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RESUMO

O hipocampo é uma estrutura cerebral crucial para os processos de aprendizado e
memoria, e alteracdes na funcionalidade de células hipocampais podem estar
associadas ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos. Neste sentido, 0s
astrocitos sdo células gliais responsaveis pela captagdo de glutamato, sendo este
neurotransmissor associado aos processos cognitivos e mecanismos patobioquimicos
de doencas neuroldgicas. Além disso, os astricitos sao responsaveis pelo suporte
metabolico, manutencdo da homeostase i6nica, modulacdo da neurotransmissao
sinaptica, manutencédo da barreira hematoencefalica, defesa antioxidante e resposta
inflamatéria. Antipsicoticos sdo farmacos utilizados para o tratamento de transtornos
neuropsiquiatricos e podem modular importantes fungdes astrocitarias por
mecanismos ainda pouco esclarecidos. Estes farmacos séo classificados em tipicos,
como por exemplo, haloperidol, clorpromazina e flufenazina; e atipicos como a
risperidona, clozapina e quetiapina, em funcédo dos receptores cerebrais onde atuam.
Estudos anteriores do nosso grupo, mostraram que estes antipsicoticos modulam
parametros 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 astrécitos de forma isolada pode ser avaliado a partir
da utilizacdo da cultura de astrdcitos. Assim, este trabalho avaliou o efeito dos
antipsicoticos risperidona e haloperidol em fatias agudas hipocampais e em cultura de
astrocitos de ratos Wistar de 30 dias para melhor compreender os mecanismos de
acao dos antipsicéticos sobre parametros neuroquimicos, celulares e moleculares.
Foram realizados experimentos de viabilidade celular, pardmetros metabdlicos,
avaliacdo do metabolismo glutamatérgico, atividade da Na*K*-ATPase, liberacédo de
fatores tréficos, perfil inflamatério e mecanismos associados a funcionalidade glial. Os
farmacos nao alteraram a viabilidade celular tanto em fatias quanto em culturas, no
entanto, houve alteragdo no metabolismo da glicose e lactato pelo haloperidol. Os
antipsicoticos também modularam a liberacdo de fatores troficos, como BDNF, GDNF
e TGF-B3, e os niveis das citocinas pré- e anti-inflamatérias, como IL-13, TNF-qa, IL-6 e
IL-10. Mecanismos de sinalizacdo também foram avaliados e observamos que 0s
farmacos sédo 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 proé-inflamatério, com alteracbes no metabolismo
energético e envolvimento de vias de sinalizagdo citoprotetoras, enquanto a
risperidona parece exercer um efeito anti-inflamataorio relacionado as mesmas vias de
sinalizacdo. E importante destacar que a cultura de astrocitos hipocampais refletiu
resultados observados em fatias. Dessa forma, concluimos que os antipsicoticos
risperidona e haloperidol modulam diferentemente parametros neuroquimicos,
celulares e moleculares, particularmente relacionados aos astrécitos. Tais acdes
podem estar associadas aos efeitos positivos e negativos destes farmacos, podendo
futuramente ser levadas em consideracdo para a escolha do esquema terapéutico
adotado em transtornos neuropsiquiatricos.

PALAVRAS-CHAVE: astrécitos, haloperidol, risperidona, metabolismo astrocitario,
neuroinflamacao.



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-B, as well as the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines, IL-13, TNF-
a, 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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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS NEUROPSIQUIATRICOS E ANTIPSICOTICOS

Alteracdes no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) podem
desencadear disturbios neuronais causadores de sintomatologia neuropsiquiatrica. O
sistema imunolégico quando em desequilibrio, apresenta um papel importante no
desenvolvimento destes transtornos, como a esquizofrenia e transtorno do espectro
autista (TEA) (BODNAR et al., 2020). E importante salientar que a ativacio da
imunidade materna pode levar a anormalidades do desenvolvimento no SNC.
Infec¢des agudas graves ou cronicas podem ocasionar mudancgas estruturais durante
0 desenvolvimento do sistema nervoso, contribuindo assim para o aparecimento de
transtornos neuropsiquiatricos (GARAY, MCALLISTER, 2010).

Estudos mostram alteragbes imunoldgicas como caracteristicas comuns de
distarbios no desenvolvimento neuroldgico, como por exemplo no TEA, e essas
alteracdes podem ser detectadas desde a infancia até a idade adulta (ROSE;
ASHWOOD, 2014). Além disso, alteracdes em citocinas estdo sendo consideradas
como potenciais marcadores biolégicos na esquizofrenia (BODNAR et al., 2020).
Ainda ndo é esclarecido o papel da inflamac&o nos transtornos neuropsiquiatricos,
mas estudos demonstram que as células gliais, que participam da resposta
inflamatoria no SNC, podem influenciar a formacdo e maturacdo das sinapses,
sugerindo seu envolvimento nestas patologias (PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016).

Os transtornos psiquiatricos afetam a qualidade de vida dos individuos
(SANTOS; SIQUEIRA, 2010) e o tratamento consiste no uso de farmacos como 0s
antipsicoticos, que melhoram os sintomas de psicose, os distarbios sociais,
comportamentais, de concentracdo e memoria (SILVA, 2006). Estes farmacos podem
ser classificados em tipicos e atipicos em funcdo dos receptores cerebrais onde
atuam. Os antipsicoticos tipicos, como por exemplo, haloperidol, clorpromazina e
flufenazina, atuam principalmente em receptores dopaminérgicos; enquanto 0s
atipicos, como risperidona, clozapina e quetiapina, ndo apenas nos receptores
dopaminérgicos, mas também nos receptores serotoninérgicos (LI; SNYDER;
VANOVER, 2016).
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Neste sentido, importantes alteracdes observadas no cértex e no hipocampo,
bem como, a reatividade glial, estdo associadas a patogénese dos transtornos
neuropsquiatricos (MOLOFSKY et al., 2012), sendo entdo estes elementos

fundamentais para o estudo da acdo dos antipsicéticos.

1.2 HIPOCAMPO

Celularmente, o SNC é formado por neurbnios e células gliais. Os neurdnios
sdo a unidade funcional basica no SNC com a fungéo de receber, integrar, armazenar
e transportar informagdes através das conexfes sinapticas para os 6rgaos efetores
(GUYTON, 2011; ABBAS, 2010). Por sua vez, as células gliais sdo fundamentais para
manter a homeostasia do SNC, proporcionando suporte, protecdo e manutencao
metabdlica para os neurdnios (FELTEN; SHETTY, 2003). As células gliais séo
subdivididas em dois grandes grupos: a microglia e a macroglia, sendo esta composta
por astrécitos, células ependimais e oligodendrdcitos (PEREA; ARAQUE, 2005). Os
astrocitos representam mais de um terco da massa encefalica e sdo encontrados
circundando sinapses e dendritos, respondendo por importantes fun¢des hipocampais
(FELTEN; SHETTY, 2003).

O hipocampo é uma estrutura cerebral que se origina no isocértex como parte
do quinto lobo limbico do cérebro e encontra-se entre o mesencéfalo e o aspecto
medial do lobo temporal. Possui trés zonas distintas: giro denteado, hipocampo e
subiculo. Existem quatro subcampos do hipocampo CA1, CA2, CA3 e CA4. A estrutura
estd intimamente associada aos corpos da amigdala e ao hipotdlamo, de forma que
gualquer estimulo proximal a estas estruturas estimula de forma indireta o hipocampo
(ISOLAN et al., 2007).

Sua principal funcdo envolve a formacdo de memdria em um processo que
apresenta trés fases: (1) registro, (2) armazenamento e (3) recuperagdo de
informagfes. Possui também mecanismos para converter a memoria de curto prazo
em memoria de longo prazo, consolidando o pensamento verbal e simbdlico em
informacdes que podem ser acessadas para a tomada de decisdes (FOGWE; REDDY;
MESFIN, 2020). Constituido principalmente por células piramidais e granulares, as
estruturas do hipocampo possuem neurbnios e glia com funcdes diferenciadas
(GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?aIkaBc
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1.3 ASTROCITOS

Os astrocitos sao células da glia que possuem morfologia estrelada com
multiplos prolongamentos citoplasmaticos ramificados. O citoesqueleto astrocitario é
constituido por proteinas de microfilamentos como a actina, de microtubulos como a
tubulina e de filamentos intermediarios como a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a
vimentina. Esta estrutura € responsavel por diversas fungdes fisiolégicas, como a
manutencdo da forma celular, da citoarquitetura e da estabilidade mecanica (MENET
et al., 2001; MIDDELDORP; HOL, 2011).

A actina é a principal determinante da morfologia celular e esta envolvida na
motilidade, migracdo e adesao celular e alteracbes na sua formacdo podem alterar
funcdes reguladas pelos astrécitos como o crescimento celular e a captacdo de
glutamato (KHAKH; SOFRONIEW, 2015). Dentre as proteinas que formam os
filamentos intermediarios, a GFAP € um importante marcador deste tipo celular. O
aumento na expressao de proteinas do citoesqueleto contribui para a formacdo da
cicatriz glial em situacées de astrogliose reativa, mostrando sua atuagdo em
processos patologicos (PEKNY et al., 2016).

A GFAP ¢ a principal proteina constituinte dos filamentos intermediarios nos
astrocitos, responsavel pela estrutura celular, pela manutencédo da forca mecanica e
pelo suporte estrutural dado aos neurdnios e a barreira hematoencefalica (BHE). Além
disso, € um importante marcador para a identificacdo astrocitaria por técnicas de
imunocito/histoquimica (YOUNG, 2011). A vimentina é principalmente expressa em
astrocitos imaturos tendo um papel essencial no desenvolvimento cerebral, sendo
substituida progressivamente, porém ndo totalmente, pela GFAP ao longo do
processo de diferenciagao celular (BRAMANTI et al., 2010; PEKNY, 2001).

Além disso, os astrocitos desempenham importantes funcdes para a
manutencado da homeostasia do SNC, sendo responsaveis pelo suporte aos neurénios
através da formacgdo da arquitetura celular, comunicacdo através do contato com 0s
vasos sanguineos, bem como pelo metabolismo energético, defesa antioxidante,
homeostase idnica, resposta inflamatoria, e sintese, secrecao e liberacdo de fatores
troficos (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; BLASKO et al., 2004; WANG;
BORDEY, 2008).

A interacdo na transmissdo sindptica e plasticidade envolve a contribuicdo de

neurdnios pré, pos-sinapticos e astrécitos na configuracdo de uma sinapse tripartite.
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Os astrocitos respondem a ativagdo pré-sinaptica com sinais de Ca?*, desencadeando
a liberacdo de gliotransmissores, incluindo glutamato, adenosina trifosfato (ATP) e
acido gama-aminobutirico (GABA), que modulam a transmissdo sinaptica local
(ARAQUE et al., 2014; HARADA; KAMIYA; TSUBOI, 2016). O glutamato derivado de
astrocitos facilita a ativacao do receptor de glutamato N-metil-D-aspartate (NMDA) nos
sitios pds-sinapticos, facilitando a potenciagdo de longa dura¢do na neurotransmissao
(RUGGIERO et al., 2011).

