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RESUMO 

 

Relevância: A esquizofrenia é hoje entendida como um grupo de psicoses caracterizadas por 
alterações de pensamento, sentimentos e relação com o mundo. Entre os sintomas inclui-se 
a capacidade cognitiva severamente afetada, hoje incluída na própria caracterização da 
doença. A hipótese glutamatérgica da esquizofrenia tem foco atual graças ao acúmulo de 
evidências quanto ao envolvimento do sistema glutamatérgico na neurobiologia da doença, 
bem como pela sua relevância nos déficits cognitivos determinantes da baixa qualidade de 
vida dos pacientes. Acredita-se que a atividade dos transportadores de glutamato seja um 
fator determinante da concentração de glutamato extracelular, sua difusão para sítios extra-
sinápticos (spillover) e, em última análise, da ativação de receptores pré-, pós- e extra- 
sinápticos. Assim, alterações na “sinapse tripartite” adquirem importância por seu potencial 
envolvimento em diversas condições neurológicas e psiquiátricas. Especificamente quanto à 
esquizofrenia, tem-se sugerido que um aumento da captação de glutamato poderia 
contribuir para o estado de hipofunção glutamatérgica potencialmente implicado na doença. 
Assim, a modulação do transporte de glutamato pode representar um novo alvo para o 
desenvolvimento de novos antipsicóticos. Alstonina foi identificada como componente 
majoritário de um extrato de planta usado por psiquiatras tradicionais na Nigéria em 
pacientes com doença mental. Apresenta perfil claramente antipsicótico, mais próximo de 
antipsicóticos atípicos que típicos, em modelos animais relevantes à esquizofrenia. O seu 
mecanismo de ação não está claramente definido, mas aparentemente não envolve 
receptores dopaminérgicos, e receptores serotonérgicos 5-HT2A/c estão envolvidos nos 
efeitos de alstonina em modelos de sintomas positivos, negativos e cognitivos. Objetivos: 
Dando continuidade à caracterização de alstonina como fármaco antipsicótico, objetivou-se 
a análise dos efeitos de alstonina em parâmetros neuroquímicos relevantes à patofisiologia 
da esquizofrenia. Métodos: Utilizando fatias hipocampais agudas, o antipsicótico típico 

haloperidol (10 µM), o atípico clozapina (10 e 100 µM) e alstonina (1-100 µM) foram 

incubados com as fatias, na presença ou ausência de apomorfina (100 µM) ou ritanserina 

(0,1 e 10 µM). Resultados: Alstonina e clozapina, mas não haloperidol, reduziram a captação 
de glutamato em fatias hipocampais.  Apomorfina aboliu os efeitos de clozapina (mas não de 
alstonina), enquanto ritanserina aboliu os efeitos de alstonina. Somente alstonina foi capaz 
de aumentar os níveis intracelulares de glutationa, e foi a única droga que não diminuiu a 
liberação de S100B. Conclusão: Esse estudo mostra que clozapina e alstonina diminuíram a 
captação de glutamato, o que podem ser benéfico à alegada patologia sináptica que afeta a 
transmissão glutamatérgica na esquizofrenia. Os resultados são compatíveis com o perfil 
comportamental de alstonina, notadamente a reversão do déficit de memória de trabalho 
induzido por MK-801. Uma vantagem adicional da alstonina é sua capacidade de aumentar 
os níveis de glutationa, um importante antioxidante que está diminuído no cérebro de 
esquizofrênicos. É necessário esclarecer (usando ligantes específicos) qual dos subtipos de 
receptor 5-HT2 está envolvido nos efeitos de alstonina. Considerando que alstonina 
aumentou os níveis de glutationa e diminuiu a captação de glutamato, a hipótese de que o 
trocador cistina-glutamato esteja também envolvido pode ser verificado com inibidores 
específicos. Este trabalho ilustra a validade da etnofarmacologia na busca de novos 
compostos terapêuticos com mecanismo de ação inovador. 
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ABSTRACT 

 

Relevance: Schizophrenia is today understood as a group of psychoses characterized by 
altered thought, feelings and relating to the world. Among its symptoms a severely affected 
cognitive capacity is included, now part of the disease categorization. The glutamatergic 
hypothesis of schizophrenia is currently on focus given the accumulating evidence for the 
involvement of glutamatergic transmission in the neurobiological basis of the disease, as 
well as for its relevance in cognitive deficits thought to determine the poor quality of life of 
schizophrenic patients. It is believed that glutamate transporters’ activity regulates the 
extracellular glutamate concentration and its spillover to extra-synaptic sites, therefore 
determining the activation of pre-, pos- and extra-synaptic receptors. In this context, 
changes in the “tripartite synapse” are expected to be potentially involved in various 
neurological and psychiatric disorders. Specifically for schizophrenia, it has been suggested 
that an increase in glutamate uptake could contribute to the glutamatergic hypofunction 
potentially implicated in the disease. Therefore, the modulation of glutamate transporters 
can be a target for the development of new antipsychotics. Alstonine was identified as the 
major component of an extract used by traditional psychiatrists in Nigeria to treat mentally 
ill patients. This alkaloid possesses a clear antipsychotic profile, closer to atypical than typical 
agents, in mice models relevant to schizophrenia. Its mechanism of action remains to be 
defined, but apparently it does not implicate dopaminergic receptors, whereas 5-HT2A/c 

serotonin receptors seem to be essential for its effects in mice models of positive, negative 
and cognitive symptoms. Purpose: As part of the continuing efforts to characterize alstonine 
as an antipsychotic drug, the purpose of this study focused on the analysis of alstonine’s 
effects on neurochemical parameters relevant to schizophrenia pathophysiology. Methods: 

Acute hippocampal slices were used, incubated with haloperidol (10 µM), clozapine (10 and 

100 µM) and the putative antipsychotic alstonine (1-100 µM), alone or in combination with 

apomorphine (100 µM) or ritanserin (0.1 and 10 µM). Glutamate uptake, glutathione 
content and S100B secretion was assessed. Results: Alstonine and clozapine, but not 
haloperidol, reduced glutamate uptake in acute hippocampal slices. Apomorphine abolished 
the effect of clozapine (but not alstonine), whereas ritanserin abolished the effects of 
alstonine. Only alstonine was able to increase intracellular levels of glutathione, and was the 
only drug which did not decrease the release of S100B. Conclusion: This study shows that 
clozapine and the putative antipsychotic alstonine decreased glutamate uptake, which can 
be beneficial to the alleged synaptic pathology affecting glutamatergic transmission in 
schizophrenia. These results are compatible with the behavioral profile of alstonine, 
noteworthy the reversal of MK-801-induced working memory deficit, social withdrawal and 
hyperlocomotion. An additional advantage of alstonine is its capacity to increase the content 
of glutathione, an important cellular antioxidant shown to be decreased in the schizophrenic 
brain. It is necessary to elucidate (by using specific ligands) which of the serotonin 5-HT2 
receptor subtypes is involved in the effects of alstonine. Since alstonine increased 
glutathione levels and also decreased glutamate uptake, the hypothesis that the cystine-
glutamate antiporter is implicated in its mechanism of action can be verified with specific 
inhibitors. This study illustrates the validity of ethnopharmacology in the search of 
therapeutically useful compounds with innovative mechanisms of action.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esquizofrenia 

 

A esquizofrenia foi descrita pela primeira vez pelo psiquiatra Emil Kraepelin, em seu 

livro texto de 1893, como dementia praecox por causar um sério comprometimento 

cognitivo em pacientes relativamente jovens. Em 1911, Eugen Bleuler trocou o termo por 

esquizofrenia, que descreveu como um grupo de psicoses caracterizadas por alterações 

específicas de pensamento, sentimentos e relação com o mundo (Ban, 2004). Trata-se de um 

transtorno mental crônico e incapacitante, que geralmente surge na adolescência ou início 

da vida adulta. O diagnóstico é baseado na presença de sintomas específicos por um mínimo 

de seis meses, os quais podem incluir delírios, alucinações, discurso desorganizado, 

comportamento desorganizado ou catatônico, embotamento de emoções e prejuízo 

cognitivo (American Psychiatric Association, 2002). 

