesia.  

 

 

 

 

Key words: endocannabinoids, anandamide, dopaminergic system, tardive dykinesia 
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APRESENTAÇÃO 
 

 No item INTRODUÇÃO está descrita uma revisão sucinta sobre os temas 

trabalhados nesta dissertação. 

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

um manuscrito o qual está submetido para publicação na revista BEHAVIORAL BRAIN 

RESEARCH, o qual se encontra no item RESULTADO. As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no 

próprio manuscrito e representa a íntegra deste estudo. 

O item CONCLUSÃO se encontra no final desta dissertação e apresenta os 

comentários gerais sobre este trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem no item INTRODUÇÃO desta dissertação. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os primeiros fármacos eficazes para o tratamento da esquizofrenia foram 

descobertos casualmente na década de 1950, sendo a clorpromazina o primeiro fármaco 

antipsicótico descrito marcando o início de uma nova era no tratamento de pacientes com 

esquizofrenia (CARLSSON, 1988). 

A primeira geração de fármacos antipsicóticos, também denominados típicos, 

exerce seus efeitos terapêuticos através do bloqueio dos receptores dopaminérgicos do tipo 

D2, nas vias dopaminérgicas mesolímbicas.  O bloqueio D2 nesta região reduz a 

hiperatividade responsável pelos sintomas positivos da esquizofrenia. No entanto estes 

agentes também bloqueiam receptores D2 em outras vias (nigro-estriatal e 

tuberoinfundibular), resultando em efeitos colaterais como, por exemplo, sintomas 

extrapiramidais, entre as quais se destaca a discinesia tardia (DT) (KENDRICK, 1999).  

 A segunda geração de antipsicóticos, também denominados atípicos, inclui os 

antagonistas dopaminérgicos-serotoninérgicos, os quais apresentam reduzida incidência de 

sintomas extrapiramidais e melhoram os sintomas negativos em pacientes resistentes aos 

fármacos de primeira geração (WORREl et al, 2000).  Entretanto, os antipsicóticos atípicos, 

apresentam uma série de outros efeitos colaterais, entre eles a pré-disposição ao diabetes 

mellitus tipo 2 e agranulocitose (HENDERSON, 2000). Além disso, possuem elevado 

custo, fazendo com que os típicos ainda sejam largamente empregados. Desta forma, o 

haloperidol é um dos antipsicóticos típicos mais amplamente utilizados e o seu uso está 

associado ao desenvolvimento de discinesia tardia em uma parcela significativa dos 

pacientes (KANE, SMITH, 1982).                                                                                                                                                                        

A DT é caracterizada por movimentos involuntários repetitivos, envolvendo a face, 

boca e língua e, por vezes, a musculatura do tronco e dos membros (CASEY, 2000; TSAI, 

COYLE, 2002). A manifestação mais comum da DT é a síndrome de mastigação-facial, 

que inclui movimentos laterais da mandíbula ou movimentos da língua dentro da cavidade 

oral, protrusão, ou torção da língua (GOLDBERG, 2003). 

Várias hipóteses neuroquímicas têm sido propostas para explicar o desenvolvimento 

de DT. Estas incluem supersensibilidade dopaminérgica, o desequilíbrio entre os sistemas 
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dopaminérgicos e colinérgicos, disfunção de mecanismos gabaérgicos, excitotoxicidade e a 

formação de radicais livres (CADET ET AL., 1987; KULKARNI 1996;  CASEY, 2000). 

Estudos recentes têm demonstrado que agonistas canabinóides tem sido efetivos no 

tratamento de desordens motoras incluindo doença de Parkinson e doença de Huntington 

(GLASS et al., 2004; VAN DER STELT et al.; 2005; BÉCKER et al., 2005; GARCÍA-

ARENBICIA et al., 2007; DOWIE, et al., 2010).  

Além disso, evidências experimentais apontam o sistema endocanabinóide 

(representado basicamente pelos receptores CB1, CB2 e endocanabinóides) como uma 

nova ferramenta farmacológica no tratamento das discinesias induzidas por levodopa 

(FERRER et al., 2003; SIERADZAN et al., 2001; VAN DER STELT et al., 2005). Um dos 

fatores que associam a participação do sistema endocanabinóide na modulação 

dopaminérgica é a elevação de anandamida dependente de dopamina a qual pode servir 

como um feedback inibitório que controla o comportamento motor mediado por  dopamina 

(GIUFFRIDA et al. 1999; BELTRAMO et al, 2000).  

Deste modo, a interação entre dopamina e endocanabinóides parece ter um papel 

fisiológico importante relacionado principalmente a manutenção e regulação da função 

motora. O estudo de compostos canabinóides em alterações dopaminérgicas se torna 

relevante afim de melhor esclarecer mecanismos relacionados à gênese e manutenção de 

alterações como a DT. 

 

 

1.1 Sistema Dopaminérgico 

A dopamina (3-hidroxitiramina) é um metabólito do aminoácido tirosina, o qual é 

convertido a diidroxifenilalanina (DOPA) pela enzima tirosina hidroxilase. A DOPA por 

sua vez é convertida em dopamina pela L-aminoácido descarboxilase aromática 

(CARLSSON et al., 1957).  Mediante estímulo, a dopamina é liberada na fenda sináptica e 

interage com receptores localizados a nível pré e pós-sináptico. Esses receptores pertencem 

à família de receptores acoplados a proteína G e estão divididos em duas classes: D1, a qual 

compreende os receptores do tipo D1 e D5; e D2, que inclui os receptores D2, D3 e D4 

(ANDERSEN et al., 1990). 
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Os receptores da classe D1 induzem a ativação de proteína G estimulatória (Gs), 

que consequentemente estimula a produção de AMP cíclico pela adenilato ciclase. Já os 

receptores da classe D2 estão associados a proteína G inibitória (Gi), e assim induzem a 

inibição da adenilato ciclase (SOKOLOFF et al., 2006). 

