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RESUMO 

 

O hipocampo é uma estrutura cerebral crucial para os processos de aprendizado e 
memória, e alterações na funcionalidade de células hipocampais podem estar 
associadas ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos. Neste sentido, os 
astrócitos são células gliais responsáveis pela captação de glutamato, sendo este 
neurotransmissor associado aos processos cognitivos e mecanismos patobioquímicos 
de doenças neurológicas. Além disso, os astrócitos são responsáveis pelo suporte 
metabólico, manutenção da homeostase iônica, modulação da neurotransmissão 
sináptica, manutenção da barreira hematoencefálica, defesa antioxidante e resposta 
inflamatória. Antipsicóticos são fármacos utilizados para o tratamento de transtornos 
neuropsiquiátricos e podem modular importantes funções astrocitárias por 
mecanismos ainda pouco esclarecidos. Estes fármacos são classificados em típicos, 
como por exemplo, haloperidol, clorpromazina e flufenazina; e atípicos como a 
risperidona, clozapina e  quetiapina, em função dos receptores cerebrais onde atuam. 
Estudos anteriores do nosso grupo, mostraram que estes antipsicóticos modulam 
parâmetros gliais em células C6. Neste sentido, fatias agudas de hipocampo podem 
ser utilizadas para o entendimento de mecanismos de forma integrada entre as células 
neurais. Além disso, o papel dos astrócitos de forma isolada  pode ser avaliado a partir 
da utilização da cultura de astrócitos. Assim, este trabalho avaliou o efeito dos 
antipsicóticos risperidona e haloperidol em fatias agudas hipocampais e em cultura de 
astrócitos de ratos Wistar de 30 dias para melhor compreender os mecanismos de 
ação dos antipsicóticos sobre parâmetros neuroquímicos, celulares e moleculares. 
Foram realizados experimentos de viabilidade celular, parâmetros metabólicos, 
avaliação do metabolismo glutamatérgico, atividade da Na+K+-ATPase, liberação de 
fatores tróficos, perfil inflamatório e mecanismos associados à funcionalidade glial. Os 
fármacos não alteraram a viabilidade celular tanto em fatias quanto em culturas, no 
entanto, houve alteração no metabolismo da glicose e lactato pelo haloperidol. Os 
antipsicóticos também modularam a liberação de fatores tróficos, como BDNF, GDNF 
e TGF-β, e os níveis das citocinas pró- e anti-inflamatórias, como IL-1β, TNF-α, IL-6 e 
IL-10. Mecanismos de sinalização também foram avaliados e observamos que os 
fármacos são capazes de modular vias como AMPK, Nrf2, HO-1 e NF-kB, bem como 
os receptores de adenosina A2a. Nossos resultados indicam que o haloperidol parece 
desencadear um processo pró-inflamatório, com alterações no metabolismo 
energético e envolvimento de vias de sinalização citoprotetoras, enquanto a 
risperidona parece exercer um efeito anti-inflamatório relacionado às mesmas vias de 
sinalização. É importante destacar que a cultura de astrócitos hipocampais refletiu 
resultados observados em fatias. Dessa forma, concluímos que os antipsicóticos 
risperidona e haloperidol modulam diferentemente parâmetros neuroquímicos, 
celulares e moleculares, particularmente relacionados aos astrócitos. Tais ações 
podem estar associadas aos efeitos positivos e negativos destes fármacos, podendo 
futuramente ser levadas em consideração para a escolha do esquema terapêutico 
adotado em transtornos neuropsiquiátricos.  
 
 

PALAVRAS-CHAVE: astrócitos, haloperidol, risperidona, metabolismo astrocitário, 
neuroinflamação.  
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ABSTRACT 

 

Hippocampus is a crucial brain structure for learning and memory processes, and 

alterations in the functionality of hippocampal cells may be associated with the 

development of neuropsychiatric disorders. In this regard, astrocytes are glial cells 

responsible for the uptake of the neurotransmitter glutamate, which is associated with 

cognitive processes and pathobiochemistry mechanisms of neurologic diseases. In 

addition, astrocytes are responsible for the metabolic support, maintenance of ionic 

homeostasis, modulation of synaptic neurotransmission, maintenance of brain-blood 

barrier, antioxidant defense and inflammatory response. Antipsychotics are drugs used 

for the treatment of neuropsychiatric disorders and can modulate important astrocytic 

functions by mechanisms poorly understood. These drugs are subdivided as typical, 

such as haloperidol, chlorpromazine and fluphenazine; and atypical,  risperidone, 

clozapine and quetiapine, depending on the brain receptors in which they act. Previous 

studies from our group have shown that these antipsychotics modulate glial 

parameters in C6 astroglial cells. In this sense, acute hippocampal slices can be used 

for understanding mechanisms in an integrative manner. Additionally, the particular 

role of astrocytes can be evaluated using astrocyte cultures. Therefore, this study 

evaluated the effect of the antipsychotics risperidone and haloperidol in acute 

hippocampal slices and in astrocyte culture from 30-days old  Wistar rats to further 

understand the antipsychotics' mechanisms of action on neurochemical, cellular and 

molecular parameters. Experimental analyses of cellular viability, metabolic 

parameters, glutamate metabolism, Na+K+-ATPase activity, trophic factor release, 

inflammatory profile and mechanisms associated with glial functionality were 

performed. The drugs did not alter cellular viability both in slices and cultures, but there 

were changes in glucose and lactate metabolism caused by haloperidol. 

Antipsychotics also modulated the release of trophic factors, such as BDNF, GDNF 

and TGF-β, as well as the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines, IL-1β, TNF-

α, IL-6 and IL-10. Signaling mechanisms were also evaluated and we observed that 

the drugs are able to modulate pathways such as AMPK, Nrf2, HO-1 and NF-kB, and 

the adenosine receptor A2a. Our results indicate that haloperidol can trigger a pro-

inflammatory process, with alterations in energy metabolism and involvement of 

cytoprotective signaling pathways, while risperidone seems to exert an anti-

inflammatory effect related to the same signaling pathways. It is important to note that 

hippocampal astrocyte cultures reflected the results observed in slices. Thus, we 

conclude that the antipsychotics risperidone and haloperidol differentially modulate 

neurochemical, cellular and molecular parameters, particularly related to astrocytes. 

Such actions can be associated with the positive and negative effects of these drugs, 

and can be considered in the future to the choice of the therapeutic approach in 

neuropsychiatric disorders.  

 
KEYWORDS: astrocytes, haloperidol, risperidone, astrocyte metabolism, 

neuroinflammation. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

AMPK  Proteína cinase ativada por AMP 

 

ATP Adenosina trifosfato 

 

BDNF Fator neurotrófico derivado do encéfalo (do inglês “Brain-derived        

neurotrophic factor”) 

 

BHE Barreira hematoencefálica 

 

EAAT Transportador de aminoácidos excitatórios (do inglês “Excitatory amino 

acid transporter”) 

 

ERO Espécies reativas de oxigênio 

 

HIF-1α Fator 1-alfa induzível por hipóxia (do inglês "Hipoxia-inducible factor 1-

alpha") 

HMGB1 Proteína de alta mobilidade box 1 (do inglês "High mobility group box 1") 

 

GCL Glutamato-cisteína ligase 

 

GDNF Fator neurotrófico derivado da glia (do inglês “Glial-derived neurotrophic 

factor”) 

 

GFAP Proteína glial fibrilar ácida (do inglês “Glial fibrillary acidic protein”) 

 

GLAST Transportador de glutamato-aspartato (do inglês “Glutamate- aspartate 

transporter”) 

 

GLT-1 Transportador de glutamato 1 (do inglês “Glutamate transporter 1”) 

 

GLUTs Transportadores de glicose (do inglês “Glucose transporters”) 

 

GS Glutamina sintetase 

 

GSH Glutationa reduzida 

 

HO-1 Heme oxigenase 1 

 

IL-1β Interleucina 1β 



 

4 
 

 

IL-6 Interleucina 6 

 

IL-10 Interleucina 10 

 

LTP Potenciação de longo prazo 

 

MAPK Proteína cinase ativada por mitógenos (do inglês “Mitogen- activated 

protein kinase”) 

 

MCT Transportador de monocarboxilato 

 

mTOR Proteína alvo da rapamicina em mamíferos (do inglês “Mammalian target 

of rapamycin”) 

 

NF-κB Fator de transcrição nuclear kB (do inglês “Nuclear factor κB”) 

 

NO Óxido nítrico 

 

Nrf-2 Fator eritróide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (do inglês “Nuclear factor 

erythroid-derived 2-like 2”) 

 

PGC-1α Coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

gama 

 

PI3K Fosfatidil-inositol-3-cinase (do inglês “Phosphatidylinositol 3-kinase”) 

 

SNC Sistema nervoso central 

 

TEA  Transtorno do espectro autista 

 

TGF-β Fator de transformação de crescimento β (do inglês “Transforming 

growth factor β”) 

 

TNF-α Fator de necrose tumoral α (do inglês “Tumor necrosis factor α”) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 TRANSTORNOS NEUROPSIQUIÁTRICOS E ANTIPSICÓTICOS 

 

Alterações no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) podem 

desencadear distúrbios neuronais causadores de sintomatologia neuropsiquiátrica. O 

sistema imunológico quando em desequilíbrio, apresenta um papel importante no 

desenvolvimento destes transtornos, como a esquizofrenia e transtorno do espectro 

autista (TEA) (BODNAR et al., 2020). É importante salientar que a ativação da 

imunidade materna pode levar a anormalidades do desenvolvimento no SNC. 

Infecções agudas graves ou crônicas podem ocasionar mudanças estruturais durante 

o desenvolvimento do sistema nervoso, contribuindo assim para o aparecimento de 

transtornos neuropsiquiátricos (GARAY, MCALLISTER, 2010). 

 Estudos mostram alterações imunológicas como características comuns de 

distúrbios no desenvolvimento neurológico, como por exemplo no TEA, e essas 

alterações podem ser detectadas desde a infância até a idade adulta (ROSE; 

ASHWOOD, 2014). Além disso, alterações em citocinas estão sendo consideradas 

como potenciais marcadores biológicos na esquizofrenia (BODNAR et al., 2020). 

Ainda não é esclarecido o papel da inflamação nos transtornos neuropsiquiátricos, 

mas estudos demonstram que as células gliais, que participam da resposta 

inflamatória no SNC, podem influenciar a formação e maturação das sinapses, 

sugerindo seu envolvimento nestas patologias (PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016). 

Os transtornos psiquiátricos afetam a qualidade de vida dos indivíduos 

(SANTOS; SIQUEIRA, 2010) e o tratamento consiste no uso de fármacos como os 

antipsicóticos, que melhoram os sintomas de psicose, os distúrbios sociais, 

comportamentais, de concentração e memória (SILVA, 2006). Estes fármacos podem 

ser classificados em típicos e atípicos em função dos receptores cerebrais onde 

atuam. Os antipsicóticos típicos, como por exemplo, haloperidol, clorpromazina e 

flufenazina, atuam principalmente em receptores dopaminérgicos; enquanto os 

atípicos, como risperidona, clozapina e  quetiapina, não apenas nos receptores 

dopaminérgicos, mas também nos receptores serotoninérgicos (LI; SNYDER; 

VANOVER, 2016). 

https://www.zotero.org/google-docs/?pyKd1s
https://www.zotero.org/google-docs/?W4aaK2
https://www.zotero.org/google-docs/?W4aaK2
https://www.zotero.org/google-docs/?tLvf1M
https://www.zotero.org/google-docs/?ITrRnK
https://www.zotero.org/google-docs/?x7tSZH
https://www.zotero.org/google-docs/?L9vGv9
https://www.zotero.org/google-docs/?yXo4sr
https://www.zotero.org/google-docs/?yXo4sr
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Neste sentido, importantes alterações observadas no córtex e no hipocampo, 

bem como, a reatividade glial, estão associadas à patogênese dos transtornos 

neuropsquiátricos (MOLOFSKY et al., 2012), sendo então estes elementos 

fundamentais para o estudo da ação dos antipsicóticos. 

 

1.2 HIPOCAMPO 

 

Celularmente, o SNC é formado por neurônios e células gliais. Os neurônios 

são a unidade funcional básica no SNC com a função de receber, integrar, armazenar 

e transportar informações através das conexões sinápticas para os órgãos efetores 

(GUYTON, 2011; ABBAS, 2010). Por sua vez, as células gliais são fundamentais para 

manter a homeostasia do SNC, proporcionando suporte, proteção e manutenção 

metabólica para os neurônios (FELTEN; SHETTY, 2003). As células gliais são 

subdivididas em dois grandes grupos: a microglia e a macroglia, sendo esta composta 

por astrócitos, células ependimais e oligodendrócitos (PEREA; ARAQUE, 2005). Os 

astrócitos representam mais de um terço da massa encefálica e são encontrados 

circundando sinapses e dendritos, respondendo por importantes funções hipocampais 

(FELTEN; SHETTY, 2003).  

O hipocampo é uma estrutura cerebral que se origina no isocórtex como parte 

do quinto lobo límbico do cérebro e encontra-se entre o mesencéfalo e o aspecto 

medial do lobo temporal. Possui três zonas distintas: giro denteado, hipocampo e 

subículo. Existem quatro subcampos do hipocampo CA1, CA2, CA3 e CA4. A estrutura 

está intimamente associada aos corpos da amígdala e ao hipotálamo, de forma que 

qualquer estímulo proximal a estas estruturas estimula de forma indireta o hipocampo 

(ISOLAN et al., 2007). 