Os principais sintomas da esquizofrenia foram classicamente divididos em positivos e 

negativos. Os sintomas positivos incluem alucinações (visuais e auditivas), delírios 

(geralmente do tipo paranoide) e distúrbios de pensamento; já os sintomas negativos 

abrangem emoções embotadas ou impróprias à situação, timidez excessiva e isolamento 

social, dentre outros. A capacidade cognitiva do esquizofrênico é severamente afetada, 

apresentando incoerências, desconexões e rigidez de raciocínio, déficits de memória de 

trabalho e função executiva, com forte repercussão na linguagem, aprendizado e memória, o 

que impede a integração e o funcionamento social adequado dos pacientes (Akdede et al., 

2005; Schaub et al., 2010). Os sintomas cognitivos são extremamente incapacitantes e 

atualmente são incluídos na própria caracterização da doença (Bora et al., 2010). 
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A prevalência mundial da esquizofrenia ao longo da vida é comumente estimada em 

1% da população, mas devido a divergências de metodologia e critérios de diagnóstico os 

dados são variáveis. Revisões sistemáticas encontraram números consideravelmente 

menores de 0,55% (Goldner et al., 2002) e 0,4% (Saha et al., 2005). Em um estudo mais 

recente (Perälä et al., 2007), a prevalência foi estimada em 0,87% da população. De qualquer 

forma, o custo social e econômico acarretado por esta doença é enorme, demonstrado pelo 

gasto estimado em mais de US$ 60 bilhões nos Estados Unidos em 2002 (Wu et al., 2005). 

Assim como câncer e diabetes, por exemplo, a esquizofrenia pertence a um grupo de 

doenças complexas, de etiologia multifatorial, sendo que a manifestação da doença é 

resultado de interações entre susceptibilidades genéticas e exposição a fatores ambientais. 

Quanto a fatores ambientais, estudos recentes mostraram que crescer em áreas 

urbanizadas, fazer parte de grupos minoritários, sofrer trauma na infância e consumir 

maconha na adolescência estão associados com quadros psicóticos (van Os et al., 2010). Os 

genes, por sua vez, exercem impacto por alterar a sensibilidade do indivíduo a fatores 

ambientais, resultando na criação de subgrupos mais vulneráveis a certos riscos como os 

citados acima. Apesar dos avanços na constatação destas associações, ainda não se sabe ao 

certo quais genes e fatores estão realmente implicados, ou como eles determinam o 

surgimento da doença. 

A ideia de que a esquizofrenia fosse um transtorno demencial direcionou as 

pesquisas iniciais em busca de evidências para um processo neurodegenerativo. Entretanto, 

os primeiros estudos histológicos não observaram gliose, diferenciando os processos 

neuropatológicos envolvidos na esquizofrenia e nas demências senis (Rund, 2009). 

Alterações neuroanatômicas em estudos post-mortem foram relatadas, incluindo ventrículos 

aumentados e sulcos cerebrais proeminentes (Andreasen, 1994). Porém as dificuldades 
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metodológicas inerentes aos estudos de neuropatolologia, os achados inconsistentes e o 

advento dos antipsicóticos na década de 1950 mudaram o foco das pesquisas para os 

neurotransmissores como elementos centrais para entender as bases neurobiológicas da 

doença. A partir de então surgiram as hipóteses neuroquímicas, relacionando os sintomas da 

esquizofrenia com alterações em circuitos de neurotransmissão. 

 

1.1.1 Hipótese dopaminérgica 

 

A hipótese dopaminérgica dominou por muito tempo a pesquisa em esquizofrenia. 

Foi proposta a partir de dois conjuntos de observações: primeiro, a de que drogas que 

aumentam a atividade do sistema dopaminérgico, como a anfetamina, podem induzir 

quadros psicóticos em indivíduos sem patologia psiquiátrica prévia e precipitar crises em 

pacientes esquizofrênicos (Laruelle et al., 1996); segundo, a constatação de que os primeiros 

neurolépticos reduzem os sintomas psicóticos através do bloqueio de receptores 

dopaminérgicos (Carlsson e Lindqvist, 1963). A hipótese dopaminérgica clássica postula, 

assim, que a esquizofrenia estaria associada a um estado de hiperatividade dopaminérgica, 

principalmente na via mesolímbica, o que explicaria os sintomas positivos da doença. 

Estudos de neuroimagem em pacientes esquizofrênicos forneceram evidências mais diretas 

à ideia: liberação de dopamina induzida por anfetamina aumentada (Breier et al., 1997), 

turnover de dopamina aumentado no estriado (Abi-Dargham et al., 1998) e ocupação de 

receptores D2 aumentada (Abi-Dargham et al., 2000). Essas e outras evidências apontam, no 

geral, para anormalidades dopaminérgicas pré-sinápticas, potencialmente associadas com 

disfunção no estoque de neurotransmissor, transporte vesicular, liberação, recaptação e 

metabolização da dopamina na via mesolímbica (Lyon et al., 2009). 
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Após o surgimento dos primeiros antipsicóticos, observou-se que o efeito terapêutico 

dos mesmos sobre sintomas negativos e cognitivos era insignificante. Além disso, estudos de 

neuroimagem relataram diminuição de receptores D1 no córtex pré-frontal de 

esquizofrênicos, o que foi correlacionado com sintomas negativos e baixo desempenho em 

testes cognitivos (Okubo et al., 1997; Abi-Dargham et al., 2002). Propôs-se, então, que uma 

hipofunção dopaminérgica no córtex pré-frontal seria responsável pelos sintomas negativos 

e cognitivos da esquizofrenia. A reformulação da teoria dopaminérgica clássica enuncia, 

portanto, que haveria um desequilíbrio cortical/subcortical na transmissão dopaminérgica: a 

hiperatividade das projeções dopaminérgicas para a via mesolímbica e a hiperestimulação 

de receptores D2 resultariam nos sintomas positivos, enquanto que as projeções 

dopaminérgicas mesocorticais estariam hipoativas e os receptores D1 hipoestimulados, 

levando aos sintomas negativos e ao comprometimento da cognição e sociabilidade 

observados em esquizofrênicos (Abi-Dargham, 2004). 

 

1.1.2 Hipótese glutamatérgica 

 

Evidências quanto ao envolvimento do glutamato na neurobiologia da esquizofrenia 

surgiram com a publicação de um estudo mostrando que pacientes com esquizofrenia 

apresentavam níveis diminuídos de glutamato no líquido céfalo-raquidiano (Kim et al., 

1980). Tal achado foi posteriormente reproduzido em alguns estudos (Bjerkenstedt et al., 

1985; Macciardi et al., 1990), mas não em outros (Gattaz et al., 1982; Perry et al., 1982; 

Korpi et al., 1987). Embora esse dado não tenha sido consistentemente replicado, ele 

originou a ideia de um déficit glutamatérgico na patofisiologia da esquizofrenia e iniciou uma 

série de estudos na área. 
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A hipótese glutamatérgica só ganhou maior impulso com as observações dos efeitos 

da fenciclidina (PCP), um antagonista de receptores NMDA. O PCP, ao contrário dos 

fármacos dopaminérgicos, induz em humanos (e modelos animais) tanto os sintomas 

positivos como os negativos e cognitivos da doença. Efeitos semelhantes foram observados 

para outros antagonistas de NMDA, como cetamina e MK-801. Outro aspecto importante da 

hipótese glutamatérgica é que em ratos a susceptibilidade ao bloqueio farmacológico de 

receptores NMDA surge somente a partir da puberdade e aumenta gradualmente até a 

idade adulta; um paralelo em humanos é o fato de que a cetamina, utilizada como 

anestésico, induz sintomas psicóticos em adultos, mas não em crianças, o que está de 

acordo com a história natural da doença cujo início é mais comum entre o final da 

adolescência e o início da fase adulta (Olney et al., 1999). 

A existência de um déficit na função de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e 

na transmissão glutamatérgica na esquizofrenia, não exclui, porém, o papel do sistema 

dopaminérgico na doença. As duas ideias são, na verdade, complementares, o que é 

compatível com as interações anatômicas e funcionais entre esses sistemas. Neurônios 

glutamatérgicos corticais controlam a atividade de neurônios dopaminérgicos da área 

tegmental ventral, diretamente ou via interneurônios GABAérgicos. Dessa forma, é possível 

que projeções glutamatérgicas provenientes do córtex modulem diferencialmente os 

circuitos dopaminérgicos: a via mesocortical é estimulada, enquanto que a via mesolímbica é 

inibida (Goff & Coyle, 2001). Entretanto, no caso de hipofunção glutamatérgica ocorre a 

desinibição dos neurônios dopaminérgicos que projetam para o estriado, perda de função 

do filtro talâmico e sobrecarga sensorial no córtex, o que poderia resultar nos sintomas 

positivos da esquizofrenia. Ao mesmo tempo, os neurônios dopaminérgicos da via 
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mesocortical com projeções para o córtex pré-frontal perdem seu estímulo excitatório, o 

que resultaria nos sintomas negativos e cognitivos (Stahl, 2008). 