Uma vez liberada na fenda a dopamina pode também ser recaptada, através do 

transportador de dopamina. Após a recaptação, é desaminada pela ação da enzima 

monoamina oxidase (MAO) (COOPER et al., 2003). 

A síntese de dopamina é realizada por neurônios cujos corpos celulares localizam-se 

no tronco cerebral e se projetam por diferentes vias, sendo elas: via mesolímbica (da área 

tegmentar ventral para o estriado ventral), via mesocortical (da área tegmentar ventral para 

o córtex pré-frontal) via nigroestriatal (da substância negra para o estriado dorsal) e a via 

tuberoinfundibular, envolvida no controle da produção de prolactina (ANDEN et al., 1964).  

 

 

1.2 Esquizofrenia 

 A esquizofrenia é um transtorno mental grave que afeta cerca de 1% da população e 

é uma das principais causas de incapacidade crônica em todo o mundo (American 

Psychiatric Association, 1994). Esta é caracterizada pela desorganização dos processos 

mentais e se manisfesta geralmente ao final da segunda década de vida (CANDRO, 

LEHMAN, 2000). Os sintomas são classificados em positivos e negativos. Os sintomas 

positivos compreendem alucinações, delírios e paranóia. Os sintomas negativos envolvem 

principalmente embotamento afetivo, perda da motivação e isolamento social (STEPHEN 

et al., 2007). O desenvolvimento de esquizofrenia parece associar influências genéticas e 

ambientais (LEWIS, LIEBERMAN, 2000). 

 A dopamina possui um papel central na patofisiologia da esquizofrenia (STEPHEN 

et al., 2007).  A hipótese clássica assumida para a sintomatologia da esquizofrenia é que os 

sintomas positivos resultariam da hiperatividade dopaminérgica na via mesolímbica. Muitas 

evidências corroboram essa hipótese, uma vez que o antagonismo de receptores D2 é 

essencial para a atividade dos antipsicóticos (SEEMAN, LEE, 1975). Além disso, o 

tratamento com anfetamina, a qual leva ao aumento dos níveis de dopamina, acarreta em 

sintomas semelhantes aos sintomas positivos da esquizofrenia (ANGRIST, 1974). 
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Adicionalmente foi proposto que a atividade dopaminérgica reduzida na via mesocortical 

estaria ligada aos sintomas negativos (CARLSSON, 1988, WEINBERGER, 1987, 

GUILLIN ET AL., 2005). No entanto atualmente se considera o envolvimento de outros 

neurotransmissores como GABA e glutamato, uma vez que a dopamina pode atuar 

controlando a excitabilidade de neuronios GABAérgicos através da modulação da 

transmissão glutamatérgica. (LARUELLE, et al., 2003; CARLSSON, 2006). 

 

 

1.3 Antipsicóticos 

A primeira geração de antipsicóticos (típicos) exerce seus efeitos através do 

bloqueio dos receptores dopaminérgicos do tipo D2. Esse bloqueio reduz a hiperatividade 

na via dopaminérgica mesolímbica, que é responsável por causar os sintomas positivos da 

esquizofrenia (CREESE, 1976). 

No entanto estes agentes causam o bloqueio de receptores D2 em outras vias do 

cérebro, o que resulta no agravamento dos sintomas negativos e a indução de efeitos 

extrapiramidais e hiperprolactinemia (ELLENBROEK, 1993). 

O haloperidol é um antipsicótico típico que pertencente à classe das butirofenonas, 

sendo um dos mais utilizados para o tratamento da esquizofrenia,  no entanto, possui 

eficácia comprometida devido ao desencadeamento de sintomas extrapiramidais agudos e 

crônicos (NIEMEGEERS, 1983). 

O desenvolvimento destes efeitos extrapiramidais induziu a busca por novos 

fármacos com menor incidência de efeitos colaterais extrapiramidais e sem diminuição na 

eficácia terapêutica. Assim surgiu a segunda geração de antipsicóticos atípicos, tendo como 

protótipo a clozapina. Estes fármacos diferem dos típicos por serem antagonistas 

dopaminérgico-serotoninérgicos (SCHMUTZ, EICHENBERGER, 1982). 

 Novos antipsicóticos atípicos começaram a ser sintetizados e estes foram ganhando 

notoriedade, apesar de seu elevado custo quando comparado aos típicos. No entanto, 

verificou-se que estes fármacos além de não possuírem elevada eficácia nos sintomas 

positivos da esquizofrenia, levavam ao desenvolvimento de efeitos colaterais metabólicos 

como resistência a insulina e diabetes mellitus tipo 2  (HENDERSON, 2000). Assim, o 
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elevado custo, associado aos efeitos colaterais fazem com que o uso dos antipsicóticos 

típicos ainda seja bastante elevado.  