1.3.1 Metabolismo Glutamatérgico

7

O glutamato é um aminoacido nd&o-essencial, sendo também o
neurotransmissor excitatorio mais importante do SNC, com um papel chave nos
processos de aprendizado e memoria (WIBLE, 2013). Sua sinalizagdo inicia apos a
ligacdo do glutamato a receptores ionotropicos e/ou metabotrépicos e esté fortemente
associada ao calcio. Além disso, o glutamato atua na formagédo e eliminacdo de
sinapses, migracao, diferenciacdo e morte neuronal, assim como na regulacdo do
metabolismo energético (RUGGIERO et al., 2011). A liberacdo do glutamato para o
meio extracelular € principalmente realizada pelos terminais sindpticos neuronais, mas
também pode ser realizada pelos astrécitos no processo de gliotransmissao. No
entanto, em condi¢des patoldgicas, o acumulo de glutamato na fenda sinaptica pode
desencadear o processo de excitotoxicidade neuronal (PARPURA; VERKHRATSKY,
2012).

Os astrocitos sdo responsaveis pela captacdo de glutamato liberado na fenda
sinaptica através de transportadores especificos. Em roedores, 0s principais
transportadores sdo o0 transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e o
transportador de glutamato 1 (GLT-1), sendo eles homélogos aos transportadores de
aminoécidos excitatorios EAAT1 e EAAT2, respectivamente (ROSE et al., 2018). Tais
transportadores sdo dependentes de Na*. Neste sentido, a Na*K*-ATPase € um
sistema de transporte que possui a funcdo de manter o gradiente eletroquimico 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 interacdes proteina-proteina (LIU; LILLY; SHAPIRO, 2018).

O glutamato, ap0s ser captado, pode ser convertido em glutamina pela enzima

glutamina sintetase (GS), expressa exclusivamente em astrécitos no SNC, em uma
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reacdo dependente de ATP. A glutamina entdo é transportada para 0s neurdnios e
reconvertida a glutamato pela glutaminase, formando assim o ciclo glutamato-
glutamina (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2006; ROSE et al., 2018).

Outro possivel destino para o glutamato é a ligagdo com os aminoacidos
cisteina e glicina para a sintese da glutationa reduzida (GSH), um antioxidante néo-
enzimatico importante para a protecdo do SNC contra danos gerados pelo estresse
oxidativo. A enzima glutamato-cisteina ligase (GCL) conjuga o glutamato a cisteina.
Apés, a glutationa sintase adiciona a glicina e finaliza a formacédo do tripeptideo
(DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). Os astrdocitos apresentam niveis mais
elevados de GSH do que os neurbnios, desempenhando, portanto, um importante
papel na defesa antioxidante do SNC (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009; DRINGEN;
GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). Parte da GSH sintetizada pelos astrécitos €
secretada para o meio extracelular, e pode ser utilizada como precursora para a
sintese neuronal de GSH (BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011; DRINGEN;
GUTTERER; HIRRLINGER, 2000; HERTZ, 2006).

1.3.2 Metabolismo da Glicose e Producéo de Lactato

Quanto ao papel metabdlico, os astrdcitos participam do metabolismo
energético através da captacdo de glicose ou via fornecimento de energia na forma
de lactato para os neurdnios, que o utilizam como um substrato energético
(BELANGER; ALLAMAN; MAGISTRETTI, 2011). Assim, 0s astrocitos sio responsivos
a alteracbes nos niveis de glicose, fornecendo lactato ao espago extracelular para
captacao pelos neurénios (PELLERIN, 2005).

Os astrocitos 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 astrocitos
(JURCOVICOVA, 2014).

A glicose intracelular é fosforilada e pode ser armazenada na forma de
glicogénio. No entanto, é principalmente metabolizada pela via glicolitica para a

geracao de energia, produzindo lactato, o qual é transportado para o meio extracelular
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via transportador de monocarboxilato 1 (MCT1). A partir do meio extracelular, o lactato
entra nos neurénios via MCT2, onde € convertido em piruvato, pela enzima lactato
desidrogenase, e utilizado pelo ciclo do acido tricarboxilico na producdo de ATP
(JURCOVICOVA, 2014).

1.3.3 Suporte Trofico

Os astrécitos participam dos processos de regeneracdo e protecao do sistema
nervoso através da sintese, secrecao e liberacdo de fatores neurotréficos, como a
proteina S100B, o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), o fator neurotroéfico
derivado da glia (GDNF) e o fator de transformacédo de crescimento B (TGF-B)
(MARAGAKIS; ROTHSTEIN, 2006; MARKIEWICZ; LUKOMSKA, 2006). Estes fatores
tréficos sdo fundamentais para a sobrevivéncia, maturacgao e proliferagdo neuronal ao
longo do desenvolvimento (VILLEGAS; POLETTA; CARRI, 2003).

A proteina S100B é produzida e secretada principalmente por astrécitos,
apresentando funcdes tanto intra quanto extracelulares (DONATO et al., 2013). No
meio intracelular, esta proteina ligante de calcio estimula a proliferacdo, migracao e
diferenciacdo celular, participando também da modulacdo do citoesqueleto e da
degradacdo de proteinas através da sinalizacdo de segundos mensageiros, bem
como interagindo com diferentes moléculas (DONATO et al., 2013; MICHETTI et al.,
2019). No meio extracelular, essa proteina pode exercer tanto efeitos autdcrinos
guanto paracrinos sobre os neurbnios e outras células da glia (DONATO et al., 2013).

O BDNF participa do desenvolvimento neuronal e na sobrevivéncia celular,
apresentando um papel importante nos mecanismos moleculares da plasticidade
sinaptica (BINDER; SCHARFMAN, 2004), e o GDNF contribui para a formacéao de
sinapses no hipocampo (POYHONEN et al, 2019), além de promover o
desenvolvimento, sobrevivéncia e manutencdo de neurdnios dopaminérgicos (BUDNI
et al., 2015). O TGF-B € uma proteina que controla a proliferacdo (ciclo celular),
regulacdo do desenvolvimento e diferenciagcdo celular, formacdo da matriz
extracelular, angiogénese e resposta imune, apresentando grande importancia na

embriogénese, condi¢des patoldgicas e reparo (DINIZ et al., 2019).
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1.3.4 Resposta Inflamatéria

Os astrdcitos também participam das respostas imunes inatas e adaptativas no
SNC. As projecdes astrocitarias envolvem os capilares da BHE mediando respostas
contra potenciais agentes infecciosos. Nos processos inflamatorios, os astrocitos
podem alterar sua morfologia para envolver regides do tecido que sofreram danos
(IGLESIAS; MORALES; BARRETO, 2017).

A ativagdo astrocitaria durante o dano tecidual neural esta relacionada a
expressdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatorias, como interleucina-1 (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), aumentando a
permeabilidade da BHE e recrutando células imunes periféricas (XU et al., 2020). Além
disso, os astrécitos sdo capazes de sintetizar alarminas, como a HMGB1 (do inglés
High mobility group box 1). Este processo de ativacdo de astrocitos é denominada
reatividade astrocitaria e tem como objetivo o reparo tecidual e a formacao da cicatriz
astrocitaria, que visa atenuar o dano neural. No entanto, € importante destacar que
esta ativacdo pode causar a exacerbacdo da inflamagdo e aumento do dano
(SOFRONIEW, 2015).

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina com funcfes anti-inflamatorias
podendo suprimir respostas imunoldgicas, inibindo a liberagcdo de mediadores pro-
inflamatoérios como TNF-a, IL-18 e IL-6 (RUTZ; OUYANG, 2016). As citocinas e
guimiocinas secretadas por astrécitos podem interagir com outras células ativando
seus receptores e alterando vias de sinalizacdo intracelulares (DEVERMAN;
PATTERSON, 2009).

1.4 MECANISMOS ASSOCIADOS A FUNCIONALIDADE GLIAL

O astrocitos participam de diversos mecanismos de sinalizacdo com outras
células a fim de manter a homeostase local. Em eventos inflamatorios, os astrocitos
podem responder através de receptores adenosinérgicos e de vias de sinalizacao
como a do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e da proteina cinase ativada por
AMP (AMPK). Os receptores adenosinérgicos pertencem a uma familia de receptores
acoplados a proteina G que séo ativados pela adenosina. Estes receptores podem

modular respostas gliais associadas a inflamacao através da diminuicdo da expressao
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de genes envolvidos no processo inflamatério (BOBERMIN; ROPPA; QUINCOZES-
SANTOS, 2019; GESSI et al., 2013).

O NF-kB é considerado o principal mediador inflamatério por ser um regulador
da transcricdo de genes que codificam uma grande variedade de citocinas e
quimiocinas (KARIN; DELHASE, 2000). Além disso, os astrécitos expressam
receptores do tipo Toll (TLRs) que desencadeiam respostas imunoldégicas e liberagéo
de moléculas pré-inflamatoérias através da ativacdo de NF-kB e de proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs), que também estdo associadas ao processo
inflamatodrio (GORINA et al., 2011).

Além disso, o NF-kB possui atividade anti-apoptética podendo contribuir
também para a reducdo do processo inflamatério (LAWRENCE, 2009). Estudos
demonstram que a nivel sistémico o NF-kB pode ser ativado indiretamente pela
sinalizacdo da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K), que esta envolvida na via de
transducdo dos receptores TLR em células imunes, como macréfagos e células
dendriticas. Esta interacao e ativacao de vias podem participar tanto na reducédo como
no aumento da producéo de citocinas pro-inflamatérias (SANCHEZ-ALEGRIA et al.,
2018).

A familia de cinases PI3K é expressa na maioria das células neurais do
hipocampo, coértex cerebral e cerebelo em niveis elevados, possuindo um papel
essencial na progressdo do ciclo celular, sobrevivéncia, migracdo e crescimento
celular (POMPURA; DOMINGUEZ-VILLAR, 2018). Assim, a sinalizacdo envolvendo a
PI3K, quando aumentada, pode contribuir para a tumorigénese (FRUMAN et al.,
2017). A PI3K ativa a proteina cinase B, também conhecida como Akt, que
desempenha papéis vitais no crescimento e diferenciacdo celular, metabolismo,
inflamac&o e doencas neurodegenerativas (SANCHEZ-ALEGRIA et al., 2018). A Akt
também ativa a via da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR), sendo
essencial para neurdnios em desenvolvimento e formacéo de sinapses contribuindo
para a plasticidade neuronal e memadria (HORWOOD et al., 2006).

Diretamente associada a funcdo sinaptica, a proteina sinaptofisina esta
presente nas membranas celulares, estando envolvida na introducéo e recirculacéo
de vesiculas sinapticas na potenciacdo de longo prazo (LTP). Esta proteina é um
importante marcador especifico de terminais pré-sinapticos e sua expressao, assim

como dos fatores troficos, esta relacionada a plasticidade cerebral (ZHU et al., 2019).
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Embora as espécies reativas de oxigénio (ERO) sejam prejudiciais em excesso,
sdo moléculas de sinalizacdo celular importantes para a plasticidade sinaptica.
Associado a isso, a expressao do fator eritréide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2),
presente em maior nivel em astrécitos do que em neurénios, atua para diminuir danos
oxidativos através da regulacdo de centenas de genes antioxidantes. Enquanto uma
superexpresséao de Nrf2 por neurénios pode afetar o balanco oxidativo pela diminuicdo
de ERO necessarias ao processo de plasticidade, a superexpressao de Nrf2 em
astrocitos atenua aspectos da inflamacdo através da supressdo de genes pro-
inflamatorios (SIGFRIDSSON et al., 2018).