 

1.2 Neurotransmissão glutamatérgica 

 

O aminoácido glutamato é reconhecido como o principal neurotransmissor 

excitatório no sistema nervoso central de mamíferos. Está envolvido em diversos processos 

fundamentais do sistema nervoso central, como cognição, memória e aprendizado, 

plasticidade sináptica, proliferação, migração, diferenciação, sobrevivência e morte celular 

(McDonald & Johnston, 1990; Izquierdo & Medina, 1997; Nedergaard et al., 2002). O 

glutamato é sintetizado no terminal pré-sináptico a partir da glutamina pela ação da enzima 

glutaminase, e é então captado pelas vesículas por transportadores vesiculares de glutamato 

(VGLUTs), que utilizam o gradiente de prótons vesicular mantido por uma H+-ATPase (Tabb 

et al., 1992; Hisano, 2003). 

Após liberado no espaço extracelular o glutamato exerce sua ação ao se ligar em 

receptores pré- ou pós-sinápticos. Esses receptores são classificados em duas categorias: 

ionotrópicos e metabotrópicos. Os receptores ionotrópicos (iGluRs) são canais que, quando 

ativados, permitem a passagem de um cátion específico, sendo classificados em NMDA, 

AMPA ou cainato (Ozawa et al., 1998). Os receptores NMDA possuem glicina como co-

agonista, são altamente permeáveis a Ca2+ e são dependentes de voltagem. Em potenciais 

de repouso estão normalmente bloqueados por um íon Mg2+, e a liberação do canal 

depende de despolarização da membrana (Edmonds et al., 1995). Os receptores AMPA, 

assim como os cainato, medeiam a transmissão sináptica excitatória rápida e são 
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independentes de voltagem, sendo permeáveis principalmente ao Na+ e K+, com baixa 

permeabilidade ao Ca2+ (Ozawa et al., 1998). 

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos (mGluR), por sua vez, constituem um 

grupo de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs). O glutamato, ao ligar-se nesses 

receptores, ativa uma proteína G que pode ativar ou inibir a adenilato ciclase ou estimular a 

fosfolipase C, regulando assim a concentração de diferentes mediadores intracelulares 

(AMPc, IP3 ou Ca2+). Dentro desse grupo de receptores já foram caracterizados oito subtipos, 

os quais estão divididos em Grupo I (mGluR1,5), Grupo II (mGluR2,3) e Grupo III (mGluR4,6,7,8). 

O glutamato liberado na fenda sináptica é removido do meio extracelular por 

transportadores de aminoácido excitatório (EAATs), que operam como um sistema de 

captação de alta afinidade que utiliza o gradiente transmembrana do Na+ como força motriz. 

Foram identificadas e clonadas cinco isoformas diferentes em neurônios e astrócitos: 

EAAT1/GLAST (Storck et al., 1992), EAAT2/GLT1 (Pines et al., 1992), EAAT3/EAAC1 (Kanai & 

Hediger, 1992), EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAAT5 (Arriza et al., 1997). GLAST e GLT1, 

transportadores gliais, compartilham 65% de sua sequência de aminoácidos, sendo que 

GLAST é o principal transportador presente durante o desenvolvimento do sistema nervoso 

central (Furuta et al, 1997), enquanto o GLT1 é responsável por 90% de todo o transporte 

nos tecidos adultos (Tanaka et al., 1997). Esses dois transportadores são quantitativamente 

os principais transportadores de glutamato, responsáveis pela maior parte da sua remoção 

da fenda sináptica (Anderson & Swanson, 2000). Os demais transportadores estão 

localizados predominantemente em neurônios, sendo que EAAT4 é característico dos 

dendritos das células de Purkinje no cerebelo, e a expressão de EAAT5 é restrita a 

fotorreceptores e células de Müller na retina (Nedergaard et al., 2002). 
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É importante considerar que a atividade dos transportadores de glutamato regula 

também a difusão do neurotransmissor para sítios extra-sinápticos (spillover), e em última 

análise a ativação de receptores outros que não os pré- ou pós-sinápticos (Diamond, 2001; 

Huang et al., 2004). Nesse contexto, os mGluRs em geral concentram-se ao redor da 

densidade pós-sináptica, na periferia da junção sináptica (Baude et al., 1993; Luján et al., 

1997), e em algumas sinapses receptores NMDA ocorrem somente extra-sinapticamente. A 

inibição dos transportadores potencializa as repostas mediadas por estes receptores, 

sugerindo que a regulação do transporte de glutamato possa regular a eficácia sináptica 

(Huang & Bergles, 2004). De fato, os EAATs, assim como os transportadores de 

noradrenalina (NET), dopamina (DAT) e serotonina (SERT), são regulados por diversas vias de 

sinalização. Proteínas cinases, fatores de crescimento e segundos mensageiros podem 

modular a expressão dos transportadores na superfície celular ou a sua atividade (Robinson, 

2002; Shigeri et al., 2004). 

Uma vez captado pelos astrócitos, o glutamato pode ser convertido a glutamina pela 

ação de uma enzima astrocítica dependente de ATP chamada glutamina sintetase 

(Norenberg & Martinez-Hernandez, 1979; Kvamme et al., 2000). A glutamina assim formada 

é liberada, captada pelos neurônios e hidrolisada pela enzima glutaminase, regenerando o 

glutamato que pode ser novamente estocado nas vesículas. Esse ciclo recebeu o nome de 

ciclo glutamato-glutamina, e destaca a importância da interação neurônio-glia (Bak et al., 

2006; Kondziella et al., 2007). Entretanto, o glutamato nos astrócitos também apresenta 

outros destinos metabólicos, como síntese de peptídeos e proteínas, em especial a síntese 

de glutationa (Dringen & Hirrlinger, 2003). Além disso, as concentrações de glutamato intra- 

e extracelular podem ser reguladas por outro transportador astrocitário, o trocador 

cistina/glutamato independente de sódio, denominado sistema xc
- (Bannai & Kitamura, 
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1980), que promove a entrada de cistina, que reduzida a cisteína é a precursora limitante 

para a síntese de glutationa, um dos principais sistemas antioxidantes do sistema nervoso 

central (Dringen, 2000; Had-Aissouni et al., 2002). 

 

1.2.1 Interação neurônio-glia 

 

Até recentemente as células gliais eram consideradas apenas como suporte 

estrutural para os neurônios. Posteriormente, foi reconhecido seu papel dinâmico na 

manutenção e regulação do meio iônico extracelular, bem como no metabolismo de 

neurotransmissores, conforme descrito acima. 

Nos últimos anos, porém, evidências têm demonstrado a existência de um sistema de 

comunicação bidirecional entre neurônios e células gliais, em especial os astrócitos. Esse 

modelo considera que o astrócito, juntamente com o terminal pré-sináptico e o neurônio 

pós-sináptico alvo, represente um terceiro elemento funcional da sinapse, caracterizando o 

que se denomina hoje de “sinapse tripartite”. Cabe ressaltar que neurônios e astrócitos 

estão organizados em duas redes estruturalmente distintas, mas estreitamente conectadas 

do ponto de vista funcional: a rede neural comunica-se através de sinapses, e a rede 

astrocítica é interconectada via junções gap (Rouach et al., 2004). O papel ativo da glia é 

evidenciado ainda pelo fato de que a liberação de neurotransmissores pelos neurônios pode 

ativar receptores expressos em astrócitos e desencadear sinalização através da propagação 

de ondas de cálcio (Fellin & Carmignoto, 2004; Perea & Araque, 2005). O astrócito 

estimulado, por sua vez, pode liberar o que se consideram hoje “gliotransmissores”: ATP, 

glutamato e D-serina, capazes de regular a excitabilidade neuronal e a transmissão sináptica 

(Perea et al., 2009; Araque & Navarrete, 2010). 
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Sabe-se hoje que alterações na interação entre neurônios e glia exercem um papel 

importante em diversas condições neurológicas e psiquiátricas (Cotter et al., 2001). Devido 

ao seu papel no metabolismo e na homeostase do glutamato, postula-se que a glia possa 

contribuir para a patofisiologia da esquizofrenia. De fato, diversos achados recentes têm 

fornecido evidências para essa hipótese. 

 

1.3 Envolvimento da glia na esquizofrenia 

 

Historicamente, os trabalhos sobre alterações gliais em esquizofrenia focaram em 

confirmar a ausência de gliose, um marcador de processos inflamatórios e degenerativos. Os 

resultados de tais estudos favoreceram a hipótese desenvolvimental da esquizofrenia, já que 

um processo neurodegenerativo seria menos provável dado a ausência de gliose. Porém, 

mais tarde reconheceu-se que existe, na verdade, uma redução na densidade de células 

gliais e disfunção glial em esquizofrênicos (Uranova et al., 1996; Ongür et al., 1998; 

Johnston-Wilson et al., 2000; Cotter et al., 2001; Rajkowska et al., 2002; Webster et al., 

2001, 2005). Nesse contexto, é interessante citar que um estudo realizado em macacos 

Rhesus tratados com antipsicóticos por seis meses mostrou aumento da densidade glial no 

córtex pré-frontal (Selemon et al., 1999). 