 

 

1.4 Discinesia Tardia 

A DT consiste em uma síndrome que abrange uma variedade de desordens motoras 

resultantes da exposição a fármacos antagonistas de receptores dopaminérgicos 

(antipsicóticos). O termo “discinesia tardia” foi proposto por Faurbye et al. em 1964, onde 

a palavra “tardia” é usada para descrever o início tardio dos sintomas (geralmente após três 

meses de exposição a antipsicóticos em pacientes jovens e um mês em pacientes idosos) 

(AIA et al., 2011). Antes da criação deste termo a síndrome era referida com outras 

terminações como “discinesia persistente”, “síndrome buco-línguo-mastigatória” ou 

“síndrome da insuficiência extrapiramidal terminal” (KANE, 1995). 

A DT é caracterizada por movimentos anormais involuntários, que atingem 

principalmente a região orofacial, com movimentos de mastigação, protrusão da língua 

além de movimentos de piscar os olhos. Em alguns casos, pode também atingir o pescoço, 

os membros superiores e o tronco (GARDOS, COLE, 1983; KANE, 1995). 

A DT ocorre em torno de 10 a 20% dos pacientes jovens tratados com antipsicóticos 

típicos e pode persistir por anos após o término do tratamento e, em muitos casos, ser 

irreversível. Em geral instala-se lentamente e seu curso é bastante variado, sendo mais 

grave em pacientes idosos (American Psychiatric Association, 1994). 

 Até o momento não existe uma explicação clara para o desenvolvimento da DT.  

Muitas hipóteses são sugeridas para entender como a síndrome se estabelece. Estas incluem 

a supersensibilidade dopaminérgica, disfunção de mecanismos GABAérgicos, 

excitotoxicidade e formação de radicais livres (CADETE et al, 1987;. KULKARNI 1996; 

CASEY, 2000). 

 A supersensibilidade dopaminérgica é a hipótese clássica e segundo ela, a DT 

ocorreria devido ao aumento compensatório no número de receptores dopaminérgicos em 

resposta ao seu bloqueio crônico, o que desencadearia um estado hiperdopaminérgico 

(RUBINSTEIN et al., 1990).  No entanto, esta teoria possui algumas contradições, já que a 

idade é um importante fator de risco para a DT e alguns estudos demonstram que o 
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envelhecimento leva a redução no número e na sensibilidade de receptores dopaminérgicos 

(LOHR, JESTE, 1988). 

 Todavia o sistema dopaminérgico tem um importante envolvimento no 

estabelecimento da DT, uma vez que estudos anteriores já demostraram que animais que 

desenvolveram movimentos de mascar no vazio após tratamento com haloperidol ou 

flufenazina apresentaram redução na recaptação de dopamina no estriado (FACHINETTO 

et al., 2007a; FACHINETTO et al., 2007b). Não obstante,  um estudo recente demonstrou 

que em pacientes com DT, ocorre a redução na expressão do transportador de dopamina 

(RIZOZ, et al., 2010) 

   Nesse sentido, novas perspectivas a respeito dos mecanismos de interação do 

sistema dopaminérgico com outros neurotransmissores podem ser a chave para o 

entendimento da DT. 

 

 

1.5 Modelos animais de Discinesia Tardia 

Modelos animais oferecem uma oportunidade de estudar os mecanismos de 

desenvolvimento e estabelecimento da DT. Nestes modelos, a DT é chamada de discinesia 

orofacial (DO). O modelo reproduz a síndrome de maneira muito semelhante como ocorre 

em humanos, sendo que alguns indivíduos são mais susceptíveis e o aumento da incidência 

é diretamente proporcional à idade (EGAN et al., 1996; TAMMINGA, et al., 1990). 

O modelo mais comumente utilizado é em ratos, com a utilização de antipsicóticos 

típicos como o haloperidol e a flufenazina (FACHINETTO, 2007a), nos quais o distúrbio 

se caracteriza por movimentos de mastigar no vazio (MMVs), um tipo de movimento 

característico, instável, em que ocorre abertura da boca não direcionada a nenhum objeto 

material. Também pode ocorrer protrusão da língua e tremores na região orofacial 

(BLANCHET et al., 2012).  Assim como na DT, apenas uma parcela dos indivíduos é 

afetado (em torno de 50-70%), variando de acordo com o fármaco usado, o tempo e a via 

de administração (FACHINETTO et al., 2007a; FACHINETTO et al., 2007b; 

TAMMINGA, et al., 1990). Outra similaridade é que o numero de MMVs pode sofrer 

alterações com o tempo, podendo piorar em função do aumento da idade e fatores 

associados ao estresse (KANEDA et al., 1992).  
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1.6 Sistema endocanabinóide 

 O uso de Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, é descrito por 

volta de 4000 a.C, na China, onde era utilizada para o tratamento de reumatismo, 

constipação e crises epilépticas, além do uso em rituais religiosos devido aos efeitos 

psicoativos.  Entretanto, sua composição química começou a ser esclarecida somente em 

1899 com o isolamento do canabinol (TOUWN, 1981). 

Somente em 1964 foi isolado o principal composto psicoativo da maconha, o Δ
9
 

Tetraidrocanabinol (Δ
9
 THC) (GAONI; MECHOULAM, 1964). Posteriormente, o mesmo 

foi sintetizado e possibilitou o estudo mais específico sobre os efeitos de sua administração 

sistêmica, embora seu mecanismo de ação permanecesse desconhecido. 