Sua principal função envolve a formação de memória em um processo que 

apresenta três fases: (1) registro, (2) armazenamento e (3) recuperação de 

informações. Possui também mecanismos para converter a memória de curto prazo 

em memória de longo prazo, consolidando o pensamento verbal e simbólico em 

informações que podem ser acessadas para a tomada de decisões (FOGWE; REDDY; 

MESFIN, 2020). Constituído principalmente por células piramidais e granulares, as 

estruturas do hipocampo possuem neurônios e glia com funções diferenciadas 

(GONÇALVES; SCHAFER; GAGE, 2016). 

https://www.zotero.org/google-docs/?aIkaBc
https://www.zotero.org/google-docs/?fOHKjM
https://www.zotero.org/google-docs/?E1I5wK
https://www.zotero.org/google-docs/?6uRzQ9
https://www.zotero.org/google-docs/?6uRzQ9
https://www.zotero.org/google-docs/?6uRzQ9
https://www.zotero.org/google-docs/?6uRzQ9
https://www.zotero.org/google-docs/?F0jkoR
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1.3 ASTRÓCITOS 

 

Os astrócitos são células da glia que possuem morfologia estrelada com 

múltiplos prolongamentos citoplasmáticos ramificados. O citoesqueleto astrocitário é 

constituído por proteínas de microfilamentos como a actina, de microtúbulos como a 

tubulina e de filamentos intermediários como a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e a 

vimentina. Esta estrutura é responsável por diversas funções fisiológicas, como a 

manutenção da forma celular, da citoarquitetura e da estabilidade mecânica (MENET 

et al., 2001; MIDDELDORP; HOL, 2011).  

A actina é a principal determinante da morfologia celular e está envolvida na 

motilidade, migração e adesão celular e alterações na sua formação podem alterar 

funções reguladas pelos astrócitos como o crescimento celular e a captação de 

glutamato (KHAKH; SOFRONIEW, 2015). Dentre as proteínas que formam os 

filamentos intermediários, a GFAP é um importante marcador deste tipo celular. O 

aumento na expressão de proteínas do citoesqueleto contribui para a formação da 

cicatriz glial em situações de astrogliose reativa, mostrando sua atuação em 

processos patológicos (PEKNY et al., 2016).  

A GFAP é a principal proteína constituinte dos filamentos intermediários nos 

astrócitos, responsável pela estrutura celular, pela manutenção da força mecânica e 

pelo suporte estrutural dado aos neurônios e à barreira hematoencefálica (BHE). Além 

disso, é um importante marcador para a identificação astrocitária por técnicas de 

imunocito/histoquímica (YOUNG, 2011). A vimentina é principalmente expressa em 

astrócitos imaturos tendo um papel essencial no desenvolvimento cerebral, sendo 

substituída progressivamente, porém não totalmente, pela GFAP ao longo do 

processo de diferenciação celular (BRAMANTI et al., 2010; PEKNY, 2001).   

Além disso, os astrócitos desempenham importantes funções para a 

manutenção da homeostasia do SNC, sendo responsáveis pelo suporte aos neurônios 

através da formação da arquitetura celular, comunicação através do contato com os 

vasos sanguíneos, bem como pelo metabolismo energético, defesa antioxidante, 

homeostase iônica, resposta inflamatória, e síntese, secreção e liberação de fatores 

tróficos (BÉLANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; BLASKO et al., 2004; WANG; 

BORDEY, 2008). 

A interação na transmissão sináptica e plasticidade envolve a contribuição de 

neurônios pré, pós-sinápticos e astrócitos na configuração de uma sinapse tripartite. 

https://www.zotero.org/google-docs/?YlzjDR
https://www.zotero.org/google-docs/?YlzjDR
https://www.zotero.org/google-docs/?7BZdnv
https://www.zotero.org/google-docs/?7BZdnv
https://www.zotero.org/google-docs/?7BZdnv
https://www.zotero.org/google-docs/?Uyaybq
https://www.zotero.org/google-docs/?1OfGCG
https://www.zotero.org/google-docs/?8wCIF1
https://www.zotero.org/google-docs/?8wCIF1
https://www.zotero.org/google-docs/?8wCIF1
https://www.zotero.org/google-docs/?8wCIF1
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Os astrócitos respondem à ativação pré-sináptica com sinais de Ca2+, desencadeando 

a liberação de gliotransmissores, incluindo glutamato, adenosina trifosfato (ATP) e 

ácido gama-aminobutírico (GABA), que modulam a transmissão sináptica local 

(ARAQUE et al., 2014; HARADA; KAMIYA; TSUBOI, 2016). O glutamato derivado de 

astrócitos facilita a ativação do receptor de glutamato N-metil-D-aspartate (NMDA) nos 

sítios pós-sinápticos, facilitando a potenciação de longa duração na neurotransmissão 

(RUGGIERO et al., 2011).  

 

1.3.1 Metabolismo Glutamatérgico 

 

O glutamato é um aminoácido não-essencial, sendo também o 

neurotransmissor excitatório mais importante do SNC, com um papel chave nos 

processos de aprendizado e memória  (WIBLE, 2013). Sua sinalização inicia após a 

ligação do glutamato a receptores ionotrópicos e/ou metabotrópicos e está fortemente 

associada ao cálcio. Além disso, o glutamato atua na formação e eliminação de 

sinapses, migração, diferenciação e morte neuronal, assim como na regulação do 

metabolismo energético (RUGGIERO et al., 2011). A liberação do glutamato para o 

meio extracelular é principalmente realizada pelos terminais sinápticos neuronais, mas 

também pode ser realizada pelos astrócitos no processo de gliotransmissão. No 

entanto, em condições patológicas, o acúmulo de glutamato na fenda sináptica pode 

desencadear o processo de excitotoxicidade neuronal (PARPURA; VERKHRATSKY, 

2012).  

Os astrócitos são responsáveis pela captação de glutamato liberado na fenda 

sináptica através de transportadores específicos. Em roedores, os principais 

transportadores são o transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e o 

transportador de glutamato 1 (GLT-1), sendo eles homólogos aos transportadores de 

aminoácidos excitatórios EAAT1 e EAAT2, respectivamente (ROSE et al., 2018). Tais 

transportadores são dependentes de Na+. Neste sentido, a Na+K+-ATPase é um 

sistema de transporte que possui a função de manter o gradiente eletroquímico de 

Na+ através da membrana celular e controlar sua homeostase celular utilizando ATP. 

No entanto, a Na+K+-ATPase também funciona como um receptor, transdutor de sinal 

e suporte através de interações proteína-proteína (LIU; LILLY; SHAPIRO, 2018).  

O glutamato, após ser captado, pode ser convertido em glutamina pela enzima 

glutamina sintetase (GS), expressa exclusivamente em astrócitos no SNC, em uma 

https://www.zotero.org/google-docs/?QS6fno
https://www.zotero.org/google-docs/?7k0LGJ
https://www.zotero.org/google-docs/?uR00RT
https://www.zotero.org/google-docs/?IzQYIs
https://www.zotero.org/google-docs/?BAcHA0
https://www.zotero.org/google-docs/?BAcHA0
https://www.zotero.org/google-docs/?WdUwVL
https://www.zotero.org/google-docs/?cU6y06
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reação dependente de ATP. A glutamina então é transportada para os neurônios e 

reconvertida a glutamato pela glutaminase, formando assim o ciclo glutamato-

glutamina (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2006; ROSE et al., 2018). 

Outro possível destino para o glutamato é a ligação com os aminoácidos 

cisteína e glicina para a síntese da glutationa reduzida (GSH), um antioxidante não-

enzimático importante para a proteção do SNC contra danos gerados pelo estresse 

oxidativo. A enzima glutamato-cisteína ligase (GCL) conjuga o glutamato à cisteína. 

Após, a glutationa sintase adiciona a glicina e finaliza a formação do tripeptídeo 

(DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). Os astrócitos apresentam níveis mais 

elevados de GSH do que os neurônios, desempenhando, portanto, um importante 

papel na defesa antioxidante do SNC (BÉLANGER; MAGISTRETTI, 2009; DRINGEN; 

GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). Parte da GSH sintetizada pelos astrócitos é 

secretada para o meio extracelular, e pode ser utilizada como precursora para a 

síntese neuronal de GSH (BÉLANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; DRINGEN; 

GUTTERER; HIRRLINGER, 2000; HERTZ, 2006).  

 

1.3.2 Metabolismo da Glicose e Produção de Lactato 

 

Quanto ao papel metabólico, os astrócitos participam do metabolismo 

energético através da captação de glicose ou via fornecimento de energia na forma 

de lactato para os neurônios, que o utilizam como um substrato energético 

(BÉLANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011). Assim, os astrócitos são responsivos 

a alterações nos níveis de glicose, fornecendo lactato ao espaço extracelular para 

captação pelos neurônios (PELLERIN, 2005). 

Os astrócitos que circundam os capilares captam e transportam glicose para o 

cérebro, principalmente através do transportador de glicose 1 (GLUT-1). Existem duas 

isoformas do GLUT-1, uma forma mais glicosilada (GLUT-1 55 kDa), localizada nas 

células endoteliais vasculares, o que garante o transporte de glicose através da BHE 

e outra forma menos glicosilada (GLUT-1 45 kDa), localizada em astrócitos 

(JURCOVICOVA, 2014). 

 A glicose intracelular é fosforilada e pode ser armazenada na forma de 

glicogênio. No entanto, é principalmente metabolizada pela via glicolítica para a 

geração de energia, produzindo lactato, o qual é transportado para o meio extracelular 

https://www.zotero.org/google-docs/?2TTqOw
https://www.zotero.org/google-docs/?2TTqOw
https://www.zotero.org/google-docs/?2TTqOw
https://www.zotero.org/google-docs/?2TTqOw
https://www.zotero.org/google-docs/?2TTqOw
https://www.zotero.org/google-docs/?nnMY9P
https://www.zotero.org/google-docs/?nnMY9P
https://www.zotero.org/google-docs/?nnMY9P
https://www.zotero.org/google-docs/?WFY3HP
https://www.zotero.org/google-docs/?WFY3HP
https://www.zotero.org/google-docs/?BpaRdE
https://www.zotero.org/google-docs/?BpaRdE
https://www.zotero.org/google-docs/?TlSP2x
https://www.zotero.org/google-docs/?wWjqN0
https://www.zotero.org/google-docs/?AJIw5S
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via transportador de monocarboxilato 1 (MCT1). A partir do meio extracelular, o lactato 

entra nos neurônios via MCT2, onde é convertido em piruvato, pela enzima lactato 

desidrogenase, e utilizado pelo ciclo do ácido tricarboxílico na produção de ATP 

(JURCOVICOVA, 2014). 

 

1.3.3 Suporte Trófico 

 

Os astrócitos participam dos processos de regeneração e proteção do sistema 

nervoso através da síntese, secreção e liberação de fatores neurotróficos, como a 

proteína S100B, o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), o fator neurotrófico 

derivado da glia (GDNF) e o fator de transformação de crescimento β (TGF-β) 

(MARAGAKIS; ROTHSTEIN, 2006; MARKIEWICZ; LUKOMSKA, 2006). Estes fatores 

tróficos são fundamentais para a sobrevivência, maturação e proliferação neuronal ao 

longo do desenvolvimento (VILLEGAS; POLETTA; CARRI, 2003).  

A proteína S100B é produzida e secretada principalmente por astrócitos, 

apresentando funções tanto intra quanto extracelulares (DONATO et al., 2013). No 

meio intracelular, esta proteína ligante de cálcio estimula a proliferação, migração e 

diferenciação celular, participando também da modulação do citoesqueleto e da 

degradação de proteínas através da sinalização de segundos mensageiros, bem 

como interagindo com diferentes moléculas (DONATO et al., 2013; MICHETTI et al., 

2019). No meio extracelular, essa proteína pode exercer tanto efeitos autócrinos 

quanto parácrinos sobre os neurônios e outras células da glia (DONATO et al., 2013).  

O BDNF participa do desenvolvimento neuronal e na sobrevivência celular, 

apresentando um papel importante nos mecanismos moleculares da plasticidade 

sináptica (BINDER; SCHARFMAN, 2004), e o GDNF contribui para a formação de 

sinapses no hipocampo (PÖYHÖNEN et al., 2019), além de promover o 

desenvolvimento, sobrevivência e manutenção de neurônios dopaminérgicos (BUDNI 

et al., 2015). O TGF-β é uma proteína que controla a proliferação (ciclo celular), 

regulação do desenvolvimento e diferenciação celular, formação da matriz 

extracelular, angiogênese e resposta imune, apresentando grande importância na 

embriogênese, condições patológicas e reparo (DINIZ et al., 2019).  

https://www.zotero.org/google-docs/?P1YYQm
https://www.zotero.org/google-docs/?XKdhtX
https://www.zotero.org/google-docs/?dSpXSr
https://www.zotero.org/google-docs/?hfYKd7
https://www.zotero.org/google-docs/?t0Ce1o
https://www.zotero.org/google-docs/?t0Ce1o
https://www.zotero.org/google-docs/?nXysMV
https://www.zotero.org/google-docs/?SNvRHG
https://www.zotero.org/google-docs/?wD4CL9
https://www.zotero.org/google-docs/?RRNqjt
https://www.zotero.org/google-docs/?RRNqjt
https://www.zotero.org/google-docs/?HKc2gs
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1.3.4 Resposta Inflamatória 

 

Os astrócitos também participam das respostas imunes inatas e adaptativas no 

SNC. As projeções astrocitárias envolvem os capilares da BHE mediando respostas 

contra potenciais agentes infecciosos. Nos processos inflamatórios, os astrócitos 

podem alterar sua morfologia para envolver regiões do tecido que sofreram danos 

(IGLESIAS; MORALES; BARRETO, 2017). 