Estudos recentes forneceram evidências de que a captação glial de glutamato estaria 

alterada em pacientes esquizofrênicos (Smith et al., 2001; McCullumsmith & Meador-

Woodruff, 2002; Huerta et al., 2006; Bauer et al., 2008), e poderia contribuir para a 

disfunção da transmissão glutamatérgica na esquizofrenia. Matute et al. (2005) encontraram 

níveis aumentados de GLT1 (mRNA e proteína) em astrócitos do córtex pré-frontal de 

pacientes esquizofrênicos não tratados, e níveis normais ou reduzidos em pacientes tratados 
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com antipsicóticos. Outros estudos mostraram que o antipsicótico clozapina reduziu a 

expressão de GLT1 e a captação de glutamato em culturas de astrócitos (Vallejo-Illarramendi 

et al., 2005), bem como reduziu o transporte de glutamato no córtex pré-frontal de ratos 

(Melone et al., 2003). Tais resultados sugerem que um aumento da captação de glutamato 

poderia contribuir para o estado de hipofunção glutamatérgica potencialmente implicado na 

esquizofrenia, e ainda que o tratamento com antipsicóticos poderia melhorar a função 

glutamatérgica por ação no transporte desse neurotransmissor (Nanitsos et al., 2005; 

Kondziella et al., 2007). 

Uma revisão da literatura sobre alterações gliais em esquizofrenia (Bernstein et al., 

2009) mostrou que diversos estudos post-mortem encontraram alterações em genes 

relacionados a astrócitos, concluindo que o funcionamento anormal dos astrócitos poderia 

representar um fator causal importante na patologia sináptica, perturbando assim a 

transmissão dopaminérgica e glutamatérgica. Ainda, Katsel et al. (2011) examinaram os 

níveis de mRNA de proteínas marcadoras de astrócitos em diferentes camadas do giro 

cingulado anterior, uma região frequentemente associada com a esquizofrenia. Os 

pesquisadores encontraram diminuição em alguns marcadores nas camadas mais profundas 

dessa estrutura, sugerindo que uma subpopulação de astrócitos estaria comprometida na 

esquizofrenia, e levantando a possibilidade de uma disfunção glutamatérgica em populações 

neuronais específicas. 

 

1.3.1 Proteína S100B 

 

A S100B é uma proteína ligante de cálcio de 21 kDa, membro de uma família de 

proteínas chamada S100 por serem solúveis em solução 100% de sulfato de amônio (Moore, 
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1965). No sistema nervoso central, a S100B é expressa e secretada principalmente por 

astrócitos (Donato, 2001), por um mecanismo ainda não esclarecido (Davey et al., 2001). A 

proteína S100B está envolvida na regulação do metabolismo energético, na proliferação e na 

diferenciação de neurônios e glia, além de interagir com diversas funções imunológicas do 

encéfalo (Donato, 2003; Rothermundt et al., 2004). Ela age como um fator de crescimento 

dependente de concentração, afetando a sinaptogênese e a transmissão dopaminérgica e 

glutamatérgica (Tramontina et al., 2006; Rothermundt et al., 2007; Liu et al., 2008). Diversos 

estudos demonstraram que sua concentração no meio extracelular pode ser modulada por 

fatores como: ativação de receptores de adenosina A1, níveis elevados de glutamato, 

estimulação de receptores serotoninérgicos e aumento da concentração de cálcio 

intracelular (Ciccarelli et al., 1999; Gonçalves et al., 2002; Whitaker-Azmitia et al., 1990; 

Davey et al., 2001). Estudos in vitro revelaram que a concentração de S100B presente no 

meio extracelular é determinante para seu efeito neurotrófico (concentrações na ordem de 

nanomolar) ou neurotóxico (concentrações na ordem de micromolar). Entre as funções 

tróficas propostas para a S100B estão a estimulação do crescimento de neuritos, proteção 

contra estresse oxidativo e o aumento da sobrevivência dos neurônios durante o 

desenvolvimento. Ao contrário, em níveis micromolares, a S100B é capaz de estimular a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias e induzir a apoptose (Donato 2001; Van Eldik & 

Wainwright, 2003). 

Desde o primeiro estudo relacionando esquizofrenia e níveis séricos aumentados de 

S100B (Wiesmann et al., 1999), uma série de trabalhos foi publicada no tema. Meta-análises 

recentes confirmaram esse primeiro achado, sendo o aumento mais consistente nos 

pacientes com crises agudas ou sintomas negativos predominantes (Schroeter et al., 2009; 

Schroeter & Steiner, 2009). Entretanto, ainda não está claro se os níveis aumentados de 
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S100B refletem exclusivamente uma característica patofisiológica da esquizofrenia, ou se o 

tratamento com antipsicóticos também pode influenciar as concentrações desse marcador. 

Resultados de experimentos in vitro são controversos: Steiner et al. (2010) observaram que 

os antipsicóticos clozapina e haloperidol diminuem a secreção de S100B em culturas de 

células C6 e OLN-93, enquanto Quincozes-Santos et al. (2008) mostraram que risperidona 

aumenta os níveis de S100B em culturas de C6, confirmado por Nardin et al. (2011). 

 

1.4 Antipsicóticos 

 

As drogas antipsicóticas utilizadas para tratar esquizofrenia exibem uma ampla 

variedade de propriedades farmacológicas, mas possuem em comum a capacidade de 

antagonizar receptores dopaminérgicos pós-sinápticos do tipo D2. Os antipsicóticos clássicos, 

ou de primeira geração, foram primeiramente referidos como neurolépticos por suprimirem 

movimentos espontâneos e comportamentos complexos, sem provocar perda da 

consciência, induzindo um estado de indiferença ao ambiente circundante. Fazem parte 

dessa categoria, por exemplo, haloperidol, clorpromazina, flufenazina, perfenazina e 

tiotixeno. Essas drogas apresentam pouco ou nenhum efeito no controle de sintomas 

negativos; de modo geral, não há melhora significativa das funções cognitivas e o uso 

crônico induz sintomas extrapiramidais (Keith et al., 2004), que eventualmente determinam 

a interrupção do tratamento. Já os antipsicóticos de segunda geração não exibem efeitos 

extrapiramidais e foram por isso denominados de antipsicóticos atípicos; exibem em geral 

um espectro maior de eficácia nos sintomas da doença, incluindo os sintomas negativos 

(Tandon & Jibson, 2003). São exemplos de agentes atípicos clozapina, olanzapina, 

risperidona, sulpirida, quetiapina e ziprasidona. Entre os efeitos adversos importantes 



17 
 

desses agentes mais novos incluem-se o significativo ganho de peso e alterações 

metabólicas.  

O estudo Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness (CATIE) teve como 

objetivo comparar a eficácia de drogas antipsicóticas mais novas com agentes de primeira 

geração (Lieberman et al., 2005). O estudo foi delineado para comparar o antipsicótico de 

primeira geração perfenazina com os agentes atípicos olanzapina, quetiapina, ziprasidona e 

risperidona, em um ensaio duplo-cego. Parte da justificativa para a comparação tem cunho 

econômico, uma vez que os antipsicóticos atípicos podem custar até 10 vezes mais que os 

típicos. Surpreendentemente, a comparação não mostrou superioridade clara entre os 

agentes estudados. Em realidade, os resultados do estudo destacaram a variabilidade de 

resposta entre os pacientes em termos de eficácia e efeitos colaterais. O estudo concluiu 

pelo benefício de se apresentar aos pacientes múltiplas opções de tratamento, e propôs que 

a farmacoterapia deve ser ajustada aos pacientes de forma individualizada (Lieberman & 

Hsiao, 2006). O CATIE confirmou ainda a necessidade do desenvolvimento de tratamentos 

adicionais para a esquizofrenia, que sejam mais eficazes e toleráveis. De fato, apesar da 

disponibilidade de um grande número de agentes antipsicóticos, estima-se que 30% dos 

pacientes não respondem adequadamente ao tratamento (Meltzer, 1997). A clozapina é o 

fármaco mais eficaz em pacientes refratários, porém pode induzir agranulocitose, um efeito 

adverso potencialmente fatal que limita seu uso (Opgen-Rhein e Dettling, 1998). 