O Nrf2 responde ao estresse para regular positivamente genes protetores,
incluindo os que codificam proteinas com papel antioxidante como a heme oxigenase
1 (HO-1) e a GCL, enzima limitante da sintese de GSH (LIDDELL, 2017). A HO-1,
isoforma induzivel da enzima de degradacédo do heme, possui um papel importante na
inflamac&o pela sua capacidade de diminuir o processo inflamatério (VIJAYAN;
WAGENER; IMMENSCHUH, 2018). Os produtos da HO-1, principalmente o monéxido
de carbono, biliverdina e bilirrubina, também possuem acao antioxidante. Além disso,
a HO-1 pode elevar o contetdo de GSH, demonstrando seu papel na protecéo celular
em condi¢des de estresse oxidativo (SCHIPPER et al., 2019).

A diminuicdo de energia mitocondrial também contribui para as respostas
inflamatdrias das células astrogliais através da regulacdo da expressdo de genes
inflamatorios e consequentemente da ativacdo da AMPK para restaurar os niveis de
energia intracelulares (ASTAKHOVA et al., 2019; TOYAMA et al., 2016). O PGC-1a
(coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama) € um
regulador central da bioenergética celular, sendo induzido pela AMPK. Esta via de
sinalizacdo modula respostas de dano metabdlico e oxidativo no SNC. A AMPK
também regula expressdo de GCL em astrocitos e, por meio da ativagdo do PGC-1a,

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

1.5 EFEITOS DOS ANTIPSICOTICOS RISPERIDONA E HALOPERIDOL NO SNC

O haloperidol € um antipsicético tipico de primeira geracao utilizado
principalmente pelo seu baixo custo, além de apresentar efeito bloqueador dos
receptores dopaminérgicos centrais, sendo bastante eficiente para os sintomas

positivos da esquizofrenia (alucinacdes e delirios). Porém, esta frequentemente
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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 farmacos, como a
risperidona, um antipsicotico atipico, foram desenvolvidos para proporcionar um
tratamento mais efetivo. A risperidona é um antagonista seletivo dos receptores
dopaminérgicos D2, responsaveis pela liberacdo de dopamina nos neurdnios, que
também possui afinidade pelos receptores serotoninérgicos 5HT2, contribuindo assim,
para o equilibrio entre dopamina e serotonina no cérebro (LI; SNYDER; VANOVER,
2016; OLIVEIRA, 2000; SILVA, 2006).

Esses farmacos podem modular funcdes neuronais e gliais por mecanismos
ainda pouco conhecidos. Estudos do nosso grupo, mostraram que a risperidona
aumentou a captacao de glutamato, a atividade da GS, o conteudo de GSH e a
liberacdo de S100B em células C6 (QUINCOZES-SANTOS et al., 2008, 2009, 2010),
apresentando também efeito antioxidante, enquanto o haloperidol apresentou efeito
pro-oxidante (BOBERMIN et al., 2018; QUINCOZES-SANTOS et al.,, 2010). Além
disso, os antipsicéticos podem modular a resposta inflamatéria através de vias de
sinalizacdo, como a do NF-kB (MACDOWELL et al., 2013; MITCHELL; VARGAS;
HOFFMANN, 2016; SUGINO et al., 2009) podendo apresentar efeitos anti- ou pro-
inflamatérios, através da liberacdo de citocinas como a IL-10, TNF-a e IL-1
(BOBERMIN et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

Nos transtornos neuropsiquiatricos podem ocorrer disfungcédo hipocampal e
comprometimento da memoria, visto que o hipocampo e estruturas relacionadas sao
essenciais para a cognicao. Além disso, o hipocampo pode apresentar alteraces de
volume e de funcionalidade. Neste sentido, alteracdes corticais de funcionalidade
perceptiva podem ocorrer devido a comunicagdo entre o hipocampo e regides do
coértex (WIBLE, 2013).

Em algumas condicBes neuropsiquiatricas uma interrupcdo na regulacao
aferente do sistema dopaminérgico compromete seu funcionamento tornando este
sistema hiperativo e desregulado com possivel perda de interneurénios. Os
antipsicoticos atuam nas sinapses regulando o excesso de dopamina e serotonina
liberados na fenda sinaptica que causam a sintomatologia caracteristica destas
condicbes. No hipocampo, os antipsicéticos atuam no blogueio dos receptores
dopaminérgicos diminuindo sua hiper-responsividade e diminuindo os sintomas
psicéticos (GRACE; GOMES, 2019). Além disso, interferem na remodelac&o neuronal
ativando fatores de transcricdo que regulam a expressdo de genes relacionados a
neurogénese e a proliferacdo de células gliais promovendo plasticidade na regido
alterada (KEILHOFF; FUSAR-POLI; BECKER, 2012).

Considerando que a administracdo de antipsicéticos geralmente se faz a longo
prazo, e tanto transtornos neuropsiquiatricos quanto antipsicéticos podem acarretar
alteracGes hipocampais, faz-se necessario o melhor entendimento destes farmacos
sobre a funcionalidade glial hipocampal. Neste sentido, fatias agudas de hipocampo
apresentam a citoarquitetura e o0s circuitos sindpticos bem estabelecidos e
estruturados e, portanto, sdo amplamente utilizadas como ferramenta de estudo por
apresentarem um menor tempo e custo de manutencdo e manterem o padrdo de
conexdes minimamente alterado com relacdo aos modelos in vivo (NARDIN et al.,
20009).

Culturas de astrocitos preparadas a partir de animais neonatos sao
amplamente utilizadas para caracterizar propriedades bioquimicas, farmacolégicas e
morfologicas do SNC (SKYTT et al., 2010). No entanto, o cérebro neonato apresenta
células neurais com menor grau de diferenciagcdo que o cérebro adulto, e portanto,
ndo corresponde ao alvo terapéutico dos antipsicoticos, visto que doengcas como a

esquizofrenia se manifestam a partir do final da adolescéncia e inicio da fase adulta
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(GOGTAY et al., 2011; SILVA, 2006). Portanto, a utilizacdo da cultura de astrécitos de
ratos adultos, que apresentam diferenciacdo celular e conexdes sinapticas melhor
estabelecidas (BELLAVER et al., 2014; SOUZA et al., 2013), pode contribuir para o
entendimento do papel dos astrécitos em relagdo aos mecanismos neuroquimicos das
doencas cerebrais, além de caracterizar estas células como potenciais alvos
terapéuticos para tais condigdes.

Levando-se em consideracéo a acao dos antipsicoticos sobre a funcionalidade
hipocampal, particularmente em relagdo a parametros astrogliais, e considerando a
falta de estudos destes medicamentos sobre estes parametros no cérebro maduro,
este trabalho se prop6s a avaliar o efeito dos antipsicéticos risperidona e haloperidol

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

16


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

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do haloperidol e da risperidona sobre parametros
neuroquimicos, celulares e moleculares em fatias agudas de hipocampo e em culturas

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

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS EM FATIAS AGUDAS HIPOCAMPAIS

e Avaliar a viabilidade celular de fatias agudas do hipocampo de ratos Wistar
adultos tratadas com haloperidol e risperidona;

e Avaliar pardmetros metabdlicos como a producao de lactato e 0 consumo de
glicose;

e Avaliar o metabolismo glutamatérgico através da expressdo dos
transportadores GLAST e GLT-1, da atividade da GS, e dos niveis de GSH intra
e extracelulares;

e Avaliar a atividade da Na*K*-ATPase;

e Dosar a liberagéo dos fatores troficos BDNF, GDNF, TGF-B e S100B;

e Avaliar o perfil inflamatorio através da dosagem dos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a, IL-1B, IL-6) e anti-inflamat6ria (IL-10), e da expressao de
HMGB1,

e Avaliar mecanismos celulares através da expressao e/ou do conteudo protéico
de PI3K, AMPK, Nrf2, HO-1, NF-kB, receptores de adenosina e sinaptofisina.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS EM CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

e Avaliar a viabilidade e morfologia celular em culturas de astrdcitos de
hipocampo de ratos Wistar adultos tratadas com haloperidol e risperidona,;

e Avaliar o metabolismo energético atraves da liberacao de lactato;

e Avaliar a atividade da Na*K*-ATPase;

e Dosar a liberagéo dos fatores troficos BDNF, GDNF e TGF-f3;
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e Avaliar o perfil inflamatério através da dosagem dos niveis de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6) e anti-inflamatoria (I1L-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 Bioquimica da UFRGS. A manutencédo dos
animais foi realizada de acordo com as condi¢des padrdo 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 funcionarios
do Biotério, que também forneceram racéo padrdo e agua potavel ad libitum para os
roedores. O alojamento dos animais foi calculado de acordo com a Resolugéo
Normativa nimero 15 do CONCEA que leva em consideracao a area necessaria para
0 bem-estar animal relacionado com seu respectivo peso. A temperatura da sala do
Biotério € 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 Federacdo das Sociedades Brasileiras para
Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de Etica da UFRGS. O projeto teve
aprovacao pelo CEUA (n° 35557).

4.2 PREPARACAO E INCUBACAO 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
pMm) do tecido foram obtidas utilizando um Mcllwain Tissue Chopper. Uma fatia de
hipocampo foi colocada em cada po¢o de uma placa de cultura de 24 pocos. As fatias
foram incubadas em 300 pL de tampao salina oxigenado contendo 120 mM de NacCl,
2 mM de KCI, 1 mM de CaClz, 1 mM de MgSOQs4, 25 mM de HEPES, 1 mM de KH2PO4
e 10 mM de glicose, pH 7,4, a temperatura ambiente. O meio de incubacao foi trocado
a cada 15 min por tampéao salina fresco a temperatura ambiente (mantido a 25 °C).
Apo6s um periodo de estabilizagdo de 120 min, as fatias foram incubadas com os
tratamentos por 1 h a 30 °C. Foram avaliados parametros celulares, neuroquimicos e

moleculares a partir das fatias, assim como do sobrenadante recolhido dos pocos.
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4.3 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS DE RATOS ADULTOS

Foram utilizados ratos Wistar adultos de 30 dias. As culturas foram obtidas a
partir do hipocampo, de acordo com o0s protocolos estabelecidos pelo laboratério
(SOUZA, 2013; BELLAVER, 2016). Resumidamente, ap0s a decapitacdo, o cérebro
dos animais foi removido e, em ambiente asséptico, a estrutura do hipocampo foi
dissecada. Durante a dissecacéao, o tecido foi mantido em HBSS (Hank’s Balanced
Salt Solution). Em seguida, as estruturas passaram por etapas de dissociacao
enzimatica e mecanica e, também, por centrifugacdes. As células foram semeadas
(300.000 células/cm?) em placas de 6 ou 24 pocos 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 °C em uma atmosfera com 5% de CO: até a confluéncia

(aproximadamente 21 dias in vitro).

4.4 TRATAMENTOS DE FATIAS HIPOCAMPAIS E CULTURA DE ASTROCITOS

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 farmacos nas seguintes concentracées: 0,001; 0,01;0,1; 1 e
10 uM por 1 h a 30 °C. Apos a realizagdo da curva de doses, foram definidas 2 doses
para a avaliacdo dos demais parametros nas fatias hipocampais e para o tratamento
das culturas primarias. Assim, foram utilizadas as doses de 1 e 10 yM por 1h a 30 °C
nas fatias agudas e por 24 h a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO:2 nas culturas

primarias.

4.5 VIABILIDADE, INTEGRIDADE E MORFOLOGIA CELULAR

A viabilidade celular foi determinada pelo método do sal de tetrazolio (MTT)
tanto nas fatias como nas culturas. Este método avalia a viabilidade celular através da
atividade das enzimas desidrogenases presentes principalmente nas mitocondrias.