A ativação astrocitária durante o dano tecidual neural está relacionada à  

expressão e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1β (IL-1β), 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), aumentando a 

permeabilidade da BHE e recrutando células imunes periféricas (XU et al., 2020). Além 

disso, os astrócitos são capazes de sintetizar alarminas, como a HMGB1 (do inglês 

High mobility group box 1). Este processo de ativação de astrócitos é denominada 

reatividade astrocitária e tem como objetivo o reparo tecidual e a formação da cicatriz 

astrocitária, que visa atenuar o dano neural. No entanto, é importante destacar que 

esta ativação pode causar a exacerbação da inflamação e aumento do dano 

(SOFRONIEW, 2015).  

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina com funções anti-inflamatórias 

podendo suprimir respostas imunológicas, inibindo a liberação de mediadores pró-

inflamatórios como TNF-α, IL-1β e IL-6  (RUTZ; OUYANG, 2016). As citocinas e 

quimiocinas secretadas por astrócitos podem interagir com outras células ativando 

seus receptores e alterando vias de sinalização intracelulares (DEVERMAN; 

PATTERSON, 2009). 

 

1.4 MECANISMOS ASSOCIADOS À FUNCIONALIDADE GLIAL 

 

 O astrócitos participam de diversos mecanismos de sinalização com outras 

células a fim de manter a homeostase local. Em eventos inflamatórios, os astrócitos 

podem responder através de receptores adenosinérgicos e de vias de sinalização 

como a do fator de transcrição nuclear kB (NF-κB) e da proteína cinase ativada por 

AMP (AMPK). Os receptores adenosinérgicos pertencem a uma família de receptores 

acoplados à proteína G que são ativados pela adenosina. Estes receptores podem 

modular respostas gliais associadas à inflamação através da diminuição da expressão 

https://www.zotero.org/google-docs/?VP1DRr
https://www.zotero.org/google-docs/?IX623V
https://www.zotero.org/google-docs/?XiPqQi
https://www.zotero.org/google-docs/?gfLcij
https://www.zotero.org/google-docs/?hYB8pL
https://www.zotero.org/google-docs/?hYB8pL
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de genes envolvidos no processo inflamatório (BOBERMIN; ROPPA; QUINCOZES-

SANTOS, 2019; GESSI et al., 2013). 

O NF-κB é considerado o principal mediador inflamatório por ser um regulador 

da transcrição de genes que codificam uma grande variedade de citocinas e 

quimiocinas (KARIN; DELHASE, 2000). Além disso, os astrócitos expressam 

receptores do tipo Toll (TLRs) que desencadeiam respostas imunológicas e liberação 

de moléculas pró-inflamatórias através da ativação de NF-κB e de proteínas cinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs), que também estão associadas ao processo 

inflamatório (GORINA et al., 2011). 

Além disso, o NF-κB possui atividade anti-apoptótica podendo contribuir 

também para a redução do processo inflamatório (LAWRENCE, 2009). Estudos 

demonstram que a nível sistêmico o NF-κB pode ser ativado indiretamente pela 

sinalização da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K), que está envolvida na via de 

transdução dos receptores TLR em células imunes, como macrófagos e células 

dendríticas. Esta interação e ativação de vias podem participar tanto na redução como 

no aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias  (SÁNCHEZ-ALEGRÍA et al., 

2018). 

A família de cinases PI3K é expressa na maioria das células neurais do 

hipocampo, córtex cerebral e cerebelo em níveis elevados, possuindo um papel 

essencial na progressão do ciclo celular, sobrevivência, migração e crescimento 

celular (POMPURA; DOMINGUEZ-VILLAR, 2018). Assim, a sinalização envolvendo a 

PI3K, quando aumentada, pode contribuir para a tumorigênese (FRUMAN et al., 

2017). A PI3K ativa a proteína cinase B, também conhecida como Akt, que 

desempenha papéis vitais no crescimento e diferenciação celular, metabolismo, 

inflamação e doenças neurodegenerativas (SÁNCHEZ-ALEGRÍA et al., 2018). A Akt 

também ativa a via da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), sendo 

essencial para neurônios em desenvolvimento e formação de sinapses contribuindo 

para a plasticidade neuronal e memória (HORWOOD et al., 2006). 

Diretamente associada à função sináptica, a proteína sinaptofisina está 

presente nas membranas celulares, estando envolvida na introdução e recirculação 

de vesículas sinápticas na potenciação de longo prazo (LTP). Esta proteína é um 

importante marcador específico de terminais pré-sinápticos e sua expressão, assim 

como dos fatores tróficos, está relacionada à plasticidade cerebral (ZHU et al., 2019).  

https://www.zotero.org/google-docs/?eFWyDg
https://www.zotero.org/google-docs/?eFWyDg
https://www.zotero.org/google-docs/?KYUpdZ
https://www.zotero.org/google-docs/?EVWOCo
https://www.zotero.org/google-docs/?tTSQ86
https://www.zotero.org/google-docs/?DwujBz
https://www.zotero.org/google-docs/?DwujBz
https://www.zotero.org/google-docs/?uabJa8
https://www.zotero.org/google-docs/?zcVWSm
https://www.zotero.org/google-docs/?zcVWSm
https://www.zotero.org/google-docs/?7AcsBj
https://www.zotero.org/google-docs/?DSGC2T
https://www.zotero.org/google-docs/?yCQMS7
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Embora as espécies reativas de oxigênio (ERO) sejam prejudiciais em excesso, 

são moléculas de sinalização celular importantes para a plasticidade sináptica. 

Associado a isso, a expressão do fator eritróide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), 

presente em maior nível em astrócitos do que em neurônios, atua para diminuir danos 

oxidativos através da regulação de centenas de genes antioxidantes. Enquanto uma 

superexpressão de Nrf2 por neurônios pode afetar o balanço oxidativo pela diminuição 

de ERO necessárias ao processo de plasticidade, a superexpressão de Nrf2 em 

astrócitos atenua aspectos da inflamação através da supressão de genes pró-

inflamatórios (SIGFRIDSSON et al., 2018).  

O Nrf2 responde ao estresse para regular positivamente genes protetores, 

incluindo os que codificam proteínas com papel antioxidante como a heme oxigenase 

1 (HO-1) e a GCL, enzima limitante da síntese de GSH (LIDDELL, 2017). A HO-1, 

isoforma induzível da enzima de degradação do heme, possui um papel importante na 

inflamação pela sua capacidade de diminuir o processo inflamatório (VIJAYAN; 

WAGENER; IMMENSCHUH, 2018). Os produtos da HO-1, principalmente o monóxido 

de carbono, biliverdina e bilirrubina, também possuem ação antioxidante. Além disso, 

a HO-1 pode elevar o conteúdo de GSH, demonstrando seu papel na proteção celular 

em condições de estresse oxidativo (SCHIPPER et al., 2019). 

A diminuição de energia mitocondrial também contribui para as respostas 

inflamatórias das células astrogliais através da regulação da expressão de genes 

inflamatórios e consequentemente da ativação da AMPK para restaurar os níveis de 

energia intracelulares (ASTAKHOVA et al., 2019; TOYAMA et al., 2016). O PGC-1α 

(coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama) é um 

regulador central da bioenergética celular, sendo induzido pela AMPK. Esta via de 

sinalização modula respostas de dano metabólico e oxidativo no SNC. A AMPK 

também regula expressão de GCL em astrócitos e, por meio da ativação do PGC-1α, 

estimula a síntese de GSH promovendo atividade antioxidante (GUO et al., 2018).  

 

1.5 EFEITOS DOS ANTIPSICÓTICOS RISPERIDONA E HALOPERIDOL NO SNC 

 

O haloperidol é um antipsicótico típico de primeira geração utilizado 

principalmente pelo seu baixo custo, além de apresentar efeito bloqueador dos 

receptores dopaminérgicos centrais, sendo bastante eficiente para os sintomas 

positivos da esquizofrenia (alucinações e delírios). Porém, está frequentemente 

https://www.zotero.org/google-docs/?Hcd3Hs
https://www.zotero.org/google-docs/?61pw7N
https://www.zotero.org/google-docs/?pV8owq
https://www.zotero.org/google-docs/?pV8owq
https://www.zotero.org/google-docs/?UjLywz
https://www.zotero.org/google-docs/?dqOQTs
https://www.zotero.org/google-docs/?LZj6BU
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envolvido no aparecimento de efeitos colaterais extrapiramidais como a discinesia 

tardia, o chamado “parkinsonismo” (LI; SNYDER; VANOVER, 2016; OLIVEIRA, 2000; 

SILVA, 2006). 

Devido aos efeitos extrapiramidais do haloperidol, outros fármacos, como a 

risperidona, um antipsicótico atípico, foram desenvolvidos para proporcionar um 

tratamento mais efetivo. A risperidona é um antagonista seletivo dos receptores 

dopaminérgicos D2, responsáveis pela liberação de dopamina nos neurônios, que 

também possui afinidade pelos receptores serotoninérgicos 5HT2, contribuindo assim, 

para o equilíbrio entre dopamina e serotonina no cérebro (LI; SNYDER; VANOVER, 

2016; OLIVEIRA, 2000; SILVA, 2006). 

Esses fármacos podem modular funções neuronais e gliais por mecanismos 

ainda pouco conhecidos. Estudos do nosso grupo, mostraram que a risperidona 

aumentou a captação de glutamato, a atividade da GS, o conteúdo de GSH e a 

liberação de S100B em células C6 (QUINCOZES-SANTOS et al., 2008, 2009, 2010), 

apresentando também efeito antioxidante, enquanto o haloperidol apresentou efeito 

pró-oxidante (BOBERMIN et al., 2018; QUINCOZES-SANTOS et al., 2010). Além 

disso, os antipsicóticos podem modular a resposta inflamatória através de vias de 

sinalização, como a do NF-κB (MACDOWELL et al., 2013; MITCHELL; VARGAS; 

HOFFMANN, 2016; SUGINO et al., 2009) podendo apresentar efeitos anti- ou pró-

inflamatórios, através da liberação de citocinas como a IL-10, TNF-α e IL-1β 

(BOBERMIN et al., 2018). 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?RMpPXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?RMpPXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?AX5LcG
https://www.zotero.org/google-docs/?AX5LcG
https://www.zotero.org/google-docs/?gk08JR
https://www.zotero.org/google-docs/?fisDyD
https://www.zotero.org/google-docs/?PgtQaO
https://www.zotero.org/google-docs/?PgtQaO
https://www.zotero.org/google-docs/?rP85bm
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2 JUSTIFICATIVA  

 

 Nos transtornos neuropsiquiátricos podem ocorrer disfunção hipocampal e 

comprometimento da memória, visto que o hipocampo e estruturas relacionadas são 

essenciais para a cognição. Além disso, o hipocampo pode apresentar alterações de 

volume e de funcionalidade. Neste sentido, alterações corticais de funcionalidade 

perceptiva podem ocorrer devido a comunicação entre o hipocampo e regiões do 

córtex (WIBLE, 2013).  

 Em algumas condições neuropsiquiátricas uma interrupção na regulação 

aferente do sistema dopaminérgico compromete seu funcionamento tornando este 

sistema hiperativo e desregulado com possível perda de interneurônios. Os 

antipsicóticos atuam nas sinapses regulando o excesso de dopamina e serotonina 

liberados na fenda sináptica que causam a sintomatologia característica destas 

condições. No hipocampo, os antipsicóticos atuam no bloqueio dos receptores 

dopaminérgicos diminuindo sua hiper-responsividade e diminuindo os sintomas 

psicóticos (GRACE; GOMES, 2019). Além disso, interferem na remodelação neuronal 

ativando fatores de transcrição que regulam a expressão de genes relacionados à 

neurogênese e a proliferação de células gliais promovendo plasticidade na região 

alterada (KEILHOFF; FUSAR-POLI; BECKER, 2012). 

Considerando que a administração de antipsicóticos geralmente se faz a longo 

prazo, e tanto transtornos neuropsiquiátricos quanto antipsicóticos podem acarretar 

alterações hipocampais, faz-se necessário o melhor entendimento destes fármacos 

sobre a funcionalidade glial hipocampal. Neste sentido, fatias agudas de hipocampo 

apresentam a citoarquitetura e os circuitos sinápticos bem estabelecidos e 

estruturados e, portanto, são amplamente utilizadas como ferramenta de estudo por 

apresentarem um menor tempo e custo de manutenção e manterem o padrão de 

conexões minimamente alterado com relação aos modelos in vivo (NARDIN et al., 

2009). 