 

1.4.1 Alstonina 

 

A etnofarmacologia é uma disciplina interdisciplinar que visa a entender os sistemas 

médicos e o uso de medicamentos, em suas dimensões culturais e farmacológicas. Trata 
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particularmente do uso de plantas medicinais por quaisquer povos, em qualquer época ou 

lugar. O estudo da alstonina foi originado a partir de uma expedição etnofarmacológica da 

Shaman Pharmaceuticals à Nigéria, durante a qual o psiquiatra tradicional Chidi Osondu, da 

etnia igbo, foi visitado em sua clínica. Ele destacou o uso de uma planta medicinal chamada 

“uhuma obi-nwoke”, que significa “coração do homem” no idioma igbo, empregada para o 

tratamento de diferentes tipos de “loucura”. Dr. Chidi concedeu uma amostra de seu 

estoque do pó de planta seca para análise, da qual foi produzido um extrato bruto aquoso 

(SP49000), que testado em modelos animais mostrou propriedades antipsicóticas (Costa-

Campos et al., 1999). Alstonina foi identificada como componente majoritário do extrato e 

revelou perfil claramente antipsicótico, mais próximo de atípicos que típicos, nas doses de 

0,5 e 1 mg/kg, com curva dose-efeito na forma de U invertido em modelos animais 

relevantes a esquizofrenia (Costa-Campos et al., 1998). 

A alstonina é um alcaloide indólico (3,4,5,6,16,17-hexadehidro-16-(metoxicarbonil)-

19-alfa-metil-20-alfa-oxaioimbanium) presente em algumas espécies vegetais, das quais 

algumas são usadas como plantas medicinais. Na tentativa de esclarecer o mecanismo de 

ação da alstonina enquanto antipsicótico foram realizados ensaios de ligação (binding) com 

radioligantes, a fim de verificar possíveis interações da alstonina com os receptores D1 e D2 

(estriado) e 5-HT2A (córtex frontal). Curiosamente, alstonina não mostrou afinidade pelos 

receptores acima mencionados, diferindo assim do mecanismo de ação de todos os 

antipsicóticos disponíveis na época e sugerindo um mecanismo de ação inovador. Alstonina 

atenuou a hiperlocomoção induzida por MK-801 (Costa-Campos et al., 2004a), embora não 

haja indicação de atividade agonista direta já que alstonina não produz efeitos similares aos 

vistos com NMDA. Uma possibilidade é a modulação indireta do sistema glutamatérgico. 

Evidências para isso estão relacionadas ao fato de que a administração prévia de ritanserina, 
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um antagonista de receptores 5-HT2A/C, bloqueou os efeitos de alstonina em modelos 

animais de ansiedade, sintomas positivos (hiperlocomoção induzida por MK-801), sintomas 

negativos (déficit de interação social induzido por MK-801) e sintomas cognitivos (déficit de 

memória de trabalho induzido por MK-801), sugerindo também a modulação de receptores 

5HT2A/C por alstonina. É ainda relevante considerar-se que antagonistas de receptores 5-HT2 

aumentam a transmissão glutamatérgica mediada por receptores NMDA (Breese et al., 

2002; Xia, 2003). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho teve por objetivo principal dar continuidade à caracterização de 

alstonina como fármaco antipsicótico, colaborando para a elucidação de seu mecanismo de 

ação. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Visando a dar início ao estudo dos efeitos da alstonina na transmissão 

glutamatérgica, foi utilizado neste trabalho o modelo de fatias hipocampais agudas. 

Especificamente, avaliaram-se: 

1) Os efeitos de alstonina, clozapina e haloperidol na captação de glutamato; 

2) A influência da apomorfina, um agonista dopaminérgico não-seletivo, nos efeitos 

de alstonina, clozapina e haloperidol na captação de glutamato; 

3) A influência da ritanserina, um antagonista de receptores 5-HT2A/C, no efeito de 

alstonina na captação de glutamato; 

4) O efeito de alstonina, clozapina e haloperidol no conteúdo de glutationa; 

5) O efeito de alstonina, clozapina e haloperidol na secreção da proteína S100B. 
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3 CAPÍTULO I 

 

3.1 Effects of haloperidol, clozapine and the putative antipsychotic alstonine on glutamate 

uptake in acute hippocampal slices 

 

Artigo a ser submetido ao periódico Progress in Neuro-Psychopharmacology & 

Biological Psychiatry. 
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ABSTRACT 

 

Cognitive deficits seem to determine the poor quality of life for schizophrenic patients and 

evidences suggests that cognitive and negative symptoms of schizophrenia result from a 

dysfunctional glutamatergic system. Modulating glutamate uptake has thus been suggested 

as a novel target for antipsychotics. The aim of this study was to evaluate the effects of 

antipsychotics (typical, atypical and putative) in glutamate uptake. Additionally, the effects 

of the antipsychotics on glutathione content and extracellular S100B levels were assessed. 

Acute hippocampal slices were used, incubated with haloperidol (10 µM), clozapine (10 and 

100 µM) and the putative antipsychotic alstonine (1-100 µM), alone or in combination with 

apomorphine (100 µM) and ritanserin (0.1 and 10 µM). Alstonine and clozapine, but not 

haloperidol, reduced glutamate uptake in acute hippocampal slices. Apomorphine abolished 

the effect of clozapine (but not alstonine), whereas ritanserin abolished the effects of 

alstonine. Only alstonine was able to increase intracellular levels of glutathione, and was the 

only drug which did not decrease the release of S100B. This study showed that clozapine and 

the putative antipsychotic alstonine decreased glutamate uptake, which can be beneficial to 

the alleged synaptic pathology affecting the glutamatergic transmission in schizophrenia. 

These results are compatible with the behavioral profile of alstonine, noteworthy the 

reversal of MK-801-induced working memory deficit. An additional advantage of alstonine is 

its capacity to increase glutathione levels, an important cellular antioxidant shown to be 

decreased in the schizophrenic brain. 

 

KEYWORDS: alstonine, antipsychotics, schizophrenia, astrocytes, glutamate uptake, S100B. 
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1. Introduction 

 

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder marked by profound retreat from reality and 

incapacitating cognitive deficits, with lifetime prevalence commonly estimated in 1% of the 

population. It belongs to a group of complex multifactorial disorders, for which the etiology 

is understood as the intricate interaction between genetic and environmental factors (Gogos 

and Gerber, 2006; van Os, 2010). 

The observations of the behavioral effects induced by phencyclidine (PCP), an 

antagonist of the NMDA type of glutamate receptors, prompted the idea of a glutamatergic 

dysfunction in the pathophysiology of schizophrenia. PCP, as well as the related drugs 

ketamine and MK-801, induce in normal volunteers psychosis and neurocognitive 

disturbances similar to those of schizophrenia, and unlike amphetamine they mimic all the 

symptoms dimensions of the disease (Javitt, 2010). It is now widely accepted that the 

dopaminergic alterations classically associated to schizophrenia may in fact be secondary to 

an underlying deficit in glutamatergic transmission (Carlsson, 2006; Marek et al., 2010). 

Glutamate is released into the synapse and rapidly removed by a family of excitatory 

aminoacid transporters (EAATs) localized in neurons and glial cells. Five members of EAATs 

have been identified and termed EAAT1-5 to human homologs, or GLAST, GLT-1 and EAAC-1 

representing the rodent homologs of EAATs 1-3, respectively (Kanai and Hediger, 1992; Pines 

et al., 1992; Storck et al., 1992; Fairman et al., 1995; Arriza et al., 1997). EAAT2/GLT-1 is 

predominantly expressed in astrocytes and provides more than 90% of total glutamate 

uptake in the central nervous system (Tanaka et al., 1997). 

Given that astrocytes are fundamental in the control of glutamate homeostasis, a 

significant role has recently been assigned to glial-neuronal interactions in the 
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pathophysiology of schizophrenia. There is increasing evidence that structural and functional 

alterations in glial cells are present in the brain of schizophrenics (Cotter et al., 2001; 

Kondziella et al., 2006; Bernstein et al., 2009; Katsel et al., 2011). Additionally, a DNA array 

study showed that the genes most frequently altered in schizophrenia were related to glial 

function (Sugai et al., 2005). Signaling molecules such as the astrocytic protein S100B have 

also been examined in schizophrenia as markers of astrocytic function. Several studies 

reported increased S100B levels in the serum or cerebrospinal fluid (CSF) of schizophrenic 

patients (Wiesmann et al., 1999; Lara et al., 2001; Rothermundt et al., 2001; Schroeter et al., 

2003; Rothermundt et al., 2004a; Rothermundt et al., 2004b; Schmitt et al., 2005; 

Rothermundt et al., 2007); however, the effects of antipsychotic drugs in this parameter 

remain unclear (Steiner et al., 2010). 

It is undisputable that over the past decades major advances have been 

accomplished in the understanding of the neurobiological processes involved in 

schizophrenia. The acquired knowledge, however, has not translated into better treatment 

options, since all currently available antipsychotics share their mechanism of action with 

drugs discovered almost 60 years ago. Moreover, the modest and controversial benefits of 

antipsychotics on cognitive deficits and negative symptoms, combined with the unwanted 

side effects, result in high rates of treatment discontinuation (Lieberman et al., 2005). The 

development of drugs with a better profile and innovative mechanisms of action is thus 

required (Gründer et al., 2009). 