Quando ha areducéo do MTT, a reacao resulta na formacéao de um composto purpura,
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indicando que ha atividade mitocondrial, e portanto, que as células estédo viaveis (DE
SOUZA et al., 2013; QUINCOZES-SANTOS et al., 2014). Células ndo viaveis néo
reagem com o MTT, ndo alterando a coloracdo da reacdo. Resumidamente, o MTT foi
incubado a uma concentracéo final de 0,5 mg/mL a 30 °C durante 30 min nas fatias
hipocampais ou a uma concentracéo final de 0,05 mg/mL a 37 °C e 5% de COzdurante
1 h nas culturas de astrocitos. O produto de formazan gerado durante a incubacéo foi
solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO). Os valores de absorbancia 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
incorporacgdo de iodeto de propidio (IP), visualizando a fluorescéncia do composto por
microscopia. Além disso, uma observacdo morfolégica das culturas foi realizada

utilizando microscopia em contraste de fase.

4.6 ATIVIDADE DA GLUTAMINA SINTETASE (GS)

Para realizacdo 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 reacgéo contendo: MgClz 10 mM, L-glutamato 50 mM, tampé&o
imidazol-HCI (pH 7,4) 100 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, hidroxilamina-HCI 50 mM e
ATP 10 mM, e foi realizada uma incubacao por 15 minutos (37 °C). Para interromper
a reacao, foi adicionada uma solucéo contendo cloreto férrico 370 mM, HCI 670 mM
e acido tricloroacético 200 mM. Apoés centrifugacdo, a absorbancia do sobrenadante
foi medida a 530 nm e comparada a absorbancia obtida em uma curva-padrao com y-

glutamil hidroxamato tratada com cloreto férrico.

4.7 CONTEUDO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Esta técnica foi realizada conforme protocolo descrito na literatura (BROWNE;
ARMSTRONG, 1998). Resumidamente, as fatias foram homogeneizadas em tampéao
fosfato de sédio 100 mM (pH 8,0) contendo 5 mM EDTA, e as proteinas foram
precipitadas com acido metafosférico 1,7%. O meio extracelular das fatias também foi
utilizado para dosagem de GSH extracelular, sendo diluido também com tampé&o

fosfato de sodio (diluicdo 1:2). ApOs precipitacdo, ambos sobrenadantes foram
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incubados com o-ftaldialdeido (1 mg/ml em metanol) em temperatura ambiente por 15
minutos. A fluorescéncia foi medida utilizando-se comprimentos de onda de excitacao
e emissao de 350 e 420 nm, respectivamente. A curva de calibracdo foi feita com
solucao padrdao de GSH (0 — 500 yM). O contetdo de GSH intracelular foi expresso

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

4.8 DETERMINACAO DE Na*K*-ATPase

A mistura da reacao para o teste de atividade Na*K*-ATPase continha 5 mM de
MgClz, 80 mM de NaCl, 20 mM de KCI e 40 mM de Tris — HCI, pH 7,4, em um volume
final de 200 pL. Apdés 10 min de pré-incubacdo a 37 °C, a reacéo foi iniciada pela
adicdo de ATP a uma concentracdo final de 3 mM e foi incubada por 20 min. Os
controles foram realizados sob as mesmas condicbes com a adicdo de 1 mM de
ouabaina. A atividade de Na*K*-ATPase foi calculada pela diferenca entre os dois
ensaios (WYSE et al., 2000). O fosfato inorganico liberado (Pi) foi determinado pelo
método de Chan et al. (CHAN; DELFERT; JUNGER, 1986), e a atividade especifica

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

4.9 WESTERN BLOTTING

Fatias de hipocampo foram lisadas em uma solugéo contendo SDS a 4%, EDTA
2 mM, NasvVOs 1 mM, NaF 10 mM e Tris 50 mM — HCI (pH 6,8). As proteinas das
amostras foram separadas por SDS/PAGE (20 upg de proteina por amostra) e
transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho de transferéncia
semi-seca (1,2 mA/cm?; 1 h). As membranas foram bloqueadas com ovoalbumina a
2% em solucéo 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 PISK 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
quimioluminescéncia foi detectado em um sistema Image Quant LAS4010 (GE

22


https://www.zotero.org/google-docs/?EyJ4iH
https://www.zotero.org/google-docs/?j1aBJO

Healthcare) usando um kit ECL (GE Healthcare). Os resultados sdo expressos como

porcentagens em relacédo as condicdes de controle.

4.10 EXTRACAO DE RNA E RT-PCR QUANTITATIVO

O RNA total foi isolado a partir das fatias de hipocampo e das culturas de
astrocitos utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). A concentracédo e a
pureza do RNA foram determinadas espectrofotometricamente na razao de 260:280.
Entdo, 1 pg de RNA total foi transcrito reversamente para obtencdo do DNA
complementar (cDNA) usando o kit de Transcricdo Reversa de Alta Capacidade da
Applied Biosystems™ em um volume de reagdo de 20 pL, de acordo com as
instrucdes 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), Al (#Rn00567668_m1), A2a
(#Rn00583935 _m1), A2b (#Rn00567697_m1l), A3 (#Rn00563680_m1l), AMPK
(#Rn00576935_m1) e B-actina (#Rn00667869 m1) foram quantificados usando o
sistema de RT-PCR em tempo real e as sondas TagMan listadas acima, adquiridas
da Applied Biosystems. Os niveis de RNAm alvos foram normalizados pelos niveis de
B-actina. Os resultados foram analisados empregando o método 2-42Ct e expressos

em relacdo aos niveis das condi¢cdes de controle.

4.11 NIVEIS DE TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, BDNF, GDNF, TGF-B e S100B

Os niveis de TNF-q, IL-18, IL-6, IL-10, BDNF, GDNF e TGF- foram avaliados
no meio extracelular proveniente das fatias hipocampais e das culturas de astrocitos,
utilizando kits comerciais de ELISA (Invitrogen, exceto para o GDNF, que foi
proveniente da Abcam). O contetudo de S100B foi quantificado pelo método de ELISA
padronizado previamente (LEITE et al., 2008). As amostras foram incubadas com
tampao tris por 2 h em placa pré-incubada com anti-S100B monoclonal (SH-B1). Apés,
IgG anti-S100B policlonal produzido em coelho foi incubado por 30 min e, entdo, um
anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase foi incubado por mais 30 minutos. A
reacdo colorimétrica com OPD foi medida em 492 nm. O valor da concentracdo de
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S100B foi calculado a partir da comparacéo das absorbancias das amostras com uma

curva padrao de S100B, variando de 0,002 — 1 ng/mL.

4.12 DOSAGEM DE GLICOSE

A dosagem de glicose do meio extracelular (100 pL) foi avaliada por Kit

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

4.13 DETERMINACAO DE LACTATO

O ensaio de lactato foi realizado em 100 pL de meio extracelular usando um
ensaio colorimétrico comercial da Bioclin. Os resultados foram expressos como

porcentagens do valor de controle.

4.14 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

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

1951) com albumina bovina sérica como padréo.
4.15 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados serdo expressos como a média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas

utilizando analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc de

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

Inicialmente, serdo apresentados os resultados obtidos em fatias hipocampais
de ratos Wistar com 30 dias de idade. Posteriormente, serdo apresentados 0s
resultados em cultura primaria de astrécitos de ratos Wistar da mesma idade, que

foram utilizadas para avaliacdo especifica de fun¢des astrocitarias.
5.1 VIABILIDADE CELULAR E METABOLISMO DA GLICOSE

Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular apdés o tratamento com
antipsicoticos nas fatias hipocampais agudas através da metodologia de MTT. Néo
houve alteracao significativa na reducdo do MTT (Fig. 1), indicando que as diferentes
concentragdes (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 yM) de haloperidol e risperidona ndo foram
capazes de alterar a viabilidade celular. A partir desta analise e em funcao de outros
trabalhos mostrando resultados em doses mais elevadas (BOBERMIN et al., 2018),
foram selecionadas as duas doses maiores (1 € 10 uM) para as demais determinacdes
metodoldgicas .
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Figura 1: Efeitos da risperidona e do haloperidol na viabilidade celular. A atividade mitocondrial celular
(medida pelo ensaio de reducdo do MTT) foi avaliada em fatias hipocampais apés tratamentos com
risperidona e haloperidol nas doses 0,001 - 10 uM por 1 h. Os dados séo expressos como porcentagens
em relacdo as condi¢Bes controle e representam a média + desvio padrédo de cinco determinacfes
experimentais independentes, realizadas em triplicata. As diferencas 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 obtencdo de energia. O

meio de estabilizacdo do protocolo de fatias hipocampais agudas contém 10 mM de
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glicose para suprir a demanda energética celular e mimetizar o ambiente celular para
reduzir danos e manter as sinalizacdes celulares. Observou-se um consumo
significativamente maior de glicose a partir do meio extracelular no tratamento com
haloperidol 10 uM, P < 0,0001 (Fig. 2). No tratamento com a risperidona, assim como

na dose de 1 yM de haloperidol, ndo houve alteragdo em comparacgao ao controle.
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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 apds tratamentos com risperidona e
haloperidol nas concentragdes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo de seis determinacdes experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram
analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para
comparac¢des multiplas. * indica diferenca comparado as condi¢ées controle (P < 0,05).

O lactato € um produto do metabolismo da glicose (via glicolitica) e frente a
possiveis danos pode estar aumentado, para suprir tais demandas energéticas (JHA,
MORRISON, 2018). Nossos dados indicam um aumento significativo no tratamento
com o haloperidol 10 uM quando comparado ao controle, P = 0,006 (Fig. 3), enquanto

o tratamento com risperidona ndo demonstrou alteracéo significativa.
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Figura 3: Efeito dos antipsicoéticos sobre a liberagéo de lactato. O lactato foi avaliado por kit comercial
no meio extracelular de fatias hipocampais ap6s tratamentos com risperidona e haloperidol nas
concentragdes de 1 € 10 uM por 1 h. Os dados sao expressos como média + desvio padrao de seis
determinacdes experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para
comparac¢des multiplas. * indica diferenca comparado as condi¢fes controle (P < 0,05).

5.2 METABOLISMO DO GLUTAMATO

Os transportadores de glutamato, GLAST e GLT-1, presentes nos astrocitos,
estdo envolvidos na manutencédo das concentracfes extracelulares fisiologicas de
glutamato (PEREGO et al., 2000). Nossos resultados mostraram que nao houve
alteracgéo significativa no imunoconteudo do transportador GLAST, embora se observe
uma aparente diminuicdo no tratamento com risperidona, particularmente na
concentragédo de 1 uM. Quanto ao transportador GLT-1 nédo foi encontrada nenhuma

alteracao significativa nos tratamentos (Fig. 4).
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Figura 4. Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunoconteldo dos transportadores
astrocitarios GLAST (A) e GLT-1 (B). Os transportadores foram avaliados pelo método de Western
Blotting em fatias hipocampais apds tratamentos com risperidona e haloperidol nas concentracdes de
1 e 10 uM por 1 h. Os dados s&o expressos como porcentagens em relagdo ao controle e representam
a meédia + desvio padrdo de seis determinagBes experimentais independentes. As diferencas entre os
grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc
de Tukey para comparag8es mdltiplas.