 Culturas de astrócitos preparadas a partir de animais neonatos são 

amplamente utilizadas para caracterizar propriedades bioquímicas, farmacológicas e 

morfológicas do SNC (SKYTT et al., 2010). No entanto, o cérebro neonato apresenta 

células neurais com menor grau de diferenciação que o cérebro adulto, e portanto, 

não corresponde ao alvo terapêutico dos antipsicóticos, visto que doenças como a 

esquizofrenia se manifestam a partir do final da adolescência e início da fase adulta  

https://www.zotero.org/google-docs/?zpYdW5
https://www.zotero.org/google-docs/?6ZjhLD
https://www.zotero.org/google-docs/?mZkR9l
https://www.zotero.org/google-docs/?IlYBbE
https://www.zotero.org/google-docs/?IlYBbE
https://www.zotero.org/google-docs/?UZHyuA
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(GOGTAY et al., 2011; SILVA, 2006). Portanto, a utilização da cultura de astrócitos de 

ratos adultos, que apresentam diferenciação celular e conexões sinápticas melhor 

estabelecidas (BELLAVER et al., 2014; SOUZA et al., 2013), pode contribuir para o 

entendimento do papel dos astrócitos em relação aos mecanismos neuroquímicos das 

doenças cerebrais, além de caracterizar estas células como potenciais alvos 

terapêuticos para tais condições. 

Levando-se em consideração a ação dos antipsicóticos sobre a funcionalidade 

hipocampal, particularmente em relação a parâmetros astrogliais, e considerando a 

falta de estudos destes medicamentos sobre estes parâmetros no cérebro maduro, 

este trabalho se propôs a avaliar o efeito dos antipsicóticos risperidona e haloperidol 

em fatias hipocampais agudas e em cultura de astrócitos de ratos Wistar adultos.   

 

 

 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?9C84Ne
https://www.zotero.org/google-docs/?Dcwe8Z
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos do haloperidol e da risperidona sobre parâmetros 

neuroquímicos, celulares e moleculares em fatias agudas de hipocampo e em culturas 

de astrócitos hipocampais de ratos Wistar de 30 dias de idade. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS EM FATIAS AGUDAS HIPOCAMPAIS 

 

● Avaliar a viabilidade celular de fatias agudas do hipocampo de ratos Wistar 

adultos tratadas com haloperidol e risperidona; 

● Avaliar parâmetros metabólicos como a produção de lactato e o consumo de 

glicose;  

● Avaliar o metabolismo glutamatérgico através da expressão dos 

transportadores GLAST e GLT-1, da atividade da GS, e dos níveis de GSH intra 

e extracelulares;  

● Avaliar a atividade da Na+K+-ATPase; 

● Dosar a liberação dos fatores tróficos BDNF, GDNF, TGF-β  e S100B; 

● Avaliar o perfil inflamatório através da dosagem dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6) e anti-inflamatória (IL-10), e da expressão de 

HMGB1; 

● Avaliar mecanismos celulares através da expressão e/ou do conteúdo protéico 

de PI3K, AMPK, Nrf2, HO-1, NF-κB, receptores de adenosina e sinaptofisina. 

 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS EM CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS  

 

● Avaliar a viabilidade e morfologia celular em culturas de astrócitos de 

hipocampo de ratos Wistar adultos tratadas com haloperidol e risperidona; 

● Avaliar o metabolismo energético através da liberação de lactato;  

● Avaliar a atividade da Na+K+-ATPase; 

● Dosar a liberação dos fatores tróficos BDNF, GDNF e TGF-β; 
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● Avaliar o perfil inflamatório através da dosagem dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6) e anti-inflamatória (IL-10); 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (30 dias), provenientes e 

mantidos no Biotério do Departamento de Bioquímica da UFRGS. A manutenção dos 

animais foi realizada de acordo com as condições padrão adotadas pelo biotério e os 

animais foram alojados em caixa de policarbonato de 365x207x140, as quais foram 

forradas com maravalha com trocas realizadas 2 vezes por semana pelos funcionários 

do Biotério, que também forneceram ração padrão e água potável ad libitum para os 

roedores. O alojamento dos animais foi calculado de acordo com a Resolução 

Normativa número 15 do CONCEA que leva em consideração a área necessária para 

o bem-estar animal relacionado com seu respectivo peso. A temperatura da sala do 

Biotério é regulada em 22 ± 2 °C e os ratos foram mantidos em um ciclo de 

claro/escuro de 12 horas. Os cuidados com animais seguiram as diretrizes 

governamentais oficiais conforme a Federação das Sociedades Brasileiras para 

Biologia Experimental aprovadas pelo Comitê de Ética da UFRGS. O projeto teve 

aprovação pelo CEUA (nº 35557). 

 

4.2 PREPARAÇÃO E INCUBAÇÃO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS 

 

Ratos com 30 dias de idade foram decapitados e os hipocampos foram 

rapidamente dissecados e fatiados, com base nos protocolos previamente 

padronizados (NARDIN et al., 2009; ZANOTTO et al., 2013). Fatias transversais (300 

μm) do tecido foram obtidas utilizando um McIlwain Tissue Chopper. Uma fatia de 

hipocampo foi colocada em cada poço de uma placa de cultura de 24 poços. As fatias 

foram incubadas em 300 μL de tampão salina oxigenado contendo 120 mM de NaCl,  

2 mM de KCl, 1 mM de CaCl2, 1 mM de MgSO4, 25 mM de HEPES, 1 mM de KH2PO4 

e 10 mM de glicose, pH 7,4, à temperatura ambiente. O meio de incubação  foi trocado 

a cada 15 min por tampão salina fresco à temperatura ambiente (mantido a 25 ºC). 

Após um período de estabilização de 120 min, as fatias foram incubadas com os 

tratamentos por 1 h a 30 °C. Foram avaliados parâmetros celulares, neuroquímicos e 

moleculares a partir das fatias, assim como do sobrenadante recolhido dos poços. 

https://www.zotero.org/google-docs/?MzRsO0
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4.3 CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS DE RATOS ADULTOS 

 

Foram utilizados ratos Wistar adultos de 30 dias. As culturas foram obtidas a 

partir do hipocampo, de acordo com os protocolos estabelecidos pelo laboratório 

(SOUZA, 2013; BELLAVER, 2016). Resumidamente, após a decapitação, o cérebro 

dos animais foi removido e, em ambiente asséptico, a estrutura do hipocampo foi 

dissecada. Durante a dissecação, o tecido foi mantido em HBSS (Hank’s Balanced 

Salt Solution). Em seguida, as estruturas passaram por etapas de dissociação 

enzimática e mecânica e, também, por centrifugações. As células foram semeadas 

(300.000 células/cm2) em placas de 6 ou 24 poços previamente recobertas com poli 

L-lisina, em meio de cultura DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient 

Mixture F-12) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e cultivadas em 

incubadora a 37 ºC em uma atmosfera com 5% de CO2 até a confluência 

(aproximadamente 21 dias in vitro). 

 

4.4 TRATAMENTOS DE FATIAS HIPOCAMPAIS E CULTURA DE ASTRÓCITOS 

 

O tratamento foi dividido em 3 grupos: (1) controle, (2) haloperidol, (3) 

risperidona. Primeiramente, foi realizada uma curva de doses com as fatias, onde 

foram incubadas com os fármacos nas seguintes concentrações: 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 

10 μM por 1 h a 30 ºC. Após a realização da curva de doses, foram definidas 2 doses 

para a avaliação dos demais parâmetros nas fatias hipocampais e para o tratamento 

das culturas primárias. Assim, foram utilizadas as doses de 1 e 10 μM por 1h a 30 ºC 

nas fatias agudas e por 24 h a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO2 nas culturas 

primárias. 

 

4.5 VIABILIDADE, INTEGRIDADE E MORFOLOGIA CELULAR 

 

A viabilidade celular foi determinada pelo método do sal de tetrazólio (MTT) 

tanto nas fatias como nas culturas. Este método avalia a viabilidade celular através da 

atividade das enzimas desidrogenases presentes principalmente nas mitocôndrias. 

Quando há a redução do MTT, a reação resulta na formação de um composto púrpura, 
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indicando que há atividade mitocondrial, e portanto, que as células estão viáveis (DE 

SOUZA et al., 2013; QUINCOZES-SANTOS et al., 2014). Células não viáveis não 

reagem com o MTT, não alterando a coloração da reação. Resumidamente, o MTT foi 

incubado a uma concentração final de 0,5 mg/mL a 30 °C durante 30 min nas fatias 

hipocampais ou a uma concentração final de 0,05 mg/mL a 37 °C e 5% de CO2 durante 

1 h nas culturas de astrócitos. O produto de formazan gerado durante a incubação foi 

solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO). Os valores de absorbância foram medidos 

em 560 e 630 nm. Os resultados foram expressos como uma porcentagem do 

controle. A integridade da membrana celular foi avaliada nas culturas pela 

incorporação de iodeto de propídio (IP), visualizando a fluorescência do composto por 

microscopia. Além disso, uma observação morfológica das culturas foi realizada 

utilizando microscopia em contraste de fase.  

 

4.6 ATIVIDADE DA GLUTAMINA SINTETASE (GS) 

 

Para realização desta técnica foi utilizado um protocolo previamente descrito 

por Dos Santos et al. (DOS SANTOS et al., 2006). Aos homogeneizados de fatias, foi 

adicionada a mistura de reação contendo: MgCl2 10 mM, L-glutamato 50 mM, tampão 

imidazol-HCl (pH 7,4) 100 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, hidroxilamina-HCl 50 mM e 

ATP 10 mM, e foi realizada uma incubação por 15 minutos (37 °C). Para interromper 

a reação, foi adicionada uma solução contendo cloreto férrico 370 mM, HCl 670 mM 

e ácido tricloroacético 200 mM. Após centrifugação, a absorbância do sobrenadante 

foi medida a 530 nm e comparada à absorbância obtida em uma curva-padrão com γ-

glutamil hidroxamato tratada com cloreto férrico. 

 

4.7 CONTEÚDO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) 

 

Esta técnica foi realizada conforme protocolo descrito na literatura (BROWNE; 

ARMSTRONG, 1998). Resumidamente, as fatias foram homogeneizadas em tampão 

fosfato de sódio 100 mM (pH 8,0) contendo 5 mM EDTA, e as proteínas foram 

precipitadas com ácido metafosfórico 1,7%. O meio extracelular das fatias também foi 

utilizado para dosagem de GSH extracelular, sendo diluído também com tampão 

fosfato de sódio (diluição 1:2). Após precipitação, ambos sobrenadantes foram 

https://www.zotero.org/google-docs/?xuVfpj
https://www.zotero.org/google-docs/?xuVfpj
https://www.zotero.org/google-docs/?yjkgI0
https://www.zotero.org/google-docs/?mSTrOn
https://www.zotero.org/google-docs/?mSTrOn
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incubados com o-ftaldialdeído (1 mg/ml em metanol) em temperatura ambiente por 15 

minutos. A fluorescência foi medida utilizando-se comprimentos de onda de excitação 

e emissão de 350 e 420 nm, respectivamente. A curva de calibração foi feita com 

solução padrão de GSH (0 – 500 μM). O conteúdo de GSH intracelular foi expresso 

em nmol/mg proteína e o de GSH extracelular em nmol/ml. 

 

4.8 DETERMINAÇÃO DE Na+K+-ATPase 

 

A mistura da reação para o teste de atividade Na+K+-ATPase continha 5 mM de 

MgCl2, 80 mM de NaCl, 20 mM de KCl e 40 mM de Tris – HCl, pH 7,4, em um volume 

final de 200 μL. Após 10 min de pré-incubação a 37 ºC, a reação foi iniciada pela 

adição de ATP a uma concentração final de 3 mM e foi incubada por 20 min. Os 

controles foram realizados sob as mesmas condições com a adição de 1 mM de 

ouabaína. A atividade de Na+K+-ATPase foi calculada pela diferença entre os dois 

ensaios (WYSE et al., 2000). O fosfato inorgânico liberado (Pi) foi determinado pelo 

método de Chan et al. (CHAN; DELFERT; JUNGER, 1986), e a atividade específica 

da enzima foi expressa como nmol de Pi liberado por min por mg de proteína. 

 

4.9 WESTERN BLOTTING 

 

Fatias de hipocampo foram lisadas em uma solução contendo SDS a 4%, EDTA 

2 mM, Na3VO4 1 mM, NaF 10 mM e Tris 50 mM – HCl (pH 6,8). As proteínas das 

amostras foram separadas por SDS/PAGE (20 μg de proteína por amostra) e 

transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho de transferência 

semi-seca (1,2 mA/cm2; 1 h). As membranas foram bloqueadas com ovoalbumina a 

2% em solução salina tamponada com Tris contendo Tween 20 (T-TBS) e depois 

incubadas overnight (4 °C) com anti-GLT-1 (1:2000, Abcam), anti-GLAST (1:2000, 

Abcam), anti-fosfo PI3K p85 (Tyr458)/p55(Tyr199) (1:2000, Cell Signaling), e anti-

sinaptofisina (1:5000; Millipore). Em seguida, as membranas foram incubadas por 1 h 

em temperatura ambiente com IgG anti-camundongo (1:10000; GE Healthcare) ou IgG 

anti-coelho (1:10000; GE Healthcare) conjugado com peroxidase por 1 h. O sinal de 

quimioluminescência foi detectado em um sistema Image Quant LAS4010 (GE 

https://www.zotero.org/google-docs/?EyJ4iH
https://www.zotero.org/google-docs/?j1aBJO
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Healthcare) usando um kit ECL (GE Healthcare). Os resultados são expressos como 

porcentagens em relação às condições de controle. 

 

4.10 EXTRAÇÃO DE RNA E RT-PCR QUANTITATIVO 

 

O RNA total foi isolado a partir das fatias de hipocampo e das culturas de 

astrócitos utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). A concentração e a 

pureza do RNA foram determinadas espectrofotometricamente na razão de 260:280. 