Em 1988, Devane et al., caracterizaram em cérebro de ratos, um receptor específico 

de ligação para canabinóides, o qual foi chamando de receptor canabinóide do tipo 1 (CB1) 

(DEVANE et al., 1988). Em 1990 o mesmo foi clonado e teve sua estrutura identificada, 

sendo classificado como pertencente à família dos receptores acoplados a proteína G ou 

metabotrópicos (MATSUDA et al., 1990). 

Uma vez identificado o receptor passou-se a procurar seus ligantes endógenos. A 

araquidonoiletanolamida (anandamida) foi o primeiro composto endógeno com atividade 

canabinominética, isolada em 1992 (DEVANE et al., 1992). Em 1993 foi isolado um 

subtipo periférico de receptor canabinóide, o receptor CB2 (MUNRO et al., 1993) e em 

1995 foi descoberto um segundo canabinóide endógeno, o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG) 

(MECHOULAM et al., 1995). Até o final do século 20, apenas estes dois canabinóides 

endógenos (endocanabinóides) eram conhecidos, no entanto nos anos seguintes novos 

compostos foram identificados como agonistas canabinóides, entre eles a N-Araquidonoil-

dopamina (NADA), o 2-araquidonoil-glicerol éter (noladina, 2-AGE) e a O-araquidonoil-

etanolamina (virodamina) (BISOGNO et al., 2000; HUANG et al., 2002; PORTER et al., 

2002). 

Até o momento, os mecanismos de recaptação, transporte e degradação da maioria 

dos endocanabinóides permanecem desconhecidos.  No entanto a anandamida e o 2-AG já 

tiveram parte destes processos elucidados e sabe-se atualmente que ambos compartilham de 

um mecanismo diferenciado de neurotransmissão. Ao contrário dos demais 

neurotransmissores, eles não são armazenados em vesículas, sendo sintetizados de acordo 
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com a demanda mediante o estímulo de neurônios pós-sinápticos (DI MARZO, 

DEUTSCH, 1998).  

A anandamida é sintetizada através da hidrólise da N-

araquidonoilfosfatidiletanolamina (NArPE), a qual é encontrada na membrana plasmática, 

membrana mitocondrial e no retículo endoplasmático. A reação é catalisada pela 

fosfolipase D, por um mecanismo dependente de Ca
2+

 (OKAMOTO et al., 2004). Mediante 

estímulo, é liberada do interior das células através de um transportador de membrana e na 

fenda sináptica atua como neurotransmissor de ação retrógrada, em terminais pré e pós-

sinápticos (DI MARZO, 1994). 

Ao término de sua ação, a anandamida é recaptada pelas células e transportada 

através de um transportador específico de anandamida sendo então hidrolisada pela ação da 

enzima hidrolase de amina de ácidos graxos (FAAH) (PIOMELLI, 2003).  

  

 

1.7 Canabinóides e a função motora 

Os primeiros estudos sobre os efeitos comportamentais do uso de Cannabis sativa 

foram realizados por Walton et al., em 1938, nos quais foram descritos efeitos motores após 

a exposição a extratos de Cannabis sativa, incluindo hipocinesia e catalepsia (WALTON et 

al., 1938). 

Somente na década de 1990, após o mapeamento da distribuição dos receptores CB1 

no cérebro tornou-se possível entender melhor os efeitos comportamentais dos 

canabinóides (GLASS et al., 1997). 

Os efeitos motores como ataxia e catalepsia observados após administração aguda 

de agonistas canabinóides podem ser explicados após a observação de intensa expressão de 

receptores CB1 nos núcleos da base e cerebelo (HERKENHAM et al., 1991). 

Os núcleos da base são um conjunto de núcleos cerebrais interligados, os quais são 

formados pelo estriado, globo pálido, núcleo subtalâmico e substância negra (pars 

compacta e pars reticulata). O complexo estriatal é o principal componente dos núcleos da 

base e inclui estruturas subcorticais distintas anatomicamente e invervadas por fibras 

dopaminérgicas oriundas da substância negra pars compacta e area tegmental ventral. Este 
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complexo é dividido em estriado ventral (núcleo acumbens) e dorsal (nucleo caudado e 

putâmen), sendo o último, envolvido na função motora (BORGKVIST, FISONE, 2007). 

A grande maioria dos neurônios do estriado consiste em neurônios GABAérgicos 

espinhosos  de tamanho médio (MSNs) os quais, além de aferentes dopaminérgicos 

recebem  aferentes glutamatérgicos. A dopamina controla o estado de excitabilidade dos 

MSNs por modulação da transmissão glutamatérgica (MISSALE et al., 1998). 

MSNs do estriado dorsal expressam elevado número de receptores CB1, e estes se 

encontram co-localizados com receptores dopaminérgicos (D1 e D2) (HERKENHAM et 

al., 1991). 

Em 1999, Giufridda et al.,  demonstraram que em ratos, durante sua movimentação 

livre, a liberação de dopamina era acompanhada pela liberação de anandamida no estriado 

dorsal, a qual pode atuar controlando a estimulação motora mediada por dopamina. 

(GIUFRIDDA, 1999). 

Nos anos seguintes, diversos estudos corroboraram esses efeitos relacionados à 

função motora através da administração de agonistas, antagonistas e antagonistas de 

receptores canabinóides em modelos de doença de Parkinson, doença de Hungington e  

discinesia induzidas por levodopa (BELTRAMO et al., 2000, GERDEMAN et al., 2002; 

SEGOVIA et al., 2003; GLASS et al., 2004; VAN DER STELT et al.; 2005; BÉCKER et 

al., 2005; KOFALVI et al., 2005; GARCÍA-ARENBICIA et al., 2007; DOWIE, et al., 

2010).  