A GS é uma enzima astrocitaria diretamente associada ao ciclo glutamato-
glutamina. Nossos resultados indicam que tanto a risperidona, quanto o haloperidol,

em ambas concentracdes testadas, ndo 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
concentragbes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sédo expressos como atividade em umol/mg de proteina/h
e representam a média + desvio padrdo de nove determinacfes experimentais independentes. As
diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas.

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

observamos alteracdes significativas no seu contetdo intracelular em resposta ao

tratamento com os antipsicoticos (Fig. 6).
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Figura 6: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o contetido de GSH intracelular. O experimento
foi realizado em homogeneizado de fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragbes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sdo expressos em nmol/mg de proteina e representam
a média + desvio padréo de treze determinac@es experimentais independentes. As diferencas entre os
grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc
de Tukey para comparac¢des mdultiplas.
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No meio extracelular, a GSH liberada pelos astrdcitos fornece cisteina e glicina
para a producédo de GSH neuronal (AOYAMA; WATABE; NAKAKI, 2008). No entanto,
nao houve alteracado significativa no conteudo de GSH extracelular em nenhum dos
grupos tratados, embora tenha sido observado uma tendéncia de aumento no

tratamento com 10 uM de risperidona e 1 yM de haloperidol comparado as condi¢cdes

controle (Fig. 7).
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Figura 7: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o conteido de GSH extracelular. O experimento
foi realizado no meio extracelular de fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragdes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados séo expressos em nmol/mL e representam a média +
padréo de oito determinacdes experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram
analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para

comparagdes multiplas.

5.3 Na*K*-ATPase

A Na*K*-ATPase é uma enzima fundamental para a homeostasia do SNC.
AlteracBes na sua atividade podem estar associadas a possiveis danos celulares, no
entanto, também n&o observamos nenhuma alteragéo significativa na atividade da

Na*K*-ATPase apos os tratamentos com os antipsicoéticos (Fig. 8).
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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 concentracées de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sao expressos como atividade em nM
Pi/min/mg de proteina e representam a média + desvio padrao de oito determina¢cbes experimentais
independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparagfes mdltiplas.

5.4 FATORES TROFICOS

A sintese e a liberacdo de fatores troficos s&8o essenciais para o
desenvolvimento e sobrevivéncia das células neurais. Neste sentido, observamos
uma diminuigao significativa nos niveis de BDNF e GDNF apos exposi¢céo a 10 uM de
risperidona (P < 0,0001), bem como no tratamento com 1 yM e 10 yM de haloperidol
(P < 0,0001) em relacdo as condi¢des controle. Além disso, a diminuicdo dos niveis
de GDNF causada pelo haloperidol foi dose-dependente. O tratamento com
haloperidol induziu um aumento significativo de TGF-3 na dose 10 uM (P < 0,0001)
em relagdo ao controle, enquanto o inverso ocorreu no tratamento com 10 uyM de
risperidona (P < 0,0001). Observou-se uma diminui¢cao, porém nao significativa, de
S100B no tratamento com risperidona (10 uM) comparado as condigdes controle (Fig.
9).
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Figura 9: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a liberagao de fatores troficos. As dosagens de
BDNF (A), GDNF (B), TGF-B (C) e S100B (D) foram realizadas no meio extracelular de fatias
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas concentracées de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados
sdo expressos em pg/mL para os graficos A, B e C, representando a média + desvio padrao de oito
determinacdes experimentais independentes. Para o grafico D, os resultados foram expressos como
porcentagem em relagdo as condi¢cdes controle e representam trés determinac¢des experimentais
independentes. As diferengas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. * indica diferenca
comparado as condig6es controle; # indica diferencas entre as doses (P < 0,05).

5.5 RESPOSTA INFLAMATORIA

IL-1B e TNF-a sdo citocinas que apresentam importantes efeitos pro-
inflamatérios. Nas fatias (Fig. 10), houve uma diminuigcao significativa da liberacéo de
IL-1B no tratamento com risperidona na dose de 10 uM (P < 0,0001) e um aumento
no tratamento com haloperidol na dose 10 uM (P < 0,0009) comparados as condi¢cdes
controle. Quanto ao TNF-a, foi possivel observar uma tendéncia de diminuicdo nos
tratamentos com a risperidona em especial na dosagem de 1 uM. No tratamento com
haloperidol é possivel observar um leve aumento, embora nao significativo. A IL-6

também pode apresentar efeitos pro-inflamatérios, no entanto, ndo observamos
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alteracdes significativas em seus niveis ap0s exposi¢do aos antipsicoticos. Por outro
lado, a IL-10 possui acao anti-inflamatodria, e a risperidona na dose de 10 uM (P <
0,0001) induziu um aumento significativo na liberacdo desta citocina comparado as
condicdes controle.
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Figura 10: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a resposta inflamatdria. Os niveis de IL-1( (A),
TNF-a (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram dosados no meio extracelular de fatias hipocampais tratadas com
risperidona e haloperidol nas concentragdes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados s&o expressos em pg/mL
e representam a média + desvio padrdo de oito determinagfes experimentais independentes. As
diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparac¢des mdltiplas. * indica diferenca em relagéo as condicdes
controle (P < 0,05).

A HMGB1 é uma alarmina que possui um papel importante na via de
sinalizacdo inflamatoria (ANDERSSON; TRACEY, 2011). Ndo houve um efeito
significativo nos niveis de RNAm de HMGB1 nos tratamentos realizados, mas foi
possivel observar uma tendéncia ao aumento na concentracdo de 10 uM de
haloperidol (Fig. 11) .
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Figura 11: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressdao de HMGB1. A expresséo de
RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragbes de 1 e 10 uyM por 1 h. Os dados foram padronizados em relagdo ao controle e
representam a média + desvio padrdo de sete determinacbes experimentais independentes. As
diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparacdes miltiplas.

5.6 MECANISMOS DE SINALIZACAO CELULAR

A via de sinalizacao da PI3K participa da modulacéo do crescimento, migracao,
proliferacdo e metabolismo celular (POMPURA; DOMINGUEZ-VILLAR, 2018).
Nenhum dos antipsicéticos testados neste projeto foi capaz de alterar o
imunoconteudo de fosfo-PI3K (Fig. 12).
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Figura 12: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunocontetdo de fosfo-PI3K. A proteina foi
avaliada pelo método de Western Blotting em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol
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nas concentragdes de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sao expressos como porcentagens em relacéo as
condi¢gBes controle e representam a média + desvio padrdo de seis determinagfes experimentais
independentes. As diferengas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de
uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para compara¢des mdltiplas.

A AMPK esté associada a diversas fungdes celulares, incluindo a homeostase
energética e, apos o tratamento com haloperidol nas doses de 1 uM (P = 0,0282) e 10
MM (P = 0,0373), observamos um aumento significativo da expressdo do RNAm da

AMPK, comparada as condicfes controle (Fig. 13).
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Figura 13: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressdo da AMPK. A expressdo de RNAm
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragbes de 1 e 10 uyM por 1 h. Os dados foram padronizados em relagdo ao controle e
representam a média + desvio padrdo de sete determinacdes experimentais independentes. As
diferengas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparag8es mdltiplas. * indica diferenca das condi¢des de controle
(P < 0,05).

O Nrf2 estd envolvido com a resposta celular a alteracbes oxidativas e
inflamatoérias, e a figura 14 mostra que o tratamento com haloperidol induziu um
aumento significativo na expressdo deste fator de transcricdo na dose 10 yM (P =
0,0387), bem como na dose de 1 uyM de risperidona (P = 0,0202).
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Figura 14: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressédo de Nrf2. A expressdo de RNAm
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragbes de 1 e 10 uyM por 1 h. Os dados foram padronizados em relagdo ao controle e
representam a média + desvio padrdo de sete determinacdes experimentais independentes. As
diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparagcdes multiplas. * indica diferenca comparada as condi¢cfes
controle (P < 0,05).

A heme oxigenase-1 (HO-1) € uma enzima ativada em situacdes de estresse
celular, que também esté envolvida no processo inflamatorio e na defesa antioxidante,
e nossos resultados mostraram um aumento significativo no RNAm da HO-1 no
tratamento com haloperidol na doses 1 uM (P = 0,0079) e 10 uM (P = 0,0401) e no
tratamento com risperidona na dose 1 pM (P = 0,0262) comparados as condi¢des

controle (Fig. 15).
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Figura 15: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressédo da HO-1. A expressao de RNAmM
foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas
concentragbes de 1 e 10 pyM por 1 h. Os dados foram padronizados em relagdo ao controle e
representam a média + desvio padrdo de sete determinacdes experimentais independentes. As
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diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por
um teste post-hoc de Tukey para comparagfes multiplas. * indica diferenca comparadas as condicdes
controle (P < 0,05).

O fator de transcricdo NF-kB também esta envolvido na resposta celular em
condi¢cdes oxidativas e inflamatorias, bem como participa de processos de plasticidade
sinaptica e de memoria (KARIN; DELHASE, 2000). Neste sentido, nossos resultados
indicam auséncia de alteracdes significativas na expresséo da subunidade p50 do NF-
KB nas fatias submetidas a exposi¢cdo aos antipsicoticos, embora haja um leve
aumento (ndo significativo) com o tratamento com haloperidol. No entanto, para a
subunidade p65 do NF-kB, observamos um aumento significativo dose-dependente
no tratamento com haloperidol 1 yM e 10 uM comparado as condi¢des controle (P <
0,0001) (Fig. 16).
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Figura 16: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expressdo de NF-kB p50 e NF-kB p65. A
expressdo de RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais tratadas com risperidona e
haloperidol nas concentragées de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados foram padronizados em relagdo ao
controle e representam a média + desvio padrédo de sete determinagfes experimentais independentes.
As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido
por um teste post-hoc de Tukey para comparag¢Bes mudltiplas. * indica diferenca comparado as
condigBes controle; # indica diferengas entre as doses (P < 0,05).

Sabe-se que os receptores adenosinérgicos estdo associados ao processo
inflamatdrio, e neste sentido, o tratamento com haloperidol 1 uM (P < 0,0001) € 10 uM
(P < 0,0001) aumentou significativamente e de maneira dose-dependente a expressao
do receptor A2a comparado as condi¢cdes controle, enquanto ndo se observaram
alteragcbes no tratamento com risperidona. Os receptores Al, A2b e A3 néo

apresentaram diferencas significativas comparadas as condi¢des controle (Fig. 17).
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Figura 17: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a expresséo de receptores de adenosina Al
(A), A2a (B), A2b (C) e A3 (D). A expressdo de RNAm foi avaliada por RT-PCR em fatias hipocampais
tratadas com risperidona e haloperidol nas concentragcbées de 1 e 10 uM por 1 h.Os dados foram
padronizados em relagdo ao controle e representam a média + desvio padréo de sete determinagfes
experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. * indica
diferenca das condic¢Bes de controle; # indica diferencas entre as doses (P < 0,05).

A sinaptofisina € uma proteina transmembrana das vesiculas sinapticas e
nossos resultados indicam que apds a exposicdo aos antipsicéticos ndo houve
alteragdes significativas no seu imunocontetdo, embora se observe uma tendéncia ao

aumento no tratamento com 1 uM risperidona (Fig. 18).
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Figura 18: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre o imunocontetdo de sinaptofisina. A proteina
foi avaliada pelo método de Western Blotting em fatias hipocampais tratadas com risperidona e
haloperidol nas concentragées de 1 e 10 uM por 1 h. Os dados sdo expressos como porcentagens em
relacdo as condi¢des controle, e representam a média + desvio padrdo de seis determinagbes
experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para compara¢cdes multiplas.

