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RESUMO 

 

O Sistema Nervoso Central é composto por neurônios e células gliais, sendo os 

astrócitos essenciais na neurotransmissão. Este estudo investigou os efeitos das 

variações da osmolalidade do líquido extracelular (LEC) nos parâmetros da função 

astrocítica. Utilizando um modelo in vitro de cultura primária de astrócitos derivados 

do hipotálamo médio-basal de ratos neonatos, as células foram pré-incubadas por 

30 minutos com meio de cultura convencional, com ou sem Capsazepina. 

Posteriormente, foram estimuladas por 2 horas com meios Hank de diferentes 

osmolalidades (230, 290 ou 350 mOsm/Kg H2O). Foi analisada a viabilidade celular 

e a área celular, esta última estimada pela quantificação da expressão da proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP). A liberação in vitro de lactato, as concentrações 

intracelulares de cálcio (Ca2+) e a quantificação da proteína total foram determinadas 

por meio de reações colorimétricas, realizada com o meio de incubação ou com 

lisados celulares obtidos após 1 ou 2h de estimulação. Os resultados foram 

avaliados por ANOVA de duas vias, com pós-teste de Sidak. A viabilidade celular 

permaneceu inalterada diante de variações de osmolalidade ou tratamento com 

Caps. A expressão de GFAP foi reduzida no grupo incubado com a solução Hank de 

230 mOsm/Kg H2O, sendo que o tratamento com Caps reverteu essa resposta 

(p<0,05). A liberação de lactato não foi alterada após exposição a alterações na 

osmolalidade do LEC. Entretanto, a incubação com Caps aumentou 

significativamente as concentrações de lactato no meio após 2h de estimulação 

(p<0,001), independentemente da osmolalidade do LEC. Na osmolalidade mais 

baixa (230 mOsm/Kg H2O), o tratamento com Caps também aumentou a liberação 

de lactato após 1h de estimulação (p<0,01). Não foram encontradas alterações 

relevantes nas concentrações intracelulares totais de Ca2+ em astrócitos incubados 

por 2 h sob diferentes osmolalidades do LEC. O tratamento com Caps, por sua vez, 

reduziu esse parâmetro apenas no grupo incubado com a solução Hank de 290 

mOsm/Kg H2O (p<0,01). O bloqueio dos canais TRPV1 afeta a expressão de GFAP e 

a liberação de lactato, especialmente em condições hipotônicas. Contudo, o 

equilíbrio de Ca2+ não é significativamente impactado pelo antagonismo ao canal 

TRPV1 durante desafios osmóticos, exceto em condições isotônicas.  

 
Palavras-chave: lactato; cálcio; osmolalidade; GFAP; capsazepina. 



 
 

ABSTRACT  

 

The Central Nervous System is composed of neurons and glial cells, with astrocytes 

being essential in neurotransmission. This study investigated the effects of variations 

in extracellular fluid osmolality (ECF) on astrocytic function parameters. Using an in 

vitro model of primary culture of astrocytes derived from the medio-basal 

hypothalamus of neonatal rats, cells were pre-incubated for 30 minutes with 

conventional culture medium, with or without Capsazepine. Subsequently, they were 

stimulated for 2 hours with Hank's solutions of different osmolalities (230, 290, or 350 

mOsm/kg H2O). Cell viability and cell area were analyzed, with the latter estimated 

by quantifying the expression of glial fibrillary acidic protein (GFAP). In vitro lactate 

release, intracellular calcium (Ca2+) concentrations, and total protein quantification 

were determined through colorimetric reactions, performed with the incubation 

medium or with cell lysates obtained after 1 or 2 hours of stimulation. Results were 

evaluated by two-way ANOVA, with Sidak's post-test. Cell viability remained 

unchanged in the face of osmolality variations or Caps treatment. GFAP expression 

was reduced in the group incubated with Hank's solution of 230 mOsm/kg H2O, and 

Caps treatment reversed this response (p<0.05). Lactate release was not altered 

after exposure to changes in ECF osmolality. However, Caps incubation significantly 

increased lactate concentrations in the medium after 2 hours of stimulation 

(p<0.001), regardless of ECF osmolality. At the lower osmolality (230 mOsm/kg 

H2O), Caps treatment also increased lactate release after 1 hour of stimulation 

(p<0.01). No relevant changes were found in total intracellular Ca2+ concentrations 

in astrocytes incubated for 2 hours under different ECF osmolalities. Caps treatment, 

however, reduced this parameter only in the group incubated with Hank's solution of 

290 mOsm/kg H2O (p<0.01). TRPV1 channel blockade affects GFAP expression and 

lactate release, especially under hypotonic conditions. However, Ca2+ balance is not 

significantly impacted by TRPV1 channel antagonism during osmotic challenges, 

except under isotonic conditions. 

 

Keywords: lactate; calcium; osmolality; GFAP; capsazepine. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A água é um solvente polar, essencial para todas as funções do corpo 

humano. Cerca de 55% a 75% da massa corporal é composta por água e há 

variações de acordo com a idade, sexo, quantidade de gordura corporal, entre 

outros fatores. O teor de água de um organismo é separado em dois grandes 

compartimentos líquidos, intracelular e o extracelular, sendo este último é 

subdividido nos meios intersticial e intravascular. O líquido intracelular (LIC) difere do 

extracelular devido a sua composição e ao seu maior volume. O LIC contém grandes 

quantidades de íon potássio, magnésio e fosfato, enquanto o líquido extracelular 

(LEC) contém grandes quantidades de íon sódio (Na+), além de nutrientes 

necessários para manter a viabilidade celular (VERBALIS, 2003). O sódio é o soluto 

mais abundante do meio extracelular e o principal responsável pela manutenção do 

gradiente osmótico, possibilitando a movimentação da água através dos diferentes 

compartimentos (COZZOLINO et al., 2012). 