No entanto, não existem dados na literatura investigando a possível participação dos 

receptores CB1 na discinesia orofacial induzida por antipsicóticos. Desta forma torna-se 

interessante elucidar possíveis mecanismos associados ao desenvolvimento de efeitos 

colaterais decorrentes do uso destes fármacos, como a discinesia tardia/orofacial, podendo 

assim futuramente direcionar o desenvolvimento de compostos com maior eficácia e 

reduzidos efeitos indesejados. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a participação do receptor CB1 nos 

movimentos de mascar no vazio induzidos por haloperidol em ratos.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar o efeito de diferentes doses de anandamida sobre atividade locomotora de 

ratos; 

- Verificar o efeito da anandamida sobre os movimentos de mascar no vazio 

induzidos por haloperidol em ratos; 

- Investigar se o SR 141716A reverte os efeitos da anandamida sobre os 

movimentos de mascar no vazio em ratos. 
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3- 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, encontra-se no próprio 

manuscrito. O manuscrito está disposto na forma em que foi submetido para publicação na 

revista Behavioral Brain Research.  
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ABSTRACT 

Treatment with antipsychotic drugs may cause tardive dyskinesia in humans and 

orofacial dyskinesia in rodents. Although the dopaminergic system in basal ganglia has 

been implicated in these movement disorders, their underlying mechanisms remain unclear. 

In recent years, the identification of high density of CB1 cannabinoid receptors within the 

basal ganglia has suggested a potential role for endocannabinoids in the control of basal 

ganglia-related movement disorders. Thus, the present study aimed to investigate whether 

CB1 receptors are involved in haloperidol-induced orofacial dyskinesia in rats. Adult male 

rats were treated during 4 weeks with haloperidol decanoate (38 mg/kg, i.m.). The effect of 

anandamide (6 nmol, i.c.v.) and/or the CB1 receptor antagonist SR141716A (30 μg, i.c.v.) 

on haloperidol-induced vacuous chewing movements (VCMs) was assessed. Anandamide 

reversed haloperidol-induced VCMs. SR141716A (30 µg, i.c.v.) did not alter haloperidol-

induced VCM per se, but prevented the effect of anandamide on VCM in rats. In 

conclusion, our results show that activation of CB1 receptor may prevent haloperidol-

induced VCMs in rats, implicating cannabinoid signaling via CB1 receptor in orofacial 

dyskinesia.  

 

Key words: endocannabinoids, anandamide, dopaminergic system, open field 
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Introduction 

Antipsychotics are a class of drugs used for treatment of psychiatric disorders. 

Current pharmacologic evidence suggests that dopamine D2 receptor antagonism on the 

mesolimbic pathway is a major determinant of antipsychotic action [1]. However, 

antipsychotics also antagonize striatal dopamine D2 receptors at the nigrostriatal 

dopaminergic pathway [2, 3] which have been implicated in the development of acute and 

chronic involuntary motor effects, being tardive dyskinesia (TD) the most severe [4, 5]. TD 

is a syndrome characterized by involuntary orofacial movements, which can also affect 

trunk and members musculature [6]. This syndrome has clinical relevance due to its high 

prevalence in humans taking antipsychotic treatment and also, its persistence and 

irreversibility even after treatment withdrawal [7, 8, 9].  Despite of large number of studies 

concerning about TD, its mechanisms remain unclear, what hinders the discovery of an 

effective treatment. Several hypotheses have been proposed to explain the development of 

TD [10].  The classical hypothesis to explain TD is the development of dopaminergic 

supersensitivity caused by chronic use of antipsychotics [5]. According with this 

hypothesis, the chronic blockage of dopamine receptors by D2 antagonists can produce a 

compensatory increase in the number of receptors and in the sensitivity of dopaminergic 

receptors, culminating with a hyperdopaminergic state, which could be responsible for TD 

[11,13]. Besides some inconsistences in this hypothesis, other alterations in dopaminergic 

system have been reported. In line with this view, it has been demonstrated that OD, a 

syndrome caused by antipsychotic in rodents to study mechanisms similar to TD in 

humans, is related to a decrease in dopamine uptake in the striatum of rats treated with 

haloperidol or fluphenazine [11, 12]. Accordingly, a decrease in the density of dopamine 

transporters in patients with TD has been recently reported [13]. Thus, it is important to 

investigate other neuronal alterations that could be involved in the regulation of striatal 

dopaminergic system. 

There are evidences supporting a role for the endocannabinoid system as a 

modulator of the dopaminergic activity in the basal ganglia and its modulation may 

constitute an important component in new therapeutic approaches to the treatment of motor 

disturbances as Parkinson disease [14, 15, 16, 17, 18, 19]. Endocannabinoid system 

consists of signaling lipids and their target receptors. In this context, anandamide (N-
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arachidonoylethanolamine), which belongs to a class of molecules called eicosanoids, has 

gained attention in the literature as a neurotransmitter candidate of this system [20].  Two 

types of cannabinoid receptor have so far been identified. These are the CB1 receptor, 

cloned in 1990, and the CB2 receptor, cloned in 1993, both of which are members of the 

superfamily of G-protein-coupled receptors [21, 22, 59, 60]. CB1 receptor is expressed 

throughout the brain, and it is most prevalent in the hippocampus, striatum, cerebellum and 

cortex, structures that regulate learning, movement and cognition, among other behaviors 