5.7 ANALISES EM CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS HIPOCAMPAIS

Ap6s avaliacdo dos efeitos dos antipsicoticos nas fatias hipocampais,
investigou-se mais especificamente a resposta astrocitaria frente ao tratamento com
risperidona e haloperidol em cultura priméaria de astrocitos. Para isso, avaliamos
parametros como viabilidade celular através das medidas de MTT e incorporacao de
iodeto de propidio (IP) (dados ndo mostrados), bem como metabolismo energético,
pela avaliagdo dos niveis de lactato no meio extracelular. Ambos os parametros nao
apresentaram alteracdes apds exposicao ao haloperidol e a risperidona nas doses de
1 uM e 10 pM (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 liberacdo de lactato. (A)
A atividade mitocondrial celular (medida pelo ensaio de redu¢édo do MTT) foi avaliada em cultura de
astrocitos hipocampais apds tratamentos com risperidona e haloperidol nas doses 1 € 10 uM por 24 h.
(B) O lactato foi avaliado por kit comercial no meio extracelular de culturas de astrécitos hipocampais
apos tratamentos com risperidona e haloperidol nas concentragdes de 1 e 10 uM por 24 h. Os dados
S80 expressos como porcentagens em relacéo as condi¢des controle para o ensaio de reducao de MTT
e em mM para os niveis de lactato, e representam a média + desvio padrdo de cinco determinacdes
experimentais independentes, realizadas em triplicata. As diferencgas entre os grupos foram analisadas
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para
comparagdes multiplas.

A atividade da Na*K*-ATPase também foi avaliada nas culturas, e embora néao
tenha apresentado alteracdo, foi observada uma diminui¢cdo nao significativa apés a

exposicédo a 10 uM de haloperidol (Fig. 20).
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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 astrdcitos hipocampais tratadas com risperidona
e haloperidol nas concentragdes de 1 e 10 uM por 24 h. Os dados sdo expressos como atividade em
nM Pi/min/mg de proteina, e representam a média * desvio padrdo de cinco determinacgfes
experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparacdes miltiplas.
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A secregcdo de fatores troficos também foi avaliada, e observamos uma
diminuicao significativa nos niveis de BDNF no tratamento com risperidona 10 uM (P
< 0,0001), bem como para o BDNF e o GDNF apoés exposicdo a 1 uM e 10 uM de
haloperidol (P < 0,0001) comparado as condi¢des controle. No entanto, os niveis de
GDNF aumentaram significativamente no tratamento com risperidona 10 pM (P <
0,0001). Em relacdo aos niveis de TGF-B, observamos um aumento significativo

apenas para o haloperidol, nas doses de 1 uM e 10 uM (P < 0,0001) (Fig. 21).
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Figura 21: Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a secregao de fatores tréficos. As dosagens
de BDNF (A), GDNF (B) e TGF-B (C) foram realizadas no meio extracelular de culturas de astrécitos
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas concentragbes de 1 e 10 yM por 24 h. Os
dados séo expressos como pg/mL e representam a média + desvio padrdo de cinco determinacdes
experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para compara¢des multiplas. * indica
diferencga das condicdes de controle (P < 0,05).

Em relacdo aos parametros inflamatérios, foram analisadas a secrecao das
citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6, e observamos que a IL-13 manteve o

mesmo perfil observado nas fatias, com diminuicdo dos niveis apés exposicdo a 10
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MM (P < 0,0001) de risperidona e aumento da liberacdo de IL-13 com 10 uM (P <
0,0001) de haloperidol (Fig. 23). No entanto, os niveis de TNF-a ndo foram alterados.
Para a IL-6, observamos um aumento significativo no tratamento com haloperidol 10
MM (P < 0,0001) em relagdo ao controle (Fig. 19). Quando avaliado o efeito anti-
inflamatorio através da liberacdo da IL-10, foi observado um aumento significativo
dose-dependente no tratamento com risperidona 1 yM e 10 uM (P < 0,0001) e um
perfil inverso apdés exposicdo ao haloperidol, com reducdo significativa com a
concentracéo de 10 uM (P < 0,0001).
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Figura 22; Efeitos da risperidona e do haloperidol sobre a resposta inflamatdria. Os niveis de IL-1(3 (A),
TNF-a (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) foram dosados no meio extracelular de culturas de astrécitos
hipocampais tratadas com risperidona e haloperidol nas concentracGes de 1 e 10 uM por 24 h. Os
dados sé@o expressos em pg/mL e representam a média + desvio padrdo de cinco determinacdes
experimentais independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando
ANOVA de uma via, seguido por um teste post-hoc de Tukey para comparacdes multiplas. * indica
diferenca das condicdes de controle; # indica diferencas 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 Pardmetro . I.=atias agudas . . Cult.ura de astrécito.s Metodologia
Risperidona Haloperidol Risperidona Haloperidol
g MTT (%) - - - - Colorimétrica
g% % IP (%) NT NT - - Microscopia
E é O Glicose extracelular (mmoliL) - ! NT NT Colorimétrica
= Lactato (mM) - 1 - - Colorimétrica
GLAST (%) * - NT NT WB
g =) GLT-1 (%) - - NT NT WB
% g GS (umol/mg prot/h) - - NT NT Colorimétrica
§ (—3 GSH intracelular (nmol/mg prot) - - NT NT Fluorimétrica
GSH extracelular (nmol/mL) * * NT NT Fluorimétrica
< & Afvidade da NaK-ATPase ] _ ] . S
= > (nM Pi/min/mg ptn)
BDNF (pg/mL) ! ! ! ! ELISA
3 § GNDF (pg/mL) ! ! 1 ! ELISA
§ E TGF-B (pg/mL) l 1 - 1 ELISA
S100B (%) * NT NT ELISA
IL-1B (pg/mL) ! 1 ! 1 ELISA
L :g TNF-a (pg/mL) * * - - ELISA
;’? ‘g IL-6 (pg/mL) - - - 1 ELISA
©E |10 (pg/mL) 0 - 1 ! ELISA
HMGB1 (RNAm) - * NT NT RT-PCR
Fosfo-PI3K (%) - - NT NT WB
_ AMPK (RNAm) - 1 NT NT RT-PCR
(;% Nrf2 (RNAm) 1 1 NT NT RT-PCR
S HO-1 (RNAm) 1 1 NT NT RT-PCR
§ NF-kB p50 (RNAm) ¥ NT NT RT-PCR
N NF-kB p65 (RNAm) - 1 NT NT RT-PCR
g A1 (RNAm) - - NT NT RT-PCR
§ A2a (RNAm) - 1 NT NT RT-PCR
&
é A2b (RNAm) - - NT NT RT-PCR
A3 (RNAm) - - NT NT RT-PCR
Sinaptofisina (%) * - NT NT WB

Resumo dos resultados obtidos a partir das andlises realizadas em fatias agudas hipocampais e em
culturas de astrécitos de hipocampo. Legenda: NT Parametro Ndo Testado para o modelo; — sem
alteracdo; 1 aumento significativo; | diminui¢do significativa; * indicativo de tendéncia (resultado ndo
significativo); WB: western blotting.
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6 DISCUSSAO

Neste tépico serdo discutidos os resultados das analises realizadas com as
fatias agudas de hipocampo a partir da literatura existente. Os dados obtidos nas
analises realizadas com as culturas de astrocitos servirdo para melhorar a
compreensao dos antipsicoticos sobre parametros astrocitarios no hipocampo adulto,
a fim de elucidar possiveis a¢cfes destes medicamentos no SNC.

Quanto a viabilidade celular, os antipsicéticos ndo induziram altera¢des tanto
nas fatias quanto nas culturas de astrocitos de hipocampo. Estes resultados podem
estar relacionados as dosagens testadas. As dosagens escolhidas para a realizacéo
deste trabalho, desde os experimentos iniciais contemplando 5 doses diferentes até a
definicdo de 2 doses principais para os demais experimentos, partem do pressuposto
de que os farmacos 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 litio em doses terapéuticas
nao foram observadas alteracGes na viabilidade da linhagem de neuroblastoma SH-
SY5Y (GAWLIK-KOTELNICKA et al., 2016). Dessa forma, como nao houve alteracdo
na viabilidade celular, as maiores doses testadas foram utilizadas para as demais
investigagbes neuroquimicas e moleculares.

Antipsicéticos estdo associados a alteracdes no metabolismo da glicose e
também a um aumento no risco de obesidade e diabetes em pacientes que fazem
administracdo cronica destes farmacos (JASSIM et al.,, 2012; SONG et al., 2014).
Neste sentido, foi observada uma diminuicdo da glicose extracelular e um aumento
significativo de lactato no tratamento com haloperidol. Uma diminuigéo da glicose no
meio extracelular, associada a um aumento de lactato, pode estar relacionada a um
maior consumo de glicose através da via glicolitica pelas células neurais, indicando
possiveis alteracdes no metabolismo energético (DIENEL, 2013). Além disso,
observamos um aumento do RNAmM da AMPK no tratamento com haloperidol. A AMPK
€ um sensor de energia celular e estado de nutrientes que monitora a proporgéo de
AMP:ATP. Quando h& um déficit de energia, atua para restaurar a homeostase
energeética, ativando as vias catabdlicas alternativas que produzem ATP, inativando
as vias biossintéticas e outros processos ndo essenciais que consomem ATP

(HARDIE, 2014). Esses resultados indicam um possivel efeito no metabolismo
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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 compensacao metabdlica.

Os astrécitos também armazenam glicogénio como fonte de energia propria e
para suporte de outros tipos celulares. Quando ha um alto consumo de energia através
da oxidacao da glicose outras formas deste substrato podem ser requeridas a fim de
obter o ATP necessério para manter a funcionalidade neural. Assim, a glicogendlise
no astrocito produz lactato, que sera utilizado para producdo de energia pelos
neurénios (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
liberacdo de lactato a partir da quebra do glicogénio pela alta demanda de glicose
pode estar relacionada a manutencao energética astrocitaria (DIENEL, 2018), bem
como para apoiar a taxa de respiracao celular causada pela hipoxia no processo de
obtencao de fatias agudas, e dessa forma, substituir a glicose para a manutencao da
atividade sinaptica neuronal (PELLERIN, 2003).

No entanto, o lactato possui funcées além do metabolismo energético atuando
como molécula de sinalizacdo para diversos mecanismos celulares. Sua ligacdo ao
receptor GPR81 no hipocampo, neocértex e cerebelo esta associada ao controle do
fluxo sanguineo e funcao sinaptica, indicando um papel do lactato como mensageiro
intercelular. Também pode ativar a expressdo de proteinas que promovem a
angiogénese e o crescimento celular assim, promovendo plasticidade (BERGERSEN,
2014; PROIA et al., 2016). Estudos sugerem também que o lactato promove a
sobrevivéncia celular contra o estresse oxidativo por meio da indugcdo de vias
homeostaticas que incluem PI3K e mTOR (TAUFFENBERGER et al., 2019). Portanto,
um aumento de lactato pode ser decorrente tanto de uma sinalizacdo no metabolismo
energético como de uma comunicagao associada ao reparo de tecido e fungéo celular.
Dessa forma, a maior liberacao de lactato em resposta ao tratamento com haloperidol
pode sinalizar uma compensacdo de possiveis danos celulares causados por este
farmaco, enquanto a risperidona ndo induziu tais alteragbes metabdlicas,
possivelmente por ndo causar danos que induzam a liberac&o de lactato.