We have previously reported the properties of alstonine, a putative antipsychotic 

which has consistently shown anxiolytic and antipsychotic-like effects in several mouse 

models (Costa-Campos et al., 1998; de Moura Linck et al., 2008). Alstonine is an indole 

alkaloid present in plant species traditionally used in Nigeria to treat mentally ill patients 
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(Costa-Campos et al., 1998). Although its mechanism of action remains unclear, D2 receptors 

does not seem to be directly involved in its antipsychotic-like effects, and blockade of 5-

HT2A/C receptors by ritanserin abolished its anxiolytic action (Costa-Campos et al., 2004a). 

Recent data showed that the ability of alstonine in counteracting MK-801-induced working 

memory deficit, social withdrawal and hyperlocomotion was also blocked by pretreatment 

with ritanserin (Linck et al., in press). 

Considering the growing role attributed to astrocytes in brain signaling and the 

recognized association between glutamate dysfunction and schizophrenia, the aim of this 

study was to evaluate the effects of alstonine on glutamate uptake and other astrocytic 

parameters, and compare it to typical and atypical antipsychotics (haloperidol and clozapine, 

respectively). For this purpose we used acute hippocampal slices, suitable for our purposes 

for preserving the neuronal circuitry and the interactions between neurons and glia. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Animals 

 

Experiments were performed with 30-day-old male Wistar rats obtained from our breeding 

colony (Department of Biochemistry, UFRGS, Porto Alegre, Brazil). Animals were maintained 

under controlled environmental conditions (12-h light/dark cycle at a constant temperature 

of 22 ± 1 °C) with free access to food and water. The study was approved by the university 

ethics committee (approval #18237), and followed institutional policies on experimental 

animal handling. 
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2.2. Drugs and reagents 

 

Alstonine hydrochloride was isolated from Picralima nitida Th. & H. Dur. (Apocynaceae) by 

Christopher O. Okunji as earlier described (Okunji et al., 2005). Clozapine was purchased 

from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), ritanserin and apomorphine from Research 

Biochemicals International (Natick, MA, USA), and haloperidol was used as commercial 

Haldol® from Janssen-Cilag Farmacêutica Ltda. (São Paulo, SP, Brazil). Monoclonal anti-S100B 

antibody (SHB1), 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), o-

phenylenediamine (OPD), 3-(4,5-dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

(MTT) and L-glutamate were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA), polyclonal rabbit 

anti-S100 from Dako (Glostrup, Denmark), and horseradish peroxidase-conjugated anti-

rabbit IgG and L-[2,3-3H]-glutamate from Amersham International (Buckinghamshire, UK). All 

other chemicals were purchased from local commercial suppliers. 

 

2.3. Acute hippocampal slices 

 

Rats were killed by decapitation. Hippocampi were removed and sliced in transverse sections 

of 0.3 mm using a McIlwain tissue chopper. Slices were transferred to 24-well plates 

containing 0.3 mL of HEPES-buffered saline solution (120 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 

mM MgSO4, 1 mM KH2PO4, 10 mM glucose and 25 mM HEPES, pH 7.4) per well. The medium 

was changed every 15 min for 2 h at room temperature. After this stabilization period the 

drugs were added and the slices incubated for 1 h at 30 °C. Treatments consisted of 

haloperidol (10 µM), clozapine (10 and 100 µM), alstonine (1, 10 and 100 µM), apomorphine 

(100 µM), and ritanserin (0.1 and 10 µM). Drug concentrations were chosen based on pilot 
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experiments or previous reports from the literature (Steiner, 2010; Nardin et al, 2011). All 

experiments were performed in triplicate. 

 

2.4. Glutamate uptake 

 

After the incubation period, the medium was replaced by Hank’s balanced salt solution 

(HBSS) containing 137 mM NaCl, 0.63 mM Na2HPO4, 4.17 mM NaOHCO3, 5.36 mM KCl, 0.44 

mM KH2PO4, 1.26 mM CaCl2, 0.41 mM MgSO4, 0.49 mM MgCl2 and 5.55 mM glucose, pH 7.4. 

The slices were maintained at 35 °C, and the assay was started by adding 0.1 mM L-

glutamate and 0.66 µCi/mL L-[2,3-3H]-glutamate. Incubation was stopped after 5 min by 

removing the medium and rinsing the slices three times with ice-cold HBSS. Slices were then 

lysed in a solution containing 0.5 N NaOH. Sodium-independent (nonspecific) uptake was 

determined using a solution with N-methyl-D-glutamine instead of NaCl. Sodium-dependent 

glutamate uptake was obtained by subtracting nonspecific uptake. Radioactivity was 

measured with a scintillation counter (2800TR TriCarb Liquid Scintillation Analyzer, Perkin 

Elmer - Waltham, MA, USA). Final glutamate uptake was expressed as nmol/mg protein/min. 

 

2.5. Glutathione content 

 

Total glutathione content was determined as previously described (Browne and Armstrong, 

1998). Briefly, slices were homogenized in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 8.0) 

containing 5 mM EDTA and protein was precipitated with 1.7% meta-phosphoric acid. 

Supernatant was assayed with o-phthaldialdehyde (1 mg/ml of methanol) at room 

temperature for 15 min. Fluorescence was measured using excitation and emission 
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wavelengths of 350 and 420 nm, respectively. A calibration curve was performed with 

standard glutathione solutions (0–500 µM). Final concentrations were calculated and 

expressed as nmol/mg protein. 

 

2.6. Extracellular S100B content 

 

Immediately after the incubation period, 10 μL of medium were collected and kept in -20 °C 

until S100B levels were determined by ELISA as previously described (Leite et al., 2008). 

Briefly, 50 μL of Tris buffer were added to the samples and incubated for 2 h in a microtiter 

plate previously coated with monoclonal anti-S100B. Polyclonal anti-S100 was incubated for 

30 min; peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for additional 30-min 

incubation. The color reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm. The 

standard S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL. Results were expressed as a 

percentage of the control. 

 

2.7. Cell viability and integrity  

 

Cell viability was assayed by the colorimetric MTT reduction method (Hansen et al., 1989). 

Briefly, slices were incubated with 0.5 mg/mL of MTT at 30 °C for 30 min. The formazan 

product generated during the incubation was solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO). 

Absorbance values were measured at 560 and 630 nm. Cell integrity was indicated by lactate 

dehydrogenase (LDH) activity in the incubation medium. Determination was carried out by a 

colorimetric commercial kit (Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratórios Ltda., 
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Brazil) according to the manufacturer's instructions. Results were expressed as percentage 

of the control. 

 

2.8. Protein content 

 

Total protein concentrations were determined by the modified method of Lowry (Peterson, 

1977), using bovine serum albumin as standard. 

 

2.9. Statistical analysis 

 

Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test. Two-way 

ANOVA was employed when analyzing the effects of two independent variables. GraphPad 

Prism 5 for Windows was used for the statistical analysis; p<0.05 was set as statistically 

significant. Results represent mean ± S.E.M. 

 

3. Results 

 

In order to verify if cell viability (Fig. 1A) and integrity (Fig. 1B) were not compromised by 

drug treatments two assays were performed in parallel. No significant differences were 

observed for MTT reduction (F6,53=2.15, p>0.05) or LDH activity (F6,56=0.25, p>0.05), 

indicating that slices remained viable and integrate. These same parameters were also 

evaluated for apomorphine and ritanserin, with no significant alterations (data not shown). 

 Glutamate uptake in hippocampal slices was significantly (F6,55=8.63, p<0.0001) 

altered by treatments (Fig. 2A). Post hoc analysis revealed that clozapine and alstonine 
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significantly decreased glutamate uptake at both 10 and 100 µM. The co-incubation of the 

drugs with 100 µM apomorphine, a dopaminergic agonist, also affected glutamate uptake 

(F7,50=9.83, p<0.0001), as shown in Fig. 2B. Post hoc analysis indicated that apomorphine had 

no effects per se, and did not interfere with alstonine-induced decrease in glutamate uptake; 

interestingly, however, the decrease in glutamate uptake induced by clozapine at 100 µM 

was abolished in the presence of apomorphine.  