[23]. The majority of the striatal CB1 receptors are located presynaptically on inhibitory 

GABAergic terminals, in a position to modulate neurotransmitter release and influence the 

activity of dopaminergic neurons in the substantia nigra [24]. Neuroanatomical studies have 

showed that CB1 receptors are not present on dopaminergic neurons [24, 25]. However, 

since CB1 and dopamine receptors are co-expressed in striatal neurons, the activation of the 

postsynaptic dopamine receptors by the neurotransmitter dopamine may influence, by 

different signaling pathways, the functionality and/or expression of CB1 receptors in 

striatal neurons. Giufridda and colleagues have elegantly shown that D2 receptor activation 

stimulates anandamide release and this response was prevented by the D2-like receptor 

antagonist [14]. More recently, cannabinoid agents have been proposed as promising tools 

for treating parkinsonism in rats [27, 28, 29] through CB1-dependent activation. Of 

particular importance to our study, it has been shown that deletion of CB1 receptors 

prevented the development of severe dyskinetic movements in mice [30]. 

Considering that activation or blockage of D2 receptors may alter the production of 

anandamide, our study aimed to investigate whether CB1 receptors modulate haloperidol-

induced vacuous chewing movements, a parameter of OD, in rats.  

 

 

 

 

 



22 

 

 

Material and methods 

Animals 

Adult male Wistar rats weighing 220–270 g from our own breeding colony were 

kept in cages with 4 or 5 animals each, with continuous access to food and water, in a room 

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

7:00 am. The experimental procedure was previously approved by Ethical Commission of 

Animal Use from Federal University of Santa Maria. 

 

Drugs 

Haloperidol decanoate (Haldol
®
) was bought from Cristália (São Paulo, Brazil). 

Anandamide (N-arachidonoylethanolamine), SR141617A and all other drugs were acquired 

from Sigma (St. Louis, MO).  

 

 Experimental design 

Dose-response curve of anandamide on spontaneous locomotion in open field 

Firstly, we chose a dose of anandamide to use in our experiments by performing a 

dose-response curve of anandamide on spontaneous locomotion of rats in open field test. 

To this experiment, control animals were submitted to stereotaxic surgery to insert a 

cannula into ventricle as described below. Three days after surgery recovery, rats were 

intracerebroventricular (i.c.v.) administered with anandamide or its vehicle (2% ethanol 

dissolved in 100 mM PBS buffer, pH= 7,4). Each animal received a volume of 2.5 µL/site 

of vehicle or anandamide at one of these doses: 1 nmol; 3 nmol; 6 nmol; 9 nmol; 27 nmol. 

The number of animals was 3 per experimental group. Thirty seconds after injection, the 

animals were placed in an open field apparatus and the number of crossings was evaluated 

by a period of five minutes as previously described by [31]. To continuous our 

investigations we used the maximal dose that did not cause any significant effect on 

spontaneous locomotor activity. 
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Haloperidol-induced vacuous chewing movements 

Initially, the animals were divided into two groups, haloperidol group received a 

single intramuscular (i.m.) administration of vehicle (soy oil, i.m.) or haloperidol decanoate 

(Haldol
®
), a slow-releasing preparation of haloperidol at a dose of 38 mg/Kg, i.m., which is 

equivalent to 1 mg/kg/day of unconjugated haloperidol [11]. 24 days after, the animals 

were submitted to stereotaxic surgery to insert a cannula into ventricle as described. Three 

days after surgery, the animals were placed rats were placed individually in cages 

(20×20×19 cm) and hand operated counters were employed to quantify VCMs frequency as 

previously published [11, 32, 33]. VCMs are defined as single mouth openings in the 

vertical plane not directed towards physical material. The behavioral parameter of OD was 

measured continuously for 6 min after a period of 6 min adaptation. During the observation 

sessions, mirrors were placed under the floor of the experimental cage to permit 

observation when the animal was faced away from the observer. Experimenters were 

always blind to treatments. 

According with previously reported data, the treatment with antipsychotic drugs 

does not result in the development of VCMs in all treated rats [11, 34, 35]. Then, in this 

evaluation we excluded the animals treated with haloperidol that did not develop at least 30 

VCMs and also, vehicle-treated animals with more than 30 VCMs.  

 

Effects of anandamide on haloperidol-induced VCMs 

To verify if anandamide could alter haloperidol-induced VCM in rats, on day 28
th

 (1 

day after evaluation of haloperidol-induced VCMs), animals from control and haloperidol 

groups were randomly subdivided in 2 experimental groups totalizing four groups: control, 

anadamide, haloperidol and haloperidol+anandamide groups. The number of animals was 3 

to control group and 5-6 to other experimental groups. The animals received anandamide (6 

nmol, i.c.v.) or its vehicle (2% ethanol dissolved in 100 mM PBS buffer, pH= 7.4, i.c.v.) 

and after, they were placed in cages to quantify VCMs.   

 

I.c.v. administration of CB1 antagonist (SR141716A) in rats 

To verify if CB1 receptor was involved in the effects of anandamide on haloperidol-

induced VCM in rats, we conducted another set of experiments using a CB1 receptor 
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antagonist, SR141617A, 30 µg/2,5 µL [36] . To this, after the development of VCMs with 

haloperidol, control and haloperidol groups were subdivided into 4 experimental groups 

totalizing 8 groups: control, SR1716A, anadamide,  anandamide + SR1716A, haloperidol, 

haloperidol + SR1716A,  haloperidol + anandamide and haloperidol + SR1716A + 

anandamide groups. The number of animals was 3 to control group and 5-6 to other 

experimental groups. The animals received SR141617A (30µg, i.c.v.) or its vehicle (100 

mM PBS buffer, pH= 7.4, i.c.v.) 5 min before anandamide (6 nmol, i.c.v.) or its vehicle 

(2% ethanol dissolved in PBS buffer, pH= 7.4, i.c.v.). After, rats were placed in cages to 

quantify VCMs.  