A via de sinalizagdo da PI3K também esta envolvida em processos celulares
relacionados ao controle do metabolismo, além de regular o crescimento, proliferacéo,
sobrevivéncia e migragdo celular. Quando ativada, leva a fosforilagdo da Akt e

consequente ativacdo da mTOR, que € essencial para o desenvolvimento neuronal e
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a formacdo de sinapses (SANCHEZ-ALEGRIA et al., 2018). No entanto, os
tratamentos com o0s antipsicoticos em fatias ndo foram capazes de alterar
significativamente a fosforilacéo da PI3K no tempo avaliado (1 h).

Nossos experimentos demonstraram que doses terapéuticas de antipsicoéticos
nao alteraram o metabolismo do glutamato. Esse neurotransmissor é transportado
para dentro dos astrdcitos por transportadores especificos, onde posteriormente sera
convertido em outras moléculas que participaréo de diferentes mecanismos celulares.
Os transportadores de glutamato controlam a concentracdo de glutamato na fenda
sinptica a fim de evitar seu acumulo, que pode levar a excitotoxicidade
glutamatérgica e consequente morte celular, desempenhando, portanto, um papel na
preservacao das fungdes sinapticas.

O GLT-1 é o principal transportador de glutamato do SNC altamente expresso
em membranas gliais (RIMMELE; ROSENBERG, 2016). A tendéncia ao aumento da
expressao deste transportador observado no tratamento com risperidona 1 e 10 yM
nas fatias pode indicar a participacdo deste farmaco na regulacdo da homeostase
glutamatérgica, particularmente pelos astrocitos. O transportador de glutamato
GLAST também regula os niveis extracelulares de glutamato. No entanto, nossos
resultados mostram que houve uma tendéncia a diminuigdo no imunocontetdo de
GLAST no tratamento com risperidona, o que poderia implicar em um aumento de
glutamato na fenda sindptica (KARLSSON; HEILIG; HOLMES, 2008). Estes
resultados sugerem um possivel mecanismo compensatorio entre os transportadores
causado pela risperidona, para evitar o acumulo de glutamato e consequente
excitotoxicidade.

O glutamato intracelular pode seguir diferentes destinos metabdlicos, como a
conversao em glutamina. Neste sentido, a GS é uma enzima expressa em astrocitos
no SNC, que catalisa a sintese de glutamina a partir da transferéncia de grupamento
amino para o glutamato (LEKE; SCHOUSBOE, 2016). Diretamente associada ao
transporte glutamatérgico e ao ciclo glutamato-glutamina, a glutamina pode entéo
atuar como precursora dos neurotransmissores glutamato e GABA (BOLANOS, 2016).
No entanto, ndo houve alteracdo na atividade da GS, portanto, em nosso modelo
experimental, os antipsicéticos parecem nao interferir nas acdes desta enzima.

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

dos processos de defesa antioxidante astrocitaria, atuando também na reducao de

46


https://www.zotero.org/google-docs/?tEpMzr
https://www.zotero.org/google-docs/?eaBHXv
https://www.zotero.org/google-docs/?Ds4TYs
https://www.zotero.org/google-docs/?JvPr43
https://www.zotero.org/google-docs/?JuFaJ8

peroxidos (DRINGEN et al., 2015). A GSH tem um papel importante na regulagédo do
estresse oxidativo e sua reducédo é catalisada pela GSH redutase, que usa o NADPH
como cofator para regenerar a GSH (DIENEL, 2018). Além disso, a GSH extracelular
proveniente dos astrécitos também pode proteger os neurbnios contra 0 estresse
oxidativo e a neurodegeneracdo (BOLANOS, 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,
ndo houve alteracdo no contetdo de GSH intra ou extracelular nos tratamentos
testados em fatias hipocampais, indicando que as concentracdes utilizadas de
antipsicoticos nao foram capazes de alterar o metabolismo da GSH em um tratamento
agudo.

A sinaptofisina € uma proteina utilizada como marcador de atividade preé-
sindptica que participa do processo de sinaptogénese. O aumento da expressao desta
proteina estd associado a quantidade de vesiculas sinapticas que liberam
neurotransmissores (SEO et al., 2015). Assim, esta proteina tem grande influéncia
sobre a regulacédo e liberacdo de neurotransmissores ou densidade terminal pré-
sinaptica e, portanto, esta relacionada a plasticidade. O efeito de farmacos
antipsicéticos em proteinas sinapticas é variavel entre os estudos e pode sofrer
influéncias da metodologia experimental utilizada. Estudos mostraram que o
haloperidol ndo desencadeou efeitos sobre os niveis destas proteinas no cortex e no
hipocampo, sendo que o0 hipocampo ja apresenta quantidade reduzida
fisiologicamente (EASTWOOD; CAIRNS; HARRISON, 2000; EGBUJO; SINCLAIR;
HAHN, 2016). Na avaliacdo realizada neste trabalho, ndo houve alteragdo no
tratamento com haloperidol, no entanto, foi observado um aumento néo significativo
no tratamento com risperidona. Um aumento na expressdo desta proteina por
medicacfes antipsicéticas em condi¢cdes como esquizofrenia pode ser benéfico para
a manutencdo das sinapses, Visto que estes transtornos neuropsiquiatricos
apresentam alteragfes sinapticas (BARR et al., 2006; EGBUJO; SINCLAIR; HAHN,
2016; OZDEMIR et al., 2012). Portanto, em condic@es fisioldgicas, é provavel que
estes farmacos nao alterem significativamente o conteudo de sinaptofisina, no
entanto, o tempo de tratamento de 1 hora também pode ter influenciado estes

resultados.
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Apesar de néo ter apresentado alteragéo significativa no tratamento em fatias,
o tratamento com haloperidol em culturas de astrdcitos demonstrou uma tendéncia a
diminuicdo da atividade da enzima Na*K*-ATPase. Além de bombear ions através da
membrana celular, a Na*K*-ATPase esta envolvida na organizacdo de multiplos
complexos de proteinas na membrana plasmatica, como por exemplo, a transducao
de sinal (CUI; XIE, 2017). Sabe-se que o aumento de estresse oxidativo e nitrosativo
pode causar modificacdo oxidativa nas subunidades da Na*K*-ATPase, podendo inibir
sua atividade enzimética através do bloqueio do sitio de ligacdo da ouabaina (LIU;
LILLY; SHAPIRO, 2018). Isso pode indicar um possivel papel oxidativo do haloperidol,
gue ja foi observada em outros estudos (QUINCOZES-SANTOS et al., 2010).

Os antipsicoticos sdo capazes de modular a secrecédo de fatores troficos. O
BDNF é uma neurotrofina sintetizada também em astrocitos, que atua modulando a
transmissao e a plasticidade singptica (CARVALHO et al., 2008). No hipocampo, ele
atua na liberacdo de neurotransmissores, receptores pds-sinapticos de glutamato e
sintese proteica, assim como o GDNF, uma neurotrofina derivada da glia, que atua na
formacédo de sinapses (LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017; LEDDA et al., 2007).
Estudos anteriores demonstraram resultados diferentes sobre a expresséo de BDNF,
podendo apresentar-se aumentada ou diminuida no hipocampo. Esses efeitos podem
estar associados aos tipos e a forma de tratamento com antipsicoticos (AUTRY;
MONTEGGIA, 2012). Alguns estudos relacionam um perfil misto ou até inverso de
atuacao dos antipsicéticos atipicos, onde estes aumentam a expressdo de BDNF e
GDNF, podendo estar associados a uma melhora na neurogénese (FAVALLI et al.,
2012; KUSUMI; BOKU; TAKAHASHI, 2015).

Neste trabalho, observamos uma reducéo da liberacdo de BDNF e GDNF nos
tratamentos com haloperidol e risperidona nas fatias hipocampais, que pode estar
relacionada a uma diminuicdo da neuroprotecdo e plasticidade celular (NANDRA,
AGIUS, 2012). Como a expressdo de GDNF nos astrocitos é induzida por neurénios
dopaminérgicos, a diminuicdo observada nas fatias pode estar associada com o0s
efeitos dos antipsicoticos sobre esse sistema neurotransmissor (YE et al., 2018).
Alterac@es particularmente em células gliais podem resultar em diminuicdo do suporte
trofico por estes fatores neurotréficos. Em culturas de astrocitos, também observamos
uma diminuicdo da liberacdo de BDNF em resposta ao haloperidol e a risperidona. Em

relacdo ao GDNF, observamos efeitos opostos: o haloperidol manteve a reducéo
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observada nas fatias, enquanto a risperidona aumentou a liberacdo de GDNF. Um
aumento de GDNF também foi observado em culturas de células de glioma C6
tratadas com antipsicéticos (SHAO et al., 2006), o que pode estar associado a um
efeito neuroprotetor destes farmacos, particularmente da risperidona, mediado pelos
astrocitos.

O GDNF esta diretamente associado ao TGF-B, o qual esta envolvido na
inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias e na sobrevivéncia celular através
do seu papel neurotréfico, podendo estar associado aos efeitos terapéuticos dos
antipsicéticos (LEE; KIM, 2010). A elevagdo do TGF-3 em tecido saudavel pode indicar
a ocorréncia de um estado inflamatério e o haloperidol apresentou um aumento
significativo na maior dose, o que poderia reforcar seu potencial papel pré-inflamatério.
No entanto, em células microgliais, o haloperidol aumentou a expressédo de TGF- e
BDNF e foi considerado benéfico para o tratamento de transtornos neuropsiquiatricos,
uma vez que esse aumento parece estar relacionado a um processo de reparacao de
dano desencadeado pelo farmaco (NAMJOO et al., 2020). Por outro lado, nossos
resultados indicam que o tratamento com a risperidona diminuiu os niveis de TGF-.
Em estudos clinicos, alguns antipsicéticos estdo associados a reducao dos niveis
plasmaticos de TGF-B e citocinas pré-inflamatoérias, também apresentando um perfil
protetor (LI et al., 2015; MOMTAZMANESH; ZARE-SHAHABADI; REZAEI, 2019).

Em estudos anteriores do nosso grupo sobre a influéncia dos antipsicéticos na
secrecdo de S100B, a risperidona induziu um aumento em células astrogliais C6
(NARDIN et al.,, 2011; QUINCOZES-SANTOS et al.,, 2008), mas ndo em fatias
hipocampais (NARDIN et al., 2011). Neste estudo, a proteina S100B demonstrou uma
diminuicao, porém nao significativa, com risperidona em fatias hipocampais. A S100B
parece ser modulada e capaz de modular a secrecdo de moléculas inflamatorias
(EDWARDS; ROBINSON, 2006; SCHMITT et al, 2007). Alguns estudos
demonstraram uma correlacdo significativa entre S100B e citocinas pré-inflamatorias
em distarbios neurolégicos e psiquiatricos (ASHRAF et al., 1999; STEINER et al.,
2010), onde a secrecdo de S100B aumentada estava associada a reatividade
astrocitaria (MULLER; MYINT; SCHWARZ, 2009). Estes estudos sugerem que a
S100B pode estar associada a mecanismos apoptiticos ou em processo reparatorio
nas situagdes degenerativas causadas por neuroinflamacgéao (STEINER et al., 2013).
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Os antipsicoticos podem modular respostas inflamatoérias através da liberacao
de citocinas proé e anti-inflamatdrias. Observamos em fatias hipocampais a diminuicéo
de IL-1B com risperidona e 0 aumento da mesma citocina com haloperidol. Além disso,
a risperidona induziu um aumento de IL-10, sugerindo um papel anti-inflamatério da
risperidona e pro-inflamatoério do haloperidol, ja observado anteriormente em células
C6 (BOBERMIN et al., 2018). Em culturas de astrécitos de animais adultos, um perfil
semelhante foi observado em relacdo a IL-1p3, IL-6 e IL-10, indicando alguma resposta
compensatoéria por parte da risperidona no SNC, com participacdo direta dos
astroécitos.