Então, 1 μg de RNA total foi transcrito reversamente para obtenção do DNA 

complementar (cDNA) usando o kit de Transcrição Reversa de Alta Capacidade da 

Applied Biosystems™ em um volume de reação de 20 μL, de acordo com as 

instruções do fabricante. Os RNA mensageiros (RNAm) codificadores de HMGB1 

(#Rn02377062_g1), Nrf2 (#Rn00582415_m1), HO-1 (#Rn01536933_m1), NF-kB p50 

(#Rn01502266_m1), NF-kB p65 (#Rn01502266_m1), A1 (#Rn00567668_m1), A2a 

(#Rn00583935_m1), A2b (#Rn00567697_m1), A3 (#Rn00563680_m1), AMPK 

(#Rn00576935_m1) e β-actina (#Rn00667869_m1) foram quantificados usando o 

sistema de RT-PCR em tempo real e as sondas TaqMan listadas acima, adquiridas 

da Applied Biosystems. Os níveis de RNAm alvos foram normalizados pelos níveis de 

β-actina. Os resultados foram analisados empregando o método 2-ΔΔCt e expressos 

em relação aos níveis das condições de controle. 

 

4.11 NÍVEIS DE TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, BDNF, GDNF, TGF-β  e S100B 

 

Os níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, BDNF, GDNF e TGF-β foram avaliados 

no meio extracelular proveniente das fatias hipocampais e das culturas de astrócitos, 

utilizando kits comerciais de ELISA (Invitrogen, exceto para o GDNF, que foi 

proveniente da Abcam). O conteúdo de S100B foi quantificado pelo método de ELISA 

padronizado previamente (LEITE et al., 2008). As amostras foram incubadas com 

tampão tris por 2 h em placa pré-incubada com anti-S100B monoclonal (SH-B1). Após, 

IgG anti-S100B policlonal produzido em coelho foi incubado por 30 min e, então, um 

anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase foi incubado por mais 30 minutos. A 

reação colorimétrica com OPD foi medida em 492 nm. O valor da concentração de 

https://www.zotero.org/google-docs/?CbsU6f
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S100B foi calculado a partir da comparação das absorbâncias das amostras com uma 

curva padrão de S100B, variando de 0,002 – 1 ng/mL. 

 

4.12 DOSAGEM DE GLICOSE  

 

A dosagem de glicose do meio extracelular (100 μL) foi avaliada por kit 

comercial da marca Labtest. Os resultados foram expressos em mmol/L. 

 

4.13 DETERMINAÇÃO DE LACTATO 

 

O ensaio de lactato foi realizado em 100 μL de meio extracelular usando um 

ensaio colorimétrico comercial da Bioclin. Os resultados foram expressos como 

porcentagens do valor de controle. 

 

4.14 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

As proteínas foram quantificadas usando o método de Lowry (LOWRY et al., 

1951) com albumina bovina sérica como padrão. 

 

4.15 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados serão expressos como a média ± desvio padrão de pelo menos três 

experimentos independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas 

utilizando análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc de 

Tukey. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos. 

 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?tTtId5
https://www.zotero.org/google-docs/?tTtId5
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5 RESULTADOS 

 

 Inicialmente, serão apresentados os resultados obtidos em fatias hipocampais 

de ratos Wistar com 30 dias de idade. Posteriormente, serão apresentados os 

resultados em cultura primária de astrócitos de ratos Wistar da mesma idade, que 

foram utilizadas para avaliação específica de funções astrocitárias.  

 

5.1 VIABILIDADE CELULAR E METABOLISMO DA GLICOSE 

 

 Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular após o tratamento com 

antipsicóticos nas fatias hipocampais agudas através da metodologia de MTT. Não 

houve alteração significativa na redução do MTT (Fig. 1), indicando que as diferentes 

concentrações (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 μM) de haloperidol e risperidona não foram 

capazes de alterar a viabilidade celular. A partir desta análise e em função de outros 

trabalhos mostrando resultados em doses mais elevadas (BOBERMIN et al., 2018), 

foram selecionadas as duas doses maiores (1 e 10 μM) para as demais determinações 

metodológicas . 

 

Figura 1: Efeitos da risperidona e do haloperidol na viabilidade celular. A atividade mitocondrial celular 
(medida pelo ensaio de redução do MTT) foi avaliada em fatias hipocampais após tratamentos com 
risperidona e haloperidol nas doses 0,001 - 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como porcentagens 
em relação às condições controle e representam a média ± desvio padrão de cinco determinações 
experimentais independentes, realizadas em triplicata. As diferenças entre os grupos foram analisadas 
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey.  
 

 As células neurais utilizam a glicose circulante para obtenção de energia. O 

meio de estabilização do protocolo de fatias hipocampais agudas contém 10 mM de 

https://www.zotero.org/google-docs/?nMNlmO
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glicose para suprir a demanda energética celular e mimetizar o ambiente celular para 

reduzir danos e manter as sinalizações celulares. Observou-se um consumo 

significativamente maior de glicose a partir do meio extracelular no tratamento com 

haloperidol 10 μM, P < 0,0001 (Fig. 2). No tratamento com a risperidona, assim como 

na dose de 1 μM de haloperidol, não houve alteração em comparação ao controle.  

 

Figura 2: Efeitos da risperidona e do haloperidol no consumo celular de glicose. A glicose foi avaliada 
por kit comercial no meio extracelular de fatias hipocampais após tratamentos com risperidona e 
haloperidol nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como média ± desvio 
padrão de seis determinações experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram 
analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para 
comparações múltiplas. * indica diferença comparado às condições controle (P < 0,05). 

 

O lactato é um produto do metabolismo da glicose (via glicolítica) e frente a 

possíveis danos pode estar aumentado, para suprir tais demandas energéticas (JHA; 

MORRISON, 2018). Nossos dados indicam um aumento significativo no tratamento 

com o haloperidol 10 μM quando comparado ao controle, P = 0,006 (Fig. 3), enquanto 

o tratamento com risperidona não demonstrou alteração significativa.  

https://www.zotero.org/google-docs/?cemaGM
https://www.zotero.org/google-docs/?cemaGM
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Figura 3: Efeito dos antipsicóticos sobre a liberação de lactato. O lactato foi avaliado por kit comercial 
no meio extracelular de fatias hipocampais após tratamentos com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como média ± desvio padrão de seis 
determinações experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas 
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para 
comparações múltiplas. * indica diferença comparado às  condições controle (P < 0,05). 

 

5.2 METABOLISMO DO GLUTAMATO 

 

Os transportadores de glutamato, GLAST e GLT-1, presentes nos astrócitos, 

estão envolvidos na manutenção das concentrações extracelulares fisiológicas de 

glutamato (PEREGO et al., 2000). Nossos resultados mostraram que não houve 

alteração significativa no imunoconteúdo do transportador GLAST, embora se observe 

uma aparente diminuição no tratamento com risperidona, particularmente na 

concentração de 1 μM. Quanto ao transportador GLT-1 não foi encontrada nenhuma 

alteração significativa nos tratamentos (Fig. 4). 

https://www.zotero.org/google-docs/?2riU42
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Figura 4: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunoconteúdo dos transportadores 
astrocitários GLAST (A) e GLT-1 (B). Os transportadores foram avaliados pelo método de Western 
Blotting em fatias hipocampais após tratamentos com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 
1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como porcentagens em relação ao controle e representam 
a média ± desvio padrão de seis determinações experimentais independentes. As diferenças entre os 
grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc 
de Tukey para comparações múltiplas.  
 

 

A GS é uma enzima astrocitária diretamente associada ao ciclo glutamato-

glutamina. Nossos resultados indicam que tanto a risperidona, quanto o haloperidol, 

em ambas concentrações testadas, não foram capazes de alterar a atividade da GS 

(Fig. 5). 
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Figura 5: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a atividade da GS. A atividade da enzima foi 
avaliada em homogeneizado de fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como atividade em μmol/mg de proteína/h 
e representam a média ± desvio padrão de nove determinações experimentais independentes. As 
diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  

 

A GSH é uma importante defesa antioxidante para o SNC. Porém, não 

observamos alterações significativas no seu conteúdo intracelular em resposta ao 

tratamento com os antipsicóticos  (Fig. 6). 

 

Figura 6: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o conteúdo de GSH intracelular. O experimento 
foi realizado em homogeneizado de fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos em nmol/mg de proteína e representam 
a média ± desvio padrão de treze determinações experimentais independentes. As diferenças entre os 
grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc 
de Tukey para comparações múltiplas.  
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No meio extracelular, a GSH liberada pelos astrócitos fornece cisteína e glicina 

para a produção de GSH neuronal (AOYAMA; WATABE; NAKAKI, 2008). No entanto, 

não houve alteração significativa no conteúdo de GSH extracelular em nenhum dos 

grupos tratados, embora tenha sido observado uma tendência de aumento no 

tratamento com 10 μM de risperidona e 1 μM de haloperidol comparado às condições 

controle (Fig. 7). 

 

Figura 7: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o conteúdo de GSH extracelular. O experimento 
foi realizado no meio extracelular de fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos em nmol/mL e representam a média ± 
padrão de oito determinações experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram 
analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para 
comparações múltiplas. 

 

5.3 Na+K+-ATPase  

 

A Na+K+-ATPase é uma enzima fundamental para a homeostasia do SNC. 

Alterações na sua atividade podem estar associadas à possíveis danos celulares, no 

entanto, também não observamos nenhuma alteração significativa na atividade da 

Na+K+-ATPase após os tratamentos com os antipsicóticos (Fig. 8).  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?PHnRVh
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Figura 8: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a atividade da enzima Na+K+-ATPase. O 
experimento foi realizado com homogeneizado de fatias hipocampais tratadas com risperidona e 
haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como atividade em nM 
Pi/min/mg de proteína e representam a média ± desvio padrão de oito determinações experimentais 
independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de 
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  

 

5.4 FATORES TRÓFICOS 

 

A síntese e a liberação de fatores tróficos são essenciais para o 

desenvolvimento e sobrevivência das células neurais. Neste sentido, observamos 

uma diminuição significativa nos níveis de BDNF e GDNF após exposição à 10 μM de 

risperidona (P < 0,0001), bem como no tratamento com 1 μM e 10 μM de haloperidol 

(P < 0,0001) em relação às condições controle. Além disso, a diminuição dos níveis 

de GDNF causada pelo haloperidol foi dose-dependente. O tratamento com 

haloperidol induziu um aumento significativo de TGF-β na dose 10 μM (P < 0,0001) 

em relação ao controle, enquanto o inverso ocorreu no tratamento com 10 μM de 

risperidona  (P < 0,0001). Observou-se uma diminuição, porém não significativa, de 

S100B no tratamento com risperidona (10 μM) comparado às condições controle (Fig. 

9).  
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Figura 9: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a liberação de fatores tróficos. As dosagens de 
BDNF (A), GDNF (B), TGF-β (C) e S100B (D) foram realizadas no meio extracelular de fatias 
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados 
são expressos em pg/mL para os gráficos A, B e C, representando a média ± desvio padrão de oito 
determinações experimentais independentes. Para o gráfico D, os resultados foram expressos como 
porcentagem em relação às condições controle e representam três determinações experimentais 
independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de 
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença 
comparado às condições controle; # indica diferenças entre as doses (P < 0,05). 

 

5.5 RESPOSTA INFLAMATÓRIA 

  

IL-1β e TNF-α são citocinas que apresentam importantes efeitos pró-

inflamatórios. Nas fatias (Fig. 10), houve uma diminuição significativa da liberação de 

IL-1β no tratamento com risperidona na dose de 10 μM (P < 0,0001) e um aumento 

no tratamento com haloperidol na dose 10 μM (P < 0,0009) comparados às condições 

controle. Quanto ao TNF-α, foi  possível observar uma tendência de diminuição nos 

tratamentos com a risperidona em especial na dosagem de 1 μM. No tratamento com 

haloperidol é possível observar um leve aumento, embora não significativo. A IL-6 

também pode apresentar efeitos pró-inflamatórios, no entanto,  não observamos 
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alterações significativas em seus níveis após exposição aos antipsicóticos. Por outro 

lado, a IL-10 possui ação anti-inflamatória, e a risperidona na dose de 10 μM (P < 

0,0001) induziu um aumento significativo na liberação desta citocina comparado às 

condições controle. 

 

 

Figura 10: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a resposta inflamatória. Os níveis de IL-1β (A), 
TNF-α (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram dosados no meio extracelular de fatias hipocampais tratadas com 
risperidona e haloperidol nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos em pg/mL 
e representam a média ± desvio padrão de oito determinações experimentais independentes. As 
diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença em relação às condições 
controle (P < 0,05). 

 

A HMGB1 é uma alarmina que possui um papel importante na via de 

sinalização inflamatória (ANDERSSON; TRACEY, 2011). Não houve um efeito  

significativo nos níveis de RNAm de HMGB1 nos tratamentos realizados, mas foi 

possível observar uma tendência ao aumento na concentração de 10 μM de 

haloperidol (Fig. 11) .  

https://www.zotero.org/google-docs/?No0O9w
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Figura 11: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão de HMGB1. A expressão de 
RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados foram padronizados em relação ao controle e 
representam a média ± desvio padrão de sete determinações experimentais independentes. As 
diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  
 

5.6 MECANISMOS DE SINALIZAÇÃO CELULAR 

 

A via de sinalização da PI3K participa da modulação do crescimento, migração, 

proliferação e  metabolismo celular (POMPURA; DOMINGUEZ-VILLAR, 2018). 

Nenhum dos antipsicóticos testados neste projeto foi capaz de alterar o 

imunoconteúdo de fosfo-PI3K (Fig. 12).  