 

Surgery  

Rats were anaesthetized with a combination of ketamine (70 mg/kg) and xylazine 

(13 mg/kg) i.p., and placed in a stereotaxic apparatus. Under stereotaxic guidance, a 

cannula was inserted into the right lateral ventricle (coordinates relative to bregma: AP 

0 mm, ML 1.5 mm, V 2.5 mm) [37]. Ceftriaxone (500 mg/kg, i.p.) was administered 

immediately after the surgical procedure. 

 

Statistical analyses 

The data were analyzed by unpaired test t or one-way ANOVA followed by Tukey‟s 

multiple comparison test.  Data were considered significant when p <0.05. 
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Results  

 

Dose-response curve of anandamide on spontaneous locomotor activity in rats 

 

Figure 1 shows anandamide administered i.c.v. to rats caused a significant increase 

(p<0.05) in the number of crossings in the open field test at a doses of 9 and 27 nmol/site. 

However, the i.c.v. administration of anandamide at a doses of 1, 3 and 6 nmol/site did not 

cause significant effects on number of crossings in open field test in rats. Then, we chose 

the dose of 6 nmol/site to continue the experiments, since it was the greater dose tested that 

did not produced any per se effect on rats locomotion. 

 

Effects of anandamide on VCMs induced by treatment with haloperidol 

 

Haloperidol-treatment caused a marked increase on VCMs when compared with its 

vehicle (p<0.05; Figure 2A and 2B). According with our previous data, haloperidol 

treatment increased VCM in 50% of animals (data not shown). Administration of 

anandamide was able to largely reduce the intensity of VCMs in haloperidol-injected rats 

(p<0.05; Figure 2B). However, anandamide alone did not cause effect on VCMs in vehicle-

treated rats (Figure 2 B).  

 

Effects i.c.v. administration of CB1 antagonist (SR141716A) in rats 

As previously describe, haloperidol-treatment caused a marked increase on VCMs 

when compared with its vehicle (p<0.05; Figure 3A and 3B). Administration of 

anandamide was able to reduce the intensity of VCMs in rats (p<0.05; Figure 3B). To 

investigate if the effects of anandamide were due to its binding to CB1 receptors, we 

injected the CB1 receptor antagonist SR 141716A prior to anandamide administration. SR 

141716A completely abolished the effects of anandamide, without producing effect per se, 

in haloperidol-injected rats (p<0.05; Figure 3B).  However, neither anandamide nor 

SR141716A alone affect VCMs in vehicle-treated rats (Figure 3B). 
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Discussion 

TD is a serious side effect caused by treatment with antipsychotic drugs. 

Particularly, it is problematic due to its high prevalence and the lack of a known mechanism 

which could cause TD. In rodents, this syndrome is named OD being the main observation 

the occurrence of VCMs after antipsychotic exposure. Our current results points to a new 

mechanism to VCMs development in rats which involves CB1 receptors signaling. 

TD has been studied by different researchers throughout last decades concerning its 

mechanisms as well as possible managements [10, 13, 38, 39]. However, it is difficult to 

establish an efficacious treatment without understanding the mechanisms that lead to TD 

development. Different hypotheses have been proposed to explain TD which include the 

disturbed balance between dopaminergic and cholinergic systems, the dysfunction of 

nigrostriatal GABAergic neurons, excitotoxicity, hyperproduction of free radicals due to 

MAO metabolism and, the classical hypothesis related to increase in dopaminergic 

sensitivity [10, 40, 41, 42]. All of these present failures and inconsistences. However, 

authors have some consensus among them that are the involvement of striatonigral 

dopaminergic pathway in the pathogenesis of TD [41, 42, 43, 44, 45, 46].  

The main animal model used to study TD is antipsychotic induced OD in rodents. In 

this model, VCMs are important symptoms associated to OD [10, 39, 47]. Besides several 

hypotheses discussed in literature, alterations in dopaminergic system seems to be central to 

OD in rats [39, 41, 43, 44, 45, 46]. Alterations in GABAergic, cholinergic and 

glutamatergic system have been related in the literature as a cause or consequence of 

dopaminergic nigrostriatal pathway imbalance caused by antipsychotics [10, 48, 49]. Even 

free radical hypothesis has its origin in the increase of dopamine synthesis caused by 

blockage of D2 pre-synaptic receptors leading to fail in negative feedback to tyrosine 

hydroxylase. This event could promote an increase in MAO metabolism leading to reactive 

oxygen species production and consequently, neurotoxic events [41, 42, 43, 44].  Our group 

demonstrated that animals that develop VCMs in response to haloperidol or fluphenazine 

treatment present a decrease in dopamine uptake in striatum [11, 12]. Furthermore, 

molecules with action in specific targets in dopaminergic system as resveratrol seems to be 

more promissory to avoid VCM induced by antipsychotics in rats [33] than substances with 

GABAergic or antioxidant activity, as Valeriana officinalis or diphenyl diselenide [11, 12]. 
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Of particular importance, a recent study in humans demonstrated that patients with TD 

present a decrease in dopamine transporter expression in striatum [13] pointing to 

dopaminergic system in the development of involuntary movements. Then, mechanisms 

which could alter dopamine release in basal ganglia deserve our special attention.  