O tratamento com antipsicoticos atipicos parece apresentar respostas de perfil
inflamatério contraditérias em diversos estudos. Estes achados podem estar
relacionados aos modelos experimentais adotados, bem como, os tipos celulares e
materiais de analise. Por exemplo, alguns estudos demonstraram niveis aumentados
de TNF-a no soro de pacientes em tratamento crénico com antipsicoticos atipicos
(MOMTAZMANESH; ZARE-SHAHABADI; REZAEI, 2019). Ja em linhagem monocitica
celular humana, o tratamento com antipsicoticos atipicos reduziu os niveis de citocinas
pro-inflamatoérias e o mesmo foi observado no tratamento de pacientes, onde niveis
séricos de TNF-a, IL-1B e IL-6 apresentaram-se significativamente mais elevados
antes do tratamento, mostrando uma diminuicdo da resposta inflamatéria apds a
administracdo dos farmacos (AZIZI et al., 2019; STAPEL et al., 2018). No entanto, em
outro estudo, niveis elevados de proteina C reativa foram encontrados em pacientes
gue utilizaram altas concentragdes de clozapina e risperidona (HEFNER et al., 2016).

Além disso, culturas de macréfagos tratadas com haloperidol e risperidona
também apresentaram maiores concentracdes de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p3,
IL-6, TNFa) e baixos niveis de citocinas anti-inflamatérias, o que sugere uma
exacerbacdo dos processos inflamatérios nos tecidos periféricos e explicaria os
efeitos sobre o metabolismo de lipideos e os processos de ganho de peso do
tratamento com estes farmacos (DA CRUZ JUNG et al.,, 2016). Ademais, 0s
antipsicoticos parecem demonstrar uma resposta inflamatoria relevante em situacoes
onde ja existe um processo inflamatério em curso, como observado em experimentos
onde estes farmacos reduziram os niveis de IL-1q, IL-1B, IL-2 e IL-17 e aumentaram
0s niveis de IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a (GIRIDHARAN et al., 2020).
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Além do processo inflamatorio, os antipsicoticos podem modular diversos
mecanismos celulares por diferentes vias de sinalizacdo. A HMGB1 é uma alarmina
gue atua como reguladora da transcricdo nuclear e como mensageiro celular
desempenhando um papel importante nas respostas imunes e autofagia, podendo
desencadear processos proé-inflamatérios ou favorecer a sobrevivéncia celular em
resposta ao estresse celular (PEDRAZZI et al., 2007; YANG et al., 2013). Assim, a
HMGBL1 é considerada um mediador pro-inflamatério, pois além de ser liberado por
células imunes, atua ativando outras células, inclusive astrocitos e microglia, para
sintetizar TNF-a, IL-1, IL-6 e outras moléculas proé-inflamatérias. A tendéncia ao
aumento da expresséo de HMGB1 observada no tratamento com 10 uM de haloperidol
pode reforcar o potencial efeito pré-inflamatério deste farmaco. Nao foram
encontrados estudos que relacionem alteracdes de HMGB1 em tratamentos com
haloperidol, no entanto, um estudo que tratou pacientes esquizofrénicos com
risperidona observou uma reducéo dos niveis séricos de HMGB1, além de uma
reducdo de citocinas proé-inflamatoérias IL-1B, TNF-a e IL-6 que foram relacionados
com uma reducado dos sintomas associados ao transtorno (ZHU et al., 2015).

A via de sinalizag&o do Nrf2 é ativada por estresse oxidativo e esté relacionada
a efeitos neuroprotetores através da regulacdo de genes associados a funcdes
antioxidantes e anti-inflamatorias, incluindo proteinas envolvidas na regulacdo da
sintese e conjugacao da GSH, além de induzir a ativagdo 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 anabdlicas, por
sinalizacdo da via PI3K/Akt. Quando ativada, esta via aumenta o Nrf2 no nicleo e este
entdo participa de funcdes metabdlicas que promovem a proliferacdo celular e a
citoprotecdo (MITSUISHI et al., 2012). O aumento da expressdo de Nrf2 nos
tratamentos com haloperidol 10 uM e risperidona 1 pM pode indicar uma possivel
mudanga no ambiente celular desencadeado por estes farmacos, como um
desequilibrio no estado redox, por exemplo, ou o0 processo inflamatorio observado no
perfil de citocinas avaliado. Também € importante destacar que estes farmacos podem
estar estimulando, via Nrf2, mecanismos citoprotetores.

Em células gliais, o Nrf2 mostrou-se aumentado quando ha aumento da
expressdo de HO-1 (SYAPIN, 2008). A HO-1 também desempenha um papel

importante na protecao celular contra o estresse oxidativo. A superexpressao de HO-
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1 estd associada a diminuicdo do processo inflamatério, através da formacgédo de
moléculas citoprotetoras como o monéxido de carbono e a bilirrubina, resultantes do
catabolismo do heme (CHIABRANDO et al., 2014). A HO-1 também pode aumentar
a catalase e conteudo de GSH, indicando uma participacdo na homeostasia redox
(SCHIPPER et al., 2019). Nossos resultados mostraram um aumento significativo na
expressao da HO-1 nos tratamentos com haloperidol e risperidona, indicando um
potencial mecanismo compensatério aos efeitos inflamatorios destes farmacos,
particularmente na dose de 10 uM de haloperidol.

Em relacdo ao NF-kB, nossos resultados indicam um aumento na sua
expressao no tratamento com haloperidol nas doses 1 e 10 yM. A atividade do NF-kB
pode estar associada a ativacdo da via canbnica e dos complexos que contém as
subunidades RelA ou cRel no processo inflamatdrio. O NF-kB pode apresentar um
papel tanto anti-inflamatério como proé-inflamatério. A expressdo aumentada da
subunidade p50 pode suprimir a produgdo TNF-a (LAWRENCE, 2009). Um aumento
da subunidade p50 do NF-kB no nucleo tem sido relacionado a propriedades anti-
inflamatérias, enquanto um aumento de p65 relacionada a processos pré-inflamatérios
(RUBIO et al., 2018).

Observou-se um aumento significativo da subunidade p65 no tratamento com
haloperidol, indicando um possivel perfil pro-inflamatério deste farmaco. Além disso,
a participacédo de NF-kB p65 na regulacédo negativa da sinalizacdo do Nrf2 pode estar
associada a um papel na supressédo da expressao de genes anti-inflamatérios pelo
NF-kB (LIU; QU; SHEN, 2008). A risperidona apresenta tendéncia a inibir a regulacao
positiva de p65 NF-kB (MACDOWELL et al.,, 2013), o que poderia explicar esta
subunidade nao ter sido alterada no tratamento com este antipsicético, reforcando
assim, seu possivel papel anti-inflamatério.

O tratamento com haloperidol pode aumentar a expressdo de receptores
adenosinérgicos. A adenosina € um nucleosideo que surge da degradacdo do ATP.
Esse nucleosideo se liga aos receptores de adenosina, para modular respostas tanto
neuronais quanto gliais (BOBERMIN; ROPPA; QUINCOZES-SANTOS, 2019). A
adenosina contribui para a neuromodulacdo ativando receptores inibitérios Al ou
excitatorios A2a (ANAND; DHIKAYV, 2012). No tratamento com haloperidol, observou-
se um aumento significativo dos receptores A2a. Estes receptores estdo envolvidos

com a plasticidade sinaptica e quando aumentados atuam na sinalizacdo para a
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liberacdo de citocinas, podendo estar associados ao processo neuroinflamatério
(MARTI NAVIA et al., 2020). Assim, o aumento da expresséo dos receptores A2a pelo
haloperidol indicam uma possivel participacdo deste receptor nas acdes sobre a
resposta inflamatoria induzida por este antipsicotico.

Com estas analises é possivel inferir que os antipsicéticos risperidona e
haloperidol modulam parametros neuroquimicos, celulares e moleculares em fatias
hipocampais e em cultura de astrocitos de ratos Wistar, e estas alteracbes podem
fazer parte do mecanismo de acdo e dos efeitos desencadeados por estes
antipsicéticos no tratamento de transtornos neuropsiquiatricos. Algumas destas
alteragcOes apresentam efeitos positivos ou negativos sobre o ambiente celular, que
futuramente poderiam ser levadas em consideracdo para a escolha do esquema

terapéutico adotado para estas condi¢oes.
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7 CONCLUSOES

A partir das analises realizadas e dos resultados obtidos, podemos esclarecer
alguns eventos neuroquimicos, particularmente astrogliais, dos antipsicoticos
risperidona e haloperidol. Dessa forma, as principais conclusdes desta dissertacao

sao:

1. Os antipsicéticos, particularmente o haloperidol, estdo associados a alteractes
no metabolismo da glicose e do lactato;

2. Os antipsicéticos nas dosagens testadas ndo alteraram o metabolismo do
glutamato através dos transportadores GLAST e GLT-1, da atividade da enzima
GS e do conteudo de GSH;

3. A proteina sinaptofisina e a atividade da enzima Na*K*-ATPase também nao
foram alteradas, indicando que os farmacos nao foram capazes de influenciar
mecanismos associados a neurotransmisséo;

4. Os farmacos modularam a secrecao de fatores tréficos, como BDNF, GDNF e
TGF-B;

5. Houve modulacdo da resposta inflamatoéria, indicando um efeito pré-
inflamatorio do haloperidol e anti-inflamatorio da risperidona;

6. Os mecanismos de sinalizagéo indicam as vias da AMPK, Nrf2, HO-1 e NF-kB
como potenciais reguladores dos efeitos neuroquimicos/astrogliais do
haloperidol e da risperidona,;

7. O haloperidol modula a expressdo do receptor A2a, podendo indicar a acao

deste receptor nos efeitos pro-inflamatérios deste antipsicético.

Dessa maneira, nossos achados indicam que o haloperidol e a risperidona
modulam importantes parametros bioquimicos, celulares e moleculares no
hipocampo. Neste sentido, 0s astrocitos parecem responder ativamente aos
antipsicéticos, visto que os resultados obtidos nas culturas de astrocitos 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

compreensdo do mecanismo de atuagdo dos antipsicoticos sobre a funcionalidade

astrocitaria, ttm-se como perspectivas para continuacao desta pesquisa:

Medir o imunoconteudo de proteinas do citoesqueleto como GFAP e vimentina;
Avaliar o metabolismo do glutamato através da captacdo de glutamato;
Aumentar o "n" experimental das andlises realizadas pela metodologia de
Western Blot, bem como o RNAm do gene do HMGB1,

Avaliar o metabolismo energético através da captacao de glicose;

Avaliar outros parametros redox celulares, como enzimas antioxidantes e
producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio;

Avaliar a sinalizacdo dos sistemas de neurotrasmissores adenosinérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos;

Elucidar possiveis mecanismos de sinalizagdo associados a funcionalidade

astroglial.
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