 

 
Figura 12: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunoconteúdo de fosfo-PI3K. A proteína foi 
avaliada pelo método de Western Blotting em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  

https://www.zotero.org/google-docs/?q6cRJE
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nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como porcentagens em relação às 
condições controle e representam a média ± desvio padrão de seis determinações experimentais 
independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de 
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  

 

 A AMPK está associada a diversas funções celulares, incluindo a homeostase 

energética e, após o tratamento com haloperidol nas doses de 1 μM (P = 0,0282) e 10 

μM (P = 0,0373), observamos um aumento significativo da expressão do RNAm da 

AMPK, comparada às condições controle (Fig. 13).  

 

Figura 13: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão da AMPK. A expressão de RNAm 
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados foram padronizados em relação ao controle  e 
representam a média ± desvio padrão de sete determinações experimentais independentes. As 
diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença das condições de controle 
(P < 0,05). 
 

 O Nrf2 está envolvido com a resposta celular a alterações oxidativas e 

inflamatórias, e a figura 14 mostra que o tratamento com haloperidol induziu um 

aumento significativo na expressão deste fator de transcrição na dose 10 μM (P = 

0,0387), bem como na dose de 1 μM  de risperidona (P = 0,0202). 
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Figura 14: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão de Nrf2. A expressão de RNAm 
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados foram padronizados em relação ao controle e 
representam a média ± desvio padrão de sete determinações experimentais independentes. As 
diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença comparada às condições 
controle (P < 0,05). 

 

A heme oxigenase-1 (HO-1) é uma enzima ativada em situações de estresse 

celular, que também está envolvida no processo inflamatório e na defesa antioxidante, 

e nossos resultados mostraram um aumento significativo no RNAm da HO-1 no 

tratamento com haloperidol na doses 1 μM (P = 0,0079) e 10 μM (P = 0,0401) e no 

tratamento com risperidona na dose 1 μM (P = 0,0262) comparados às condições 

controle (Fig. 15).     

 

Figura 15: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão da HO-1. A expressão de RNAm 
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas 
concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados foram padronizados em relação ao controle e 
representam a média ± desvio padrão de sete determinações experimentais independentes. As 
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diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por 
um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença comparadas às condições 
controle (P < 0,05). 

 

O fator de transcrição NF-κB também está envolvido na resposta celular em 

condições oxidativas e inflamatórias, bem como participa de processos de plasticidade 

sináptica e de memória (KARIN; DELHASE, 2000). Neste sentido, nossos resultados 

indicam ausência de alterações significativas na expressão da subunidade p50 do NF-

κB  nas fatias submetidas à exposição aos antipsicóticos, embora haja um leve 

aumento (não significativo) com o tratamento com haloperidol. No entanto, para a 

subunidade p65 do NF-κB, observamos um aumento significativo dose-dependente 

no tratamento com haloperidol 1 μM e 10 μM comparado às condições controle (P < 

0,0001) (Fig. 16). 

 

   

Figura 16: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão de NF-kB p50 e NF-kB p65. A 
expressão de RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e 
haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados foram padronizados em relação ao 
controle e representam a média ± desvio padrão de sete determinações experimentais independentes. 
As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido 
por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica diferença comparado às 
condições controle; # indica diferenças entre as doses (P < 0,05). 

 

Sabe-se que os receptores adenosinérgicos estão associados ao processo 

inflamatório, e neste sentido, o tratamento com haloperidol 1 μM (P < 0,0001) e 10 μM 

(P < 0,0001) aumentou significativamente e de maneira dose-dependente a expressão 

do receptor A2a comparado às condições controle, enquanto não se observaram 

alterações no tratamento com risperidona. Os receptores A1, A2b e A3 não 

apresentaram diferenças significativas comparadas às condições controle (Fig. 17).  

https://www.zotero.org/google-docs/?WiuAiv
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Figura 17: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressão de receptores de adenosina A1 
(A), A2a (B), A2b (C) e A3 (D). A expressão de RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais 
tratadas com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h.Os dados foram  
padronizados em relação ao controle e representam a média ± desvio padrão de sete determinações 
experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando 
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica 
diferença das condições de controle; # indica diferenças entre as doses (P < 0,05).  

 

A sinaptofisina é uma proteína transmembrana das vesículas sinápticas e 

nossos resultados indicam que após a exposição aos antipsicóticos não houve 

alterações significativas no seu imunoconteúdo, embora se observe uma tendência ao 

aumento no tratamento com 1 μM risperidona (Fig. 18).  
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Figura 18: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunoconteúdo de sinaptofisina. A proteína 
foi avaliada pelo método de Western Blotting em fatias hipocampais tratadas com risperidona e 
haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 1 h. Os dados são expressos como porcentagens em 
relação às condições controle, e representam a média ± desvio padrão de seis determinações 
experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando 
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  

 

5.7 ANÁLISES EM CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS HIPOCAMPAIS 

 

Após avaliação dos efeitos dos antipsicóticos nas fatias hipocampais, 

investigou-se mais especificamente a resposta astrocitária frente ao tratamento com 

risperidona e haloperidol em cultura primária de astrócitos. Para isso, avaliamos 

parâmetros como viabilidade celular através das medidas de MTT e incorporação de 

iodeto de propídio (IP) (dados não mostrados), bem como metabolismo energético, 

pela avaliação dos níveis de lactato no meio extracelular. Ambos os parâmetros não 

apresentaram alterações após exposição ao haloperidol e à risperidona nas doses de 

1 μM e 10 μM (as mesmas utilizadas no modelo experimental de fatias hipocampais 

agudas) por 24 h (Fig. 19). 
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Figura 19: Efeitos da risperidona e do haloperidol na viabilidade celular e na liberação de lactato. (A) 
A atividade mitocondrial celular (medida pelo ensaio de redução do MTT) foi avaliada em cultura de 
astrócitos hipocampais após tratamentos com risperidona e haloperidol nas doses 1 e 10 μM por 24 h. 
(B) O lactato foi avaliado por kit comercial no meio extracelular de culturas de astrócitos hipocampais 
após tratamentos com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 24 h. Os dados 
são expressos como porcentagens em relação às condições controle para o ensaio de redução de MTT 
e em mM para os níveis de lactato, e representam a média ± desvio padrão de cinco determinações 
experimentais independentes, realizadas em triplicata. As diferenças entre os grupos foram analisadas 
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para 
comparações múltiplas.  

 

A atividade da Na+K+-ATPase também foi avaliada nas culturas, e embora não 

tenha apresentado alteração, foi observada uma diminuição não significativa após a 

exposição a 10 μM de haloperidol (Fig. 20). 

 

Figura 20: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a atividade da enzima Na+K+-ATPase. O 
experimento foi realizado com o lisado das culturas de astrócitos hipocampais tratadas com risperidona 
e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 24 h. Os dados são expressos como atividade em 
nM Pi/min/mg de proteína, e representam a média ± desvio padrão de cinco determinações 
experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando 
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas.  
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A secreção de fatores tróficos também foi avaliada, e observamos uma 

diminuição significativa nos níveis de BDNF no tratamento com risperidona 10 μM (P 

< 0,0001), bem como para o BDNF e o GDNF após exposição a 1 μM e 10 μM de 

haloperidol (P < 0,0001) comparado às condições controle. No entanto, os níveis de 

GDNF aumentaram significativamente no tratamento com risperidona 10 μM (P < 

0,0001). Em relação aos níveis de TGF-β, observamos um aumento significativo 

apenas  para o haloperidol, nas doses de  1 μM e 10 μM (P < 0,0001) (Fig. 21). 

 

 

Figura 21: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a secreção de fatores tróficos. As dosagens 
de BDNF (A), GDNF (B) e TGF-β (C) foram realizadas no meio extracelular de culturas de astrócitos 
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 24 h. Os 
dados são expressos como pg/mL e representam a média ± desvio padrão de cinco determinações 
experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando 
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica 
diferença das condições de controle (P < 0,05). 

 

Em relação aos parâmetros inflamatórios, foram analisadas a secreção das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6, e observamos que a IL-1β manteve o 

mesmo perfil observado nas fatias, com diminuição dos níveis após exposição à 10 
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μM (P < 0,0001) de risperidona e aumento da liberação de IL-1β com 10 μM (P < 

0,0001) de haloperidol (Fig. 23). No entanto, os níveis de TNF-α não foram alterados. 

Para a IL-6, observamos um aumento significativo no tratamento com haloperidol 10 

μM  (P < 0,0001) em relação ao controle (Fig. 19). Quando avaliado o efeito anti-

inflamatório através da liberação da IL-10, foi observado um aumento significativo 

dose-dependente no tratamento com risperidona 1 μM e 10 μM (P < 0,0001) e um 

perfil inverso após exposição ao haloperidol, com redução significativa com a 

concentração de 10 μM (P < 0,0001). 

 

Figura 22: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a resposta inflamatória. Os níveis de IL-1β (A), 
TNF-α (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram dosados no meio extracelular de culturas de astrócitos 
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol  nas concentrações de 1 e 10 μM por 24 h. Os 
dados são expressos em pg/mL e representam a média ± desvio padrão de cinco determinações 
experimentais independentes. As diferenças entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando 
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas. * indica 
diferença das condições de controle; # indica diferenças entre as doses (P <0,05). 
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5.8 RESUMO DOS RESULTADOS 

 
Tabela 1: Resumo dos resultados em fatias hipocampais e em cultura de células. 

Grupo Parâmetro 
Fatias agudas Cultura de astrócitos 

Metodologia 
Risperidona Haloperidol Risperidona Haloperidol 

V
ia

bi
lid

ad
e/

 

M
et

ab
ol

is
m

o 
da

 

G
lic

os
e 

MTT (%) - - - - Colorimétrica 

IP (%) NT NT - - Microscopia 

Glicose extracelular (mmol/L) - ↓ NT NT Colorimétrica 

Lactato (mM) - ↑ - - Colorimétrica 

M
et

ab
ol

is
m

o 
do

 

G
lu

ta
m

at
o 

GLAST (%) * - NT NT WB 

GLT-1 (%) - - NT NT WB 

GS (μmol/mg prot/h) - - NT NT Colorimétrica 

GSH intracelular (nmol/mg prot) - - NT NT Fluorimétrica 

GSH extracelular (nmol/mL) * * NT NT Fluorimétrica 

N
a+

K
+
- 

A
T

P
as

e 

Atividade da Na+K+-ATPase 
       (nM Pi/min/mg ptn) 

- - - * Enzimática 

F
at

or
es

 

T
ró

fic
os

 

BDNF (pg/mL) ↓ ↓ ↓ ↓ ELISA 

GNDF (pg/mL) ↓ ↓ ↑ ↓ ELISA 

TGF-β (pg/mL) ↓ ↑ - ↑ ELISA 

S100B (%) * - NT NT ELISA 

R
es

po
st

a 

In
fla

m
at

ór
ia

 

IL-1β (pg/mL) ↓ ↑ ↓ ↑ ELISA 

TNF-α (pg/mL) * * - - ELISA 

IL-6 (pg/mL) - - - ↑ ELISA 

IL-10 (pg/mL) ↑ - ↑ ↓ ELISA 

HMGB1 (RNAm) - * NT NT RT-PCR 

 M
ec

an
is

m
os

 d
e 

S
in

al
iz

aç
ão

 C
el

ul
ar

 

Fosfo-PI3K (%) - - NT NT WB 

AMPK (RNAm) - ↑ NT NT RT-PCR 

Nrf2 (RNAm) ↑ ↑ NT NT RT-PCR 

HO-1 (RNAm) ↑ ↑ NT NT RT-PCR 

NF-κB p50 (RNAm) - * NT NT RT-PCR 

NF-κB p65 (RNAm) - ↑ NT NT RT-PCR 

A1 (RNAm) - - NT NT RT-PCR 

A2a (RNAm) - ↑ NT NT RT-PCR 

A2b (RNAm) - - NT NT RT-PCR 

A3 (RNAm) - - NT NT RT-PCR 

Sinaptofisina (%) * - NT NT WB 

Resumo dos resultados obtidos a partir das análises realizadas em fatias agudas hipocampais e em 
culturas de astrócitos de hipocampo. Legenda: NT Parâmetro Não Testado para o modelo; – sem 
alteração; ↑ aumento significativo; ↓ diminuição significativa; * indicativo de tendência (resultado não 
significativo); WB: western blotting.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste tópico serão discutidos os resultados das análises realizadas com as 

fatias agudas de hipocampo a partir da literatura existente. Os dados obtidos nas 

análises realizadas com as culturas de astrócitos servirão para melhorar a 

compreensão dos antipsicóticos sobre parâmetros astrocitários no hipocampo adulto, 

a fim de elucidar possíveis ações destes medicamentos no SNC. 

Quanto à viabilidade celular, os antipsicóticos não induziram alterações tanto 

nas fatias quanto nas culturas de astrócitos de hipocampo. Estes resultados podem 

estar relacionados às dosagens testadas. As dosagens escolhidas para a realização 

deste trabalho, desde os experimentos iniciais contemplando 5 doses diferentes até a 

definição de 2 doses principais para os demais experimentos, partem do pressuposto 

de que os fármacos testados influenciam o ambiente celular sem causar morte ou 

dano celular exacerbado, como observado inclusive em estudos anteriores do nosso 

grupo de pesquisa (BOBERMIN et al., 2018; QUINCOZES-SANTOS et al., 2009, 

2010). Além disso, em um estudo associando haloperidol e lítio em doses terapêuticas 

não foram observadas alterações na viabilidade da linhagem de neuroblastoma SH-

SY5Y (GAWLIK-KOTELNICKA et al., 2016). Dessa forma, como não houve alteração 

na viabilidade celular, as maiores doses testadas foram utilizadas para as demais 

investigações neuroquímicas e moleculares. 