 We additionally investigated whether a low concentration of ritanserin, inactive in 

glutamate uptake, altered the decrease induced by 100 µM alstonine (Fig. 3A). Two-way 

ANOVA revealed a main effect of alstonine (F1,30=17.23, p<0.001) and of ritanserin (F1,30=7.4, 

p<0.05), as well as an interaction effect of alstonine X ritanserin (F1,30=10.53, p<0.01). These 

results showed that alstonine’s effect on glutamate uptake is prevented by a low 

concentration of ritanserin. Fig. 3B shows the effect of a higher concentration of ritanserin 

on alstonine’s action. Two-way ANOVA revealed a main effect of alstonine (F1,30=44.24, 

p<0.0001) and of ritanserin (F1,30=37.47, p<0.0001), but no interaction effect of alstonine X 

ritanserin (F1,30=2.11, p>0.5). Post hoc analysis indicated that not only both ritanserin and 

alstonine significantly decreased glutamate uptake, but also that the decrease was 

significantly greater when both drugs were combined. 

 Total glutathione content was significantly altered in hippocampal slices submitted to 

drug treatments (F6,50=3.76, p<0.01), as shown in Fig. 4. Post hoc analysis indicated that only 

alstonine in its highest concentration (100 µM) was able to increase glutathione levels 

compared to control. 

 As shown at Fig. 5, treatment with antipsychotic drugs significantly altered S100B 

secretion levels (F6,133=3.15, p<0.01). Post hoc analysis revealed that haloperidol at 10 µM 

and clozapine at 100, but not 10 µM, reduced the secretion of this protein. 
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4. Discussion 

 

In the present study we show the effects of known antipsychotics and the alkaloid alstonine 

in biochemical parameters relevant to the pathophysiological basis of schizophrenia. One 

significant finding is the observation that alstonine and clozapine, but not haloperidol, 

reduce glutamate uptake in acute hippocampal slices. It is now accepted that it is the 

glutamate transport that determines the availability of released glutamate to pre- and post-

synaptic receptors, as well as its spillover to extra-synaptic sites (Diamond, 2001; Huang and 

Bergles, 2004; Huang et al., 2004; Dunlop, 2006). Several studies have documented altered 

expression and function of astrocytic glutamate transporters in schizophrenia (Ohnuma et 

al., 1998; Ohnuma et al., 2000; Smith et al., 2001; Matute et al., 2005). It has been suggested 

that an increased glutamate uptake by astrocytes may considerably contribute to the 

glutamatergic hypofunction in schizophrenia (Nanitsos et al., 2005).  Reducing glutamate 

uptake can thus be regarded as a viable strategy to improve glutamatergic function, and is 

compatible with the ability of alstonine and clozapine to counteract MK-801-induced 

behavioral effects. In agreement with our findings, it has been reported that clozapine 

reduced both the expression of glutamate transporters and the glutamate uptake in 

astrocyte cultures (Vallejo-Illarramendi et al., 2005), as well as glutamate transport in rat 

prefrontal cortex (Melone et al., 2003). On the contrary, selective D2 receptor antagonists 

such as haloperidol were shown to be less effective than atypical antipsychotics to attenuate 

the effects induced by NMDA receptor antagonists (Meltzer et al., 2011), in agreement with 

haloperidol inactivity in glutamate uptake.  

We additionally observed that when apomorphine, a non-selective dopamine 

agonist, was co-incubated with the antipsychotic drugs the effect of clozapine at 100 (but 
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not 10) µM on glutamate uptake was abolished. Interestingly, this suggests that at this 

higher concentration the effects of clozapine on glutamate uptake are dependent on 

dopamine receptors; indeed, clozapine is more likely to bind to dopamine receptors at 

higher concentrations (Brunton et al., 2010). Alstonine’s effects on glutamate uptake were 

not altered by co-incubation with apomorphine, as expected by its lack of affinity for 

dopamine receptors (Costa-Campos et al., 1998). Although reducing glutamate uptake can 

be advantageous to minimize glutamate hypofunction and is suggested as a novel target for 

antipsychotics (Nanitsos et al., 2005), it is well established that excessive glutamate 

availability may overactivate NMDA and AMPA receptors leading to excitotoxicity. In the 

case of alstonine, the glutamatergic modulation through reduced uptake does not seem to 

reach excitotoxic levels, since we previously reported that alstonine, unlike clozapine, lacks 

proconvulsant properties (Costa-Campos et al., 2004b). We suggest that alstonine may 

reestablish appropriate levels of neuronal excitability in areas relevant to the 

pathophysiology of schizophrenia, without concomitant overstimulation that results in 

seizures as commonly seen with clozapine in 2-10% of patients (Devinsky et al., 1991; 

Liukkonen et al., 1992; Günther et al., 1993; Pacia and Devinsky, 1994; Wilson & Claussen, 

1994; Sajatovic and Meltzer, 1996; Stevens et al., 1996; Knott et al., 2001; Centorrino et al., 

2002; Hedges et al., 2003; Alper et al., 2007). 

Alstonine-induced decrease in glutamate uptake was prevented by ritanserin (a 5-

HT2A/C antagonist), in agreement with the behavioral data (Linck et al., in press). A growing 

body of evidence suggests that 5-HT2A and 5-HT2C serotonin receptors exert opposing 

neurochemical and behavioral effects (Martin et al., 1997; Fletcher et al., 2002; Winstanley 

et al., 2004; Fletcher et al., 2007; Robinson et al., 2008; Halberstadt et al., 2009; Fantegrossi 

et al., 2010; Scarlota et al., 2011). Relevant to this context, the release of dopamine is 
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enhanced by 5-HT2A activation, whereas 5-HT2C receptors appear to inhibit it (Millan et al., 

1998; Di Matteo et al., 2001; Bortolozzi et al., 2005; Di Giovanni et al., 2006; Pehek et al., 

2006; Huang et al., 2011). It is arguable therefore that the effect of antagonism at 5-HT2C 

receptors exerted by ritanserin could counteract the effect of antagonism at 5-HT2A 

receptors, and that the results obtained with low and high concentrations of ritanserin on 

glutamate uptake can be explained by its differential antagonism at different concentrations. 

The low concentration, which did not decrease glutamate uptake per se, blocked alstonine-

induced decrease, further suggesting that the effects of alstonine are mediated by 5-HT2A/C 

receptors. The high concentration of ritanserin, however, decreased glutamate uptake 

similarly to alstonine; when both drugs were combined an additive effect was observed.  

Schizophrenia has been consistently associated with reduced levels of glutathione, 

leading to potential dysfunction of NMDA receptors (Do et al., 2000; Steullet et al., 2006; 

Yao et al., 2006; Gysin et al., 2007; Matsuzawa et al., 2008; Raffa et al., 2009; Gawryluk et al., 

2011; Micó et al., 2011). Glutathione is a tripeptide consisting of glycine, cysteine and 

glutamate, which participates in essential aspects of cellular homeostasis. The cellular ability 

to synthesize glutathione is an important factor in the management of oxidative stress-

induced neurotoxicity. Importantly, elevated levels of extracellular glutamate may inhibit 

cystine transport, mainly by the astrocytic cystine-glutamate antiporter (Xc
- system), 

impairing glutathione synthesis and cellular capacity to buffer reactive oxygen species (Had-

Aissouni et al., 2002).  The results show that among the antipsychotics studied only alstonine 

was able to increase intracellular levels of glutathione in hippocampal slices; this may 

represent an additional valuable feature of alstonine. It is tempting to speculate that 

alstonine could interfere with the Xc
- system, though specific experiments are required to 
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elucidate this possibility and/or clarify the precise mechanism by which alstonine increases 

glutathione.  

S100B is a calcium-binding protein secreted by astrocytes into the synapse, where it 

is thought to participate in synaptic plasticity (Nishiyama et al., 2005),   being neurotrophic 

at nanomolar and apoptotic at micromolar levels (Ahlemeyer et al., 2000; Kögel et al., 2004). 

Increased serum and CSF S100B levels in schizophrenic patients have been interpreted as a 

marker of structural damage, or alternatively as a sign of increased astrocyte activation 

(Wiesmann et al., 1999). It has been previously suggested that antipsychotic drugs could 

normalize these elevated levels (Ling et al., 2007; Steiner et al., 2009; Steiner et al., 2010; 

Nardin et al., 2011). Corroborating this idea, we here show that both the typical 

antipsychotic haloperidol and the atypical clozapine decreased the release of S100B in 

hippocampal slices, consistent with results obtained by Steiner et al. (2010) in C6 and OLN-

93 cell cultures. In contrast, alstonine did not altered S100B levels, differing again from 

clozapine, as in the above mentioned parameters. 

 

5. Conclusions 

 

Cognitive deficits are now recognized as the core symptom of schizophrenia, determinant 

for social impairment and lack of long-term quality of life for schizophrenic patients. A 

growing body of evidence suggests that, particularly cognitive and negative symptoms result 

from a dysfunctional glutamate system, with consequences in the dopaminergic, 

serotonergic and GABAergic systems. 