Literature data have previously showed the regulatory role of endocannabinoids on 

dopamine function [14, 26, 50, 51]. In 1999, Giufridda demonstrated that in freely moving 

rats, dopamine release is accompanied by the release of anandamide in the dorsal striatum 

which can act in turn to counter dopamine stimulation of motor activity [14]. Furthermore, 

opposite effects of anandamide in dopamine-mediated motor response were shown when 

the anandamide levels were increased by inhibiting its transport, which caused hypokinesia, 

and was reversed by administration of SR141716A [26] and when CB1 agonists and D2 

family agonists were administered by local injection into individual basal ganglia nuclei 

[52, 53]. Because of previously demonstrated effects anandamide on locomotor activity, we 

performed a dose response curve of this endocanabinoid to choose a dose that does not alter 

locomotion in rats. Then the maximal dose tested which did not affect spontaneous 

locomotion was 6 nmol which was used in the experiments.  

Considering the interactions between dopaminergic and cannabinoids system, 

endocannabinoids have been studied as a possible target to understand and treat motor 

disorders related to basal ganglia [14, 15, 16, 17, 18, 19]. Then, in this study, we evaluated 

the participation of CB1 receptor in VCMs induced by anandamide in rats. It was observed 

that haloperidol caused a marked increase in VCMs. The i.c.v. administration of 

anandamide decreases the VCMs in rats. This effect of anadamide is reversed by previous 

administration of SR141716A, showing the participation of CB1 receptors in VCMs 

induced by haloperidol in rats. Moreover, the basal ganglia, the main brain area that 

regulates motor behavior, express a high density of CB1 receptors [54, 55] and has elevated 

concentrations of endocannabinoids [56]. Although, CB1 receptors are co-expressed with 

D1 and D2 dopamine receptors in the striatum and their interactions are still far from being 

completely understood [57], it is known that CB1 and D2 receptors are coupled to Gαi/o. 

However chronic activation of D2 receptors in striatal primary neuronal culture promotes 

the functional CB1 coupling to protein Gαs, which results in increased levels of cAMP 

[58]. This interchanging of the CB1 receptor coupling to Gαs after persistent D2 receptor 



28 

 

 

activation could be the cannabinoid regulatory mode to attenuate dopamine activity.  After 

the exposure to chronic dopamine antagonist, such as antipsychotic, this regulatory effect 

could be changed, and lead to the development of VCMs.  

 

Conclusions  

 

 In conclusion, we have demonstrated that VCMs developed after acute and chronic 

treatment with haloperidol may be attenuated by anandamide and this effect is reversed by 

CB1 receptor antagonist. Our results contributed, at least in part, to explain the regulatory 

role of cannabinoids in orafacial dyskinesia induced by haloperidol in rats. 
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LEGENDS FOR FIGURES 

Figure 1: Dose response curve of i.c.v. administration of anandamide on spontaneous 

locomotor activity in rats (n=3). Data were analyzed by one-way ANOVA followed by 

Tukey‟s multiple comparison tests. *represents statistical differences from control group. 

 

Figure 2: Anandamide effects on number of VCMs induced by haloperidol in rats. (A) 

Number of VCMs on 27
th

 days after haloperidol administration. (B) Number of VCMs after 

anandamide (6 nmol, i.c.v) or vehicle (i.c.v.) administration on 28
th

 days after haloperidol 

administration (n=3-6). Data were analyzed by test t (A) or one way-ANOVA followed by 

tukey post hoc test (B). *represents difference from control group and 
#
represents 

differences from haloperidol group.    

 

 Figure 3:  SR141716A and/or anandamide effects on number of VCMs induced by 

haloperidol in rats. (a) Number of   VCMs on 27
th

 days after haloperidol administration. (b) 

Number of VCMs after anandamide (6 nmol, i.c.v)/vehicle (i.c.v.) and/or SR141716A (30 

µg, i.c.v.)/vehicle (i.c.v.) administration on 28
th

 days after haloperidol administration (n=3-

6). Data were analyzed by test t (A) or one way-ANOVA followed by tukey post hoc test 

(B). *represents difference from control group and 
#
represents differences from haloperidol 

group.    
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FIGURE 3: 
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4. CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

- A administração de anandamida doses igual ou superior a 9 nmol, i.c.v, aumentou a 

atividade locomotora em ratos; 

- A administração de anandamida i.c.v., na dose de 6 nmol reduziu os movimentos de 

mascar no vazio induzidos por haloperidol em ratos. 

- A administração de SR141716A, i.c.v., reverteu os efeitos da anandamida sobre os 

movimentos de mascar no vazio induzidos por haloperidol em ratos. 
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5. CONCLUSÃO FINAL 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos concluir que a 

ativação dos receptores CB1 pode reduzir os MMVs induzidos por haloperidol em ratos. 

Estes dados confirmam estudos prévios relacionados à regulação da função dopaminérgica 

por agonistas canabinóides e demonstram que uma das possíveis causas da discinesia 

orofacial pode ser o desequilíbrio do sistema endocanabinóide, que passa a ter sua função 

diminuída decorrente do crônico antagonismo dopaminérgico desencadeado pelo haloperidol. 
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