 Antipsicóticos estão associados a alterações no metabolismo da glicose e 

também a um aumento no risco de obesidade e diabetes em pacientes que fazem 

administração crônica destes fármacos (JASSIM et al., 2012; SONG et al., 2014). 

Neste sentido, foi observada uma diminuição da glicose extracelular e um aumento 

significativo de lactato no tratamento com haloperidol. Uma diminuição da glicose no 

meio extracelular, associada a um aumento de lactato, pode estar relacionada a um 

maior consumo de glicose através da via glicolítica pelas células neurais, indicando 

possíveis alterações no metabolismo energético (DIENEL, 2013). Além disso, 

observamos um aumento do RNAm da AMPK no tratamento com haloperidol. A AMPK 

é um sensor de energia celular e estado de nutrientes que monitora a proporção de 

AMP:ATP. Quando há um déficit de energia, atua para restaurar a homeostase 

energética, ativando as vias catabólicas alternativas que produzem ATP, inativando 

as vias biossintéticas e outros processos não essenciais que consomem ATP 

(HARDIE, 2014). Esses resultados indicam um possível efeito no metabolismo 

https://www.zotero.org/google-docs/?koksn2
https://www.zotero.org/google-docs/?koksn2
https://www.zotero.org/google-docs/?bKdqCy
https://www.zotero.org/google-docs/?FfowY4
https://www.zotero.org/google-docs/?eTXieF
https://www.zotero.org/google-docs/?FSzISV
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energético do SNC e sobre as vias que controlam o consumo de energia por parte do 

haloperidol, que pode estar associado a uma compensação metabólica. 

Os astrócitos também armazenam glicogênio como fonte de energia própria e 

para suporte de outros tipos celulares. Quando há um alto consumo de energia através 

da oxidação da glicose outras formas deste substrato podem ser requeridas a fim de 

obter o ATP necessário para manter a funcionalidade neural. Assim, a glicogenólise 

no astrócito produz lactato, que será utilizado para produção de energia pelos 

neurônios (PINACHO et al., 2016). Esse mecanismo também pode explicar o aumento 

do lactato no tratamento com haloperidol nas fatias de hipocampo de duas formas. A 

liberação de lactato a partir da quebra do glicogênio pela alta demanda de glicose 

pode estar relacionada à manutenção energética astrocitária (DIENEL, 2018), bem 

como para apoiar a taxa de respiração celular causada pela hipóxia no processo de 

obtenção de fatias agudas, e dessa forma, substituir a glicose para a manutenção da 

atividade sináptica neuronal (PELLERIN, 2003).  

 No entanto, o lactato possui funções além do metabolismo energético atuando 

como molécula de sinalização para diversos mecanismos celulares. Sua ligação ao 

receptor GPR81 no hipocampo, neocórtex e cerebelo está associada ao controle do 

fluxo sanguíneo e função sináptica, indicando um papel do lactato como mensageiro 

intercelular. Também pode ativar a expressão de proteínas que promovem a 

angiogênese e o crescimento celular assim, promovendo plasticidade (BERGERSEN, 

2014; PROIA et al., 2016). Estudos sugerem também que o lactato promove a 

sobrevivência celular contra o estresse oxidativo por meio da indução de vias 

homeostáticas que incluem PI3K e mTOR (TAUFFENBERGER et al., 2019). Portanto, 

um aumento de lactato pode ser decorrente tanto de uma sinalização no metabolismo 

energético como de uma comunicação associada ao reparo de tecido e função celular. 

Dessa forma, a maior liberação de lactato em resposta ao tratamento com haloperidol 

pode sinalizar uma compensação de possíveis danos celulares causados por este 

fármaco, enquanto a risperidona não induziu tais alterações metabólicas, 

possivelmente por não causar danos que induzam a liberação de lactato.  

A via de sinalização da PI3K também está envolvida em processos celulares 

relacionados ao controle do metabolismo, além de regular o crescimento, proliferação, 

sobrevivência e migração celular. Quando ativada, leva à fosforilação da Akt e 

consequente ativação da mTOR, que é essencial para o desenvolvimento neuronal e 
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a formação de sinapses (SÁNCHEZ-ALEGRÍA et al., 2018). No entanto, os 

tratamentos com os antipsicóticos em fatias não foram capazes de alterar 

significativamente a fosforilação da PI3K no tempo avaliado (1 h). 

Nossos experimentos demonstraram que doses terapêuticas de antipsicóticos 

não alteraram o metabolismo do glutamato. Esse neurotransmissor é transportado 

para dentro dos astrócitos por transportadores específicos, onde posteriormente será 

convertido em outras moléculas que participarão de diferentes mecanismos celulares. 

Os transportadores de glutamato controlam a concentração de glutamato na fenda 

sináptica a fim de evitar seu acúmulo, que pode levar à excitotoxicidade 

glutamatérgica e consequente morte celular, desempenhando, portanto, um papel na 

preservação das funções sinápticas.  

O GLT-1 é o principal transportador de glutamato do SNC altamente expresso 

em membranas gliais (RIMMELE; ROSENBERG, 2016). A tendência ao aumento da 

expressão deste transportador observado no tratamento com risperidona 1 e 10 μM 

nas fatias pode indicar a participação deste fármaco na regulação da homeostase 

glutamatérgica, particularmente pelos astrócitos. O transportador de glutamato 

GLAST também regula os níveis extracelulares de glutamato. No entanto, nossos 

resultados mostram que houve uma tendência a diminuição no imunoconteúdo de 

GLAST no tratamento com risperidona, o que poderia implicar em um aumento de 

glutamato na fenda sináptica (KARLSSON; HEILIG; HOLMES, 2008). Estes 

resultados sugerem um possível mecanismo compensatório entre os transportadores 

causado pela risperidona, para evitar o acúmulo de glutamato e consequente 

excitotoxicidade.  

O glutamato intracelular pode seguir diferentes destinos metabólicos, como a 

conversão em glutamina. Neste sentido, a GS é uma enzima expressa em astrócitos 

no SNC, que catalisa a síntese de glutamina a partir da transferência de grupamento 

amino para o glutamato (LEKE; SCHOUSBOE, 2016). Diretamente associada ao 

transporte glutamatérgico e ao ciclo glutamato-glutamina, a glutamina pode então 

atuar como precursora dos neurotransmissores glutamato e GABA (BOLAÑOS, 2016). 

No entanto, não houve alteração na atividade da GS, portanto, em nosso modelo 

experimental, os antipsicóticos parecem não interferir nas ações desta enzima. 

Outro destino do glutamato pode ser a biossíntese de GSH. A GSH participa 

dos processos de defesa antioxidante astrocitária, atuando também na redução de 
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peróxidos (DRINGEN et al., 2015). A GSH tem um papel importante na regulação do 

estresse oxidativo e sua redução é catalisada pela GSH redutase, que usa o NADPH 

como cofator para regenerar a GSH (DIENEL, 2018). Além disso, a GSH extracelular 

proveniente dos astrócitos também pode proteger os neurônios contra o estresse 

oxidativo e a neurodegeneração (BOLAÑOS, 2016). Estudos anteriores do nosso 

grupo demonstraram um aumento de GSH pela risperidona em cultura de células C6 

(BOBERMIN et al., 2018; QUINCOZES-SANTOS et al., 2009a, 2010a), no entanto, 

não houve alteração no conteúdo de GSH intra ou extracelular nos tratamentos 

testados em fatias hipocampais, indicando que as concentrações utilizadas de  

antipsicóticos não foram capazes de alterar o metabolismo da GSH em um tratamento 

agudo.  

A sinaptofisina é uma proteína utilizada como marcador de atividade pré-

sináptica que participa do processo de sinaptogênese. O aumento da expressão desta 

proteína está associado à quantidade de vesículas sinápticas que liberam 

neurotransmissores (SEO et al., 2015). Assim, esta proteína tem grande influência 

sobre a regulação e liberação de neurotransmissores ou densidade terminal pré-

sináptica e, portanto, está relacionada à plasticidade. O efeito de fármacos 

antipsicóticos em proteínas sinápticas é variável entre os estudos e pode sofrer 

influências da metodologia experimental utilizada. Estudos mostraram que o 

haloperidol não desencadeou efeitos sobre os níveis destas proteínas no córtex e no 

hipocampo, sendo que o hipocampo já apresenta quantidade reduzida 

fisiologicamente (EASTWOOD; CAIRNS; HARRISON, 2000; EGBUJO; SINCLAIR; 

HAHN, 2016). Na avaliação realizada neste trabalho, não houve alteração no 

tratamento com haloperidol, no entanto, foi observado um aumento não significativo 

no tratamento com risperidona. Um aumento na expressão desta proteína por 

medicações antipsicóticas em condições como esquizofrenia pode ser benéfico para 

a manutenção das sinapses, visto que estes transtornos neuropsiquiátricos 

apresentam alterações sinápticas (BARR et al., 2006; EGBUJO; SINCLAIR; HAHN, 

2016; OZDEMIR et al., 2012). Portanto, em condições fisiológicas, é provável que 

estes fármacos não alterem significativamente o conteúdo de sinaptofisina, no 

entanto, o tempo de tratamento de 1 hora também pode ter influenciado estes 

resultados. 
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Apesar de não ter apresentado alteração significativa no tratamento em fatias, 

o tratamento com haloperidol em culturas de astrócitos demonstrou uma tendência à 

diminuição da atividade da enzima Na+K+-ATPase. Além de bombear íons através da 

membrana celular, a Na+K+-ATPase está envolvida na organização de múltiplos 

complexos de proteínas na membrana plasmática, como por exemplo, a transdução 

de sinal  (CUI; XIE, 2017). Sabe-se que o aumento de estresse oxidativo e nitrosativo 

pode causar modificação oxidativa nas subunidades da Na+K+-ATPase, podendo inibir 

sua atividade enzimática através do bloqueio do sítio de ligação da ouabaína (LIU; 

LILLY; SHAPIRO, 2018). Isso pode indicar um possível papel oxidativo do haloperidol, 

que já foi observada em outros estudos (QUINCOZES-SANTOS et al., 2010). 

Os antipsicóticos são capazes de modular a secreção de fatores tróficos. O 

BDNF é uma neurotrofina sintetizada também em astrócitos, que atua modulando a 

transmissão e a plasticidade sináptica (CARVALHO et al., 2008). No hipocampo, ele 

atua na liberação de neurotransmissores, receptores pós-sinápticos de glutamato e 

síntese proteica, assim como o GDNF, uma neurotrofina derivada da glia, que atua na 

formação de sinapses (LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017; LEDDA et al., 2007). 

Estudos anteriores demonstraram resultados diferentes sobre a expressão de BDNF, 

podendo apresentar-se aumentada ou diminuída no hipocampo. Esses efeitos podem 

estar associados aos tipos e a forma de tratamento com antipsicóticos (AUTRY; 

MONTEGGIA, 2012). Alguns estudos relacionam um perfil misto ou até inverso de 

atuação dos antipsicóticos atípicos, onde estes aumentam a expressão de BDNF e 

GDNF, podendo estar associados a uma melhora na neurogênese (FAVALLI et al., 

2012; KUSUMI; BOKU; TAKAHASHI, 2015). 

Neste trabalho, observamos uma redução da liberação de BDNF e GDNF nos 

tratamentos com haloperidol e risperidona nas fatias hipocampais, que pode estar 

relacionada a uma diminuição da neuroproteção e plasticidade celular (NANDRA; 

AGIUS, 2012). Como a expressão de GDNF nos astrócitos é induzida por neurônios 

dopaminérgicos, a diminuição observada nas fatias pode estar associada com os 

efeitos dos antipsicóticos sobre esse sistema neurotransmissor (YE et al., 2018). 

Alterações particularmente em células gliais podem resultar em diminuição do suporte 

trófico por estes fatores neurotróficos. Em culturas de astrócitos, também observamos 

uma diminuição da liberação de BDNF em resposta ao haloperidol e à risperidona. Em 

relação ao GDNF, observamos efeitos opostos: o haloperidol manteve a redução 
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observada nas fatias, enquanto a risperidona aumentou a liberação de GDNF. Um 

aumento de GDNF também foi observado em culturas de células de glioma C6 

tratadas com antipsicóticos (SHAO et al., 2006), o que pode estar associado a um 

efeito neuroprotetor destes fármacos, particularmente da risperidona, mediado pelos 

astrócitos.  

O GDNF está diretamente associado ao TGF-β, o qual está envolvido na 

inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias e na sobrevivência celular através 

do seu papel neurotrófico, podendo estar associado aos efeitos terapêuticos dos 

antipsicóticos (LEE; KIM, 2010). A elevação do TGF-β em tecido saudável pode indicar 

a ocorrência de um estado inflamatório e o haloperidol apresentou um aumento 

significativo na maior dose, o que poderia reforçar seu potencial papel pró-inflamatório. 

No entanto, em células microgliais, o haloperidol aumentou a expressão de TGF-β e 

BDNF e foi considerado benéfico para o tratamento de transtornos neuropsiquiátricos, 

uma vez que esse aumento parece estar relacionado a um processo de reparação de 

dano desencadeado pelo fármaco (NAMJOO et al., 2020). Por outro lado, nossos 

resultados indicam que o tratamento com a risperidona diminuiu os níveis de TGF-β. 