We here show that clozapine and the putative antipsychotic alstonine decreased 

glutamate uptake, which can be beneficial to the alleged synaptic pathology affecting 
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glutamate neurons in schizophrenia. The data is compatible with alstonine ability to reverse 

MK-801-induced behavioral changes, noteworthy working memory deficit. An additional 

advantage of alstonine is its capacity to increase the content of glutathione, an important 

cellular antioxidant shown to be decreased in the schizophrenic brain. 
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Fig. 1. Effects of haloperidol (Hal), clozapine (Clz) and alstonine (Alst) on cell viability and 

integrity. Hippocampal slices were incubated for 1 h with the various drugs at the indicated 

concentrations. (A) MTT reduction to formazan. (B) Activity of lactate dehydrogenase 

released into the medium. Data represent mean ± S.E.M and are expressed as percentage of 

control value. One-way ANOVA. 

 

Fig. 2. Effects of haloperidol (Hal), clozapine (Clz), alstonine (Alst) and apomorphine (Apo) on 

glutamate uptake in hippocampal slices. (A) Glutamate uptake after incubation with the 

drugs per se. (B) Glutamate uptake after co-incubation of drugs and apomorphine. Data 

represent mean ± S.E.M and are expressed as nmol/mg protein/min. *=p<0.05, **=p<0.01, 

***=p<0.001 compared to control. One-way ANOVA/Newman-Keuls. 

 

Fig. 3. Effects of ritanserin (Rit) on alstonine-induced decrease in glutamate uptake. (A) 

Glutamate uptake after co-incubation with a low (A) and a high (B) concentration of 

ritanserin. Data represent mean ± S.E.M and are expressed as nmol/mg protein/min. 

*=p<0.01 compared to control; #=p<0.01 compared to all other groups. Two-way 

ANOVA/Newman-Keuls. 

 

Fig. 4. Effects of haloperidol (Hal), clozapine (Clz) and alstonine (Alst) on glutathione content. 

Hippocampal slices were incubated for 1 h with the drugs and total glutathione content was 

measured. Data represent mean ± S.E.M and are expressed as nmol/mg protein. *=p<0.05 

compared to control. One-way ANOVA/Newman-Keuls. 
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Fig. 5. Effects of haloperidol, clozapine and alstonine on S100B secretion. Hippocampal slices 

were incubated for 1 h with the drugs and S100B levels in the medium were measured. Data 

represent mean ± S.E.M and are expressed as percentage of control. *=p<0.05 compared to 

control. One-way ANOVA/Newman-Keuls. 
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4 DISCUSSÃO  E PERSPECTIVAS 

 

Os déficits cognitivos têm sido descritos como características centrais da 

esquizofrenia, e estão estreitamente relacionados com o prejuízo do funcionamento social 

dos pacientes. Entretanto, o efeito terapêutico dos antipsicóticos disponíveis em relação a 

sintomas negativos e déficits cognitivos é reconhecidamente limitado (Buchanan et al., 

2007). Foi através de uma expedição etnofarmacológica à Nigéria que se identificou o 

potencial antipsicótico de uma preparação utilizada por psiquiatras tradicionais, da qual a 

alstonina foi identificada como o componente majoritário. Estudos anteriores mostraram 

que a alstonina apresenta um claro perfil antipsicótico em modelos experimentais, mais 

próximo de atípicos que de típicos, além de apresentar atividade ansiolítica. 

Este trabalho teve por objetivo principal dar continuidade à caracterização de 

alstonina como fármaco antipsicótico, colaborando para a elucidação de seu mecanismo de 

ação no que diz respeito ao glutamato. Especificamente, utilizamos o modelo de fatias 

hipocampais agudas, que preserva a interação entre neurônios e glia, no qual investigamos 

os efeitos de alstonina sobre a captação de glutamato, conteúdo de glutationa e secreção de 

S100B. 

Tais parâmetros foram averiguados pois alterações na transmissão glutamatérgica 

estão implicadas na esquizofrenia, e dados da literatura relatam níveis alterados de 

glutationa e da proteína S100B em pacientes esquizofrênicos. Em resumo, a expressão e a 

função de transportadores de glutamato parecem estar alteradas em pacientes 

esquizofrênicos, e sugere-se que um aumento da captação de glutamato por astrócitos 

poderia resultar na hipofunção glutamatérgica observada em esquizofrenia. Além disso, a 
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modulação do transporte de glutamato pode representar um novo alvo para o 

desenvolvimento de novos antipsicóticos. 

Observamos neste trabalho que a alstonina, assim como a clozapina, diminuiu a 

captação de glutamato em fatias hipocampais. Diferentemente de clozapina, que na 

concentração mais alta perdeu o efeito ao ser administrada juntamente com apomorfina, o 

efeito de alstonina na captação de glutamato não foi modificado por esse agonista 

dopaminérgico. Esse resultado está de acordo com dados comportamentais e neuroquímicos 

já publicados pelo grupo (Costa-Campos et al., 1998, Linck et al., 2011), que indicam que 

alstonina não interage com receptores dopaminérgicos. 

Receptores serotonérgicos 5-HT2A/C, ao contrário, parecem sim estar envolvidos no 

mecanismo de ação de alstonina, já que seus efeitos em diversos modelos animais foram 

bloqueados por ritanserina (Costa-Campos et al., 2004a, Linck et al., in press). Por essa razão, 

investigamos se os efeitos de alstonina na captação de glutamato também seriam 

bloqueados por ritanserina. Observamos que uma concentração baixa de ritanserina (sem 

efeito per se na captação de glutamato) de fato inibiu o efeito de alstonina nesse parâmetro, 

confirmando nossa hipótese. Por outro lado, ao testar uma concentração maior, que per se 

diminuiu a captação de glutamato, observamos um efeito aditivo: o efeito final da 

combinação dos dois fármacos foi igual à soma dos efeitos individuais. A figura abaixo ilustra 

o resultado dessas interações (Fig. 1).  
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Fig. 1. Efeitos de diferentes concentrações de ritanserina sobre a diminuição da captação de 
glutamato-induzida por alstonina. 

 

Tais resultados, porém, não são conclusivos, já que a ritanserina é um antagonista 

não seletivo de receptores 5-HT2A/C. Para esclarecer qual subtipo de receptor 5-HT2 está 

envolvido nos efeitos de alstonina, experimentos com ligantes específicos devem ser 

realizados.  
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A glutationa é produzida a partir de cistina, que é captada pelo astrócito através de 

um transportador de membrana que troca glutamato por cistina (sistema xc
-), e níveis de 

glutationa podem ser considerados como uma medida indireta da atividade desse sistema. A 

regulação desse sistema pode, portanto, influenciar os níveis de glutamato extracelular e, 

consequentemente, a transmissão glutamatérgica. Interessantemente, os efeitos centrais da 

N-acetilcisteína, um composto precursor de cisteína/glutationa, corroboram essa ideia. O 

potencial antipsicótico da N-acetilcisteína tem sido demonstrado em estudos clínicos e pré-

clínicos. Um estudo em especial mostrou que a substância preveniu os efeitos 

neuroquímicos e comportamentais induzidos por fenciclidina, o que não aconteceu na 

presença de um inibidor do trocador cistina-glutamato (Baker et al., 2008). Considerando 

que a alstonina aumentou os níveis de glutationa ao mesmo tempo em que diminuiu a 

captação de glutamato, pode-se cogitar na hipótese de que o sistema Xc
- esteja de alguma 

forma implicado no mecanismo de ação de alstonina. Para elucidar essa questão, tanto os 

efeitos comportamentais quanto os neuroquímicos deste alcaloide devem ser testados em 

presença de um inibidor do sistema Xc
- (por exemplo, S-4-carboxifenilglicina). Entretanto, é 

possível que o efeito de alstonina sobre os níveis de glutationa seja consequência do efeito 

da alstonina no estado oxidativo; portanto o estado redox das fatias hipocampais também 

deve ser avaliado em experimentos futuros. 

Os efeitos da alstonina em outros alvos implicados na modulação da disponibilidade 

de glutamato também devem ser estudados. É possível avaliar farmacologicamente o papel 

dos transportadores de glutamato (EAATs) na diminuição da captação induzida por 

alstonina. Além disso, estudos de microdiálise forneceriam informações mais precisas 

quanto aos efeitos de alstonina sobre os níveis de glutamato, já que permitem uma 

avaliação in vivo e em diferentes regiões do encéfalo. 
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Este trabalho ilustra a validade da etnofarmacologia como ferramenta na busca de 

novos compostos bioativos que, além de eventualmente fornecerem moléculas 

terapeuticamente úteis, podem originar protótipos de fármacos com mecanismo de ação 

inovador (Fig. 2). 

Fig. 2. Resumo gráfico do trabalho. 
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