Em estudos clínicos, alguns antipsicóticos estão associados a redução dos níveis 

plasmáticos de TGF-β e citocinas pró-inflamatórias, também apresentando um perfil 

protetor (LI et al., 2015; MOMTAZMANESH; ZARE-SHAHABADI; REZAEI, 2019). 

Em estudos anteriores do nosso grupo sobre a influência dos antipsicóticos na 

secreção de S100B, a risperidona induziu um aumento em células astrogliais C6 

(NARDIN et al., 2011; QUINCOZES-SANTOS et al., 2008), mas não em fatias 

hipocampais (NARDIN et al., 2011). Neste estudo, a proteína S100B demonstrou uma 

diminuição, porém não significativa, com risperidona em fatias hipocampais. A S100B 

parece ser modulada e capaz de modular a secreção de moléculas inflamatórias 

(EDWARDS; ROBINSON, 2006; SCHMITT et al., 2007). Alguns estudos 

demonstraram uma correlação significativa entre S100B e citocinas pró-inflamatórias 

em distúrbios neurológicos e psiquiátricos (ASHRAF et al., 1999; STEINER et al., 

2010), onde a secreção de S100B aumentada estava associada à reatividade 

astrocitária (MÜLLER; MYINT; SCHWARZ, 2009). Estes estudos sugerem que a 

S100B pode estar associada a mecanismos apoptóticos ou em processo reparatório 

nas situações degenerativas causadas por neuroinflamação (STEINER et al., 2013). 
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Os antipsicóticos podem modular respostas inflamatórias através da liberação 

de citocinas pró e anti-inflamatórias. Observamos em fatias hipocampais a diminuição 

de IL-1β com risperidona e o aumento da mesma citocina com haloperidol. Além disso, 

a risperidona induziu um aumento de IL-10, sugerindo um papel anti-inflamatório da 

risperidona e pró-inflamatório do haloperidol, já observado anteriormente em células 

C6 (BOBERMIN et al., 2018). Em culturas de astrócitos de animais adultos, um perfil 

semelhante foi observado em relação a IL-1β, IL-6 e IL-10, indicando alguma resposta 

compensatória por parte da risperidona no SNC, com participação direta dos 

astrócitos.  

O tratamento com antipsicóticos atípicos parece apresentar respostas de perfil 

inflamatório contraditórias em diversos estudos. Estes achados podem estar 

relacionados aos modelos experimentais adotados, bem como, os tipos celulares e 

materiais de análise. Por exemplo, alguns estudos demonstraram níveis aumentados 

de TNF-α no soro de pacientes em tratamento crônico com antipsicóticos atípicos 

(MOMTAZMANESH; ZARE-SHAHABADI; REZAEI, 2019). Já em linhagem monocítica 

celular humana, o tratamento com antipsicóticos atípicos reduziu os níveis de citocinas 

pró-inflamatórias e o mesmo foi observado no tratamento de pacientes, onde níveis 

séricos de TNF-α, IL-1β e IL-6 apresentaram-se significativamente mais elevados 

antes do tratamento, mostrando uma diminuição da resposta inflamatória após a 

administração dos fármacos (AZIZI et al., 2019; STAPEL et al., 2018). No entanto, em 

outro estudo, níveis elevados de proteína C reativa foram encontrados em pacientes 

que utilizaram altas concentrações de clozapina e risperidona (HEFNER et al., 2016).  

Além disso, culturas de macrófagos tratadas com haloperidol e risperidona 

também apresentaram maiores concentrações de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, 

IL-6, TNFα) e baixos níveis de citocinas anti-inflamatórias, o que sugere uma 

exacerbação dos processos inflamatórios nos tecidos periféricos e explicaria os 

efeitos sobre o metabolismo de lipídeos e os processos de ganho de peso do 

tratamento com estes fármacos (DA CRUZ JUNG et al., 2016). Ademais, os 

antipsicóticos parecem demonstrar uma resposta inflamatória relevante em situações 

onde já existe um processo inflamatório em curso, como observado em experimentos 

onde estes fármacos reduziram os níveis de IL-1α, IL-1β, IL-2 e IL-17 e aumentaram 

os níveis de IL-6, IL-10, INF-γ e TNF-α (GIRIDHARAN et al., 2020). 
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Além do processo inflamatório, os antipsicóticos podem modular diversos 

mecanismos celulares por diferentes vias de sinalização. A HMGB1 é uma alarmina 

que atua como reguladora da transcrição nuclear e como mensageiro celular 

desempenhando um papel importante nas respostas imunes e autofagia, podendo 

desencadear processos pró-inflamatórios ou favorecer a sobrevivência celular em 

resposta ao estresse celular (PEDRAZZI et al., 2007; YANG et al., 2013). Assim, a 

HMGB1 é considerada um mediador pró-inflamatório, pois além de ser liberado por 

células imunes, atua ativando outras células, inclusive astrócitos e microglia, para 

sintetizar TNF-α, IL-1, IL-6 e outras moléculas pró-inflamatórias. A tendência ao 

aumento da expressão de HMGB1 observada no tratamento com 10 μM de haloperidol 

pode reforçar o potencial efeito pró-inflamatório deste fármaco. Não foram 

encontrados estudos que relacionem alterações de HMGB1 em tratamentos com 

haloperidol, no entanto, um estudo que tratou pacientes esquizofrênicos com 

risperidona observou uma redução dos níveis séricos de HMGB1, além de uma 

redução de citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 que foram relacionados 

com uma redução dos sintomas associados ao transtorno (ZHU et al., 2015). 

A via de sinalização do Nrf2 é ativada por estresse oxidativo e está relacionada 

a efeitos neuroprotetores através da regulação de genes associados a funções 

antioxidantes e anti-inflamatórias, incluindo proteínas envolvidas na regulação da 

síntese e conjugação da GSH, além de induzir a ativação do gene para a enzima HO-

1, associada a mecanismos de defesa ao estresse oxidativo (YAMAZAKI et al., 2015). 

Além disso, o Nrf2 redireciona a glicose e a glutamina para as vias anabólicas, por 

sinalização da via PI3K/Akt. Quando ativada, esta via aumenta o Nrf2 no núcleo e este 

então participa de funções metabólicas que promovem a proliferação celular e a 

citoproteção (MITSUISHI et al., 2012). O aumento da expressão de Nrf2 nos 

tratamentos com haloperidol 10 μM e risperidona 1 μM pode indicar uma possível 

mudança no ambiente celular desencadeado por estes fármacos, como um 

desequilíbrio no estado redox, por exemplo, ou o processo inflamatório observado no 

perfil de citocinas avaliado. Também é importante destacar que estes fármacos podem 

estar estimulando, via Nrf2, mecanismos citoprotetores. 

Em células gliais, o Nrf2 mostrou-se aumentado quando há aumento da 

expressão de HO-1 (SYAPIN, 2008). A HO-1 também desempenha um papel 

importante na proteção celular contra o estresse oxidativo. A superexpressão de HO-
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1 está associada à diminuição do processo inflamatório, através da formação de 

moléculas citoprotetoras como o monóxido de carbono e a bilirrubina, resultantes do 

catabolismo do heme (CHIABRANDO et al., 2014). A HO-1 também  pode aumentar 

a catalase e conteúdo de GSH, indicando uma participação na homeostasia redox 

(SCHIPPER et al., 2019). Nossos resultados mostraram um aumento significativo na 

expressão da HO-1 nos tratamentos com haloperidol e risperidona, indicando um 

potencial mecanismo compensatório aos efeitos inflamatórios destes fármacos, 

particularmente na dose de 10 μM de haloperidol.  

Em relação ao NF-κB, nossos resultados indicam um aumento na sua 

expressão no tratamento com haloperidol nas doses 1 e 10 μM. A atividade do NF-κB 

pode estar associada à ativação da via canônica e dos complexos que contêm as 

subunidades RelA ou cRel no processo inflamatório. O NF-κB pode apresentar um 

papel tanto anti-inflamatório como pró-inflamatório. A expressão aumentada da 

subunidade p50 pode suprimir a produção TNF-α (LAWRENCE, 2009). Um aumento 

da subunidade p50 do NF-κB no núcleo tem sido relacionado a propriedades anti-

inflamatórias, enquanto um aumento de p65 relacionada a processos pró-inflamatórios 

(RUBIO et al., 2018).  

Observou-se um aumento significativo da subunidade p65 no tratamento com 

haloperidol, indicando um possível perfil pró-inflamatório deste fármaco. Além disso,  

a participação de NF-κB p65 na regulação negativa da sinalização do Nrf2 pode estar 

associada a um papel na supressão da expressão de genes anti-inflamatórios pelo 

NF-κB (LIU; QU; SHEN, 2008). A risperidona apresenta tendência a inibir a regulação 

positiva de p65 NF-κB (MACDOWELL et al., 2013), o que poderia explicar esta 

subunidade não ter sido alterada no tratamento com este antipsicótico, reforçando 

assim, seu possível papel anti-inflamatório.  

O tratamento com haloperidol pode aumentar a expressão de receptores 

adenosinérgicos. A adenosina é um nucleosídeo que surge da degradação do ATP. 

Esse nucleosídeo se liga aos receptores de adenosina, para modular respostas tanto 

neuronais quanto gliais (BOBERMIN; ROPPA; QUINCOZES-SANTOS, 2019). A 

adenosina contribui para a neuromodulação ativando receptores inibitórios A1 ou 

excitatórios A2a (ANAND; DHIKAV, 2012). No tratamento com haloperidol, observou-

se um aumento significativo dos receptores A2a. Estes receptores estão envolvidos 

com a plasticidade sináptica e quando aumentados atuam na sinalização para a 
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liberação de citocinas, podendo estar associados ao processo neuroinflamatório 

(MARTÍ NAVIA et al., 2020). Assim, o aumento da expressão dos receptores A2a pelo 

haloperidol indicam uma possível participação deste receptor nas ações sobre a 

resposta inflamatória induzida por este antipsicótico. 

Com estas análises é possível inferir que os antipsicóticos risperidona e 

haloperidol modulam parâmetros neuroquímicos, celulares e moleculares em fatias 

hipocampais e em cultura de astrócitos de ratos Wistar, e estas alterações podem 

fazer parte do mecanismo de ação e dos efeitos desencadeados por estes 

antipsicóticos no tratamento de transtornos neuropsiquiátricos. Algumas destas 

alterações apresentam efeitos positivos ou negativos sobre o ambiente celular, que 

futuramente poderiam ser levadas em consideração para a escolha do esquema 

terapêutico adotado para estas condições.   
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7 CONCLUSÕES 

 

 A partir das análises realizadas e dos resultados obtidos, podemos esclarecer 

alguns eventos neuroquímicos, particularmente astrogliais, dos antipsicóticos 

risperidona e haloperidol. Dessa forma, as principais conclusões desta dissertação 

são: 

 

1. Os antipsicóticos, particularmente o haloperidol, estão associados a alterações 

no metabolismo da glicose e do lactato; 

2. Os antipsicóticos nas dosagens testadas não alteraram o metabolismo do 

glutamato através dos transportadores GLAST e GLT-1, da atividade da enzima 

GS e do conteúdo de GSH; 

3. A proteína sinaptofisina e a atividade da enzima Na+K+-ATPase também não 

foram alteradas, indicando que os fármacos não foram capazes de influenciar 

mecanismos associados a neurotransmissão; 

4. Os fármacos modularam a secreção de fatores tróficos, como BDNF, GDNF e 

TGF-β; 

5. Houve modulação da resposta inflamatória, indicando um efeito pró-

inflamatório do haloperidol e anti-inflamatório da risperidona; 

6. Os mecanismos de sinalização indicam as vias da AMPK, Nrf2, HO-1 e NF-κB 

como potenciais reguladores dos efeitos neuroquímicos/astrogliais do 

haloperidol e da risperidona; 

7. O haloperidol modula a expressão do receptor A2a, podendo indicar a ação 

deste receptor nos efeitos pró-inflamatórios deste antipsicótico.  

 

Dessa maneira, nossos achados indicam que o haloperidol e a risperidona 

modulam importantes parâmetros bioquímicos, celulares e moleculares no 

hipocampo. Neste sentido, os astrócitos parecem responder ativamente aos 

antipsicóticos, visto que os resultados obtidos nas culturas de astrócitos adultos 

corroboraram os resultados obtidos nas fatias hipocampais agudas. 
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PERSPECTIVAS 

  

 A partir dos resultados obtidos neste trabalho, com objetivo de melhorar a 

compreensão do mecanismo de atuação dos antipsicóticos sobre a funcionalidade 

astrocitária, têm-se como perspectivas para continuação desta pesquisa: 

 

● Medir o imunoconteúdo de proteínas do citoesqueleto como GFAP e vimentina; 

● Avaliar o metabolismo do glutamato através da captação de glutamato; 

● Aumentar o "n" experimental das análises realizadas pela metodologia de 

Western Blot, bem como o RNAm do gene do HMGB1; 

● Avaliar o metabolismo energético através da captação de glicose; 

● Avaliar outros parâmetros redox celulares, como enzimas antioxidantes e 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio; 

● Avaliar a sinalização dos sistemas de neurotrasmissores adenosinérgicos, 

serotoninérgicos e dopaminérgicos; 

● Elucidar possíveis mecanismos de sinalização associados a funcionalidade 

astroglial. 
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