A funcionalidade de um organismo depende, essencialmente, da homeostase 

dos líquidos corporais, ou seja, do balanço entre a conservação e a eliminação de 

solvente (água) e eletrólitos, particularmente sódio. O ganho de água e sódio se dá 

pela ingestão direta ou juntamente com alimentos, enquanto a perda ocorre, entre 

outras formas, por meio da sudorese, respiração e por excreção urinária, sendo essa 

última via a quantitativamente mais significativa (DELPIRE, 2018), como 

demonstrado na Figura 1. 
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Figura 1 – Esquema demonstrando as entradas de água e sódio à 
esquerda, e as vias de perda à direita. Para manter a 
homeostase da água (entrada = saída), uma quantidade 
equivalente de água precisa ser consumida por meio de 
alimentos e bebidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Johnson (2007). 

 

Para evitar a desidratação e suas consequências fisiológicas e 

comportamentais, sistemas neurais e hormonais controlam a função dos órgãos 

excretores, a fim de manter as concentrações de água e solutos relativamente 

constantes (MECAWI et al., 2015). Mudanças na osmolalidade plasmática são 

corrigidas por alterações no balanço de água, enquanto mudanças no volume 

circulatório são corrigidas por adaptações no balanço de sódio. Na presença de 

aumento da osmolalidade, sensores centrais estimulam a liberação do hormônio 

antidiurético ou arginina vasopressina (AVP) a partir da neuro-hipófise. A AVP atua 

nos rins, promovendo a reabsorção de água (WOTUS et al., 2003). Além disso, uma 

pequena elevação de 1 a 2% da osmolalidade do LEC desencadeia o sinal 

homeostático mais importante para influenciar a sensação de sede, que 

complementa a função renal de conservação do solvente (LEIB et al., 2016).  

A reposição de água em quantidades necessárias para restabelecer a 

osmolalidade do LEC pode não ser suficiente para repor o volume deste 

compartimento em caso de déficit. Assim, o restabelecimento do volume circulatório 
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conta não somente com o auxílio das ações renais da AVP, mas também do sistema 

renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Um de seus componentes é o hormônio 

angiotensina II (ANG II) que, em nível periférico, tem ação vasoconstritora (assim 

como a AVP) e, em nível central, tem ação dipsogênica (estímulo à sede) e 

natriorexigênica (estímulo ao consumo de sódio). Além do mais, a ANG II estimula a 

liberação de aldosterona, que induz a reabsorção de sódio nos segmentos finais no 

néfron. Juntas, essas ações determinam uma reposição não só de água, mas 

também de sódio, visando o restabelecimento do volume circulatório (FORMENTI; 

COLOMBARI, 2000).  

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral  

 

O objetivo geral do presente foi avaliar a participação de astrócitos nas 

respostas homeostáticas induzidas por alterações da osmolalidade do LEC. 

 

1.1.2 Objetivos específicos  

 

Foram avaliados, em cultura celular primária de astrócitos hipotalâmicos, os 

efeitos da variação da osmolalidade do meio de incubação e da pré-incubação com 

um antagonista dos canais TRPV1 (Capsazepina, 30 µM) sobre: 

a) A viabilidade celular; 

b) A morfologia celular; 

c) As concentrações plasmáticas de Ca2+;  

d) A liberação in vitro de lactato. 
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2 METODOLOGIA 
 

2.1 ANIMAIS 

 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados 30 ratos Wistar, machos, 

neonatos, nascidos a partir de matrizes obtidas do Biotério da Universidade Federal 

de Alfenas-MG. Entre dois e quatro dias após o nascimento, os filhotes foram 

separados e submetidos ao procedimento para remoção do hipotálamo médio basal 

(HMB). Para tanto, eles foram rapidamente eutanasiados por dose letal de 

anestésico inalatório (isoflurano 4%) e o HMB foi dissecado e mantido em meio livre 

de Ca2+ até o momento do processamento, descrito a seguir. 

Todos os procedimentos foram realizados no período compreendido entre 

7h00 e 12h00 e conduzidos em acordo ao “Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals” (NIH Publicação Nº 85-23, revisado 1996) e aos princípios éticos da 

Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL; acessado de 

http://www.cobea.org.br em 26/11/2013). O presente projeto foi apresentado e 

aprovado como emenda ao protocolo 04/2021 do CEUA-UNIFAL/MG, sob 

responsabilidade da Profa. Marília Gabriella Alves Goulart Pereira (ANEXO A).     

 

2.2 CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS HIPOTALÂMICOS  

 

A cultura primária de astrócitos foi realizada a partir do HMB fresco coletado 

de ratos neonatos (2 a 4 dias de vida), utilizando-se como limites anatômicos o 

quiasma óptico (anteriormente), os corpos mamilares (posteriormente), o “tuber 

cinereum” (lateramente) e o topo do terceiro ventrículo (verticalmente). As amostras 

de tecido foram então dissociadas com tripsina 0,05% e as células foram cultivadas 

em solução de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – High Glucose, 

Sigma®, código D5648) contendo soro fetal bovino (10%) e 1% de solução de 

penicilina (10,000 IU/ml) -streptomicina (10,000 μg/ml) (PS; Mediatech) por um 

período de 7 a 15 dias. Em seguida, as células foram submetidas à agitação (200 

rpm) por um período de 2h a 37°C, a fim de separar os oligodendrócitos, neurônios e 

microglia dos astrócitos. As células em suspensão foram desprezadas e as células 

aderidas ao frasco (astrócitos) foram novamente tripsinizadas e cultivadas em placas 

de 12 ou 96 poços (1 x 104 células/poço) (Figura 3).  

http://www.cobea.org.br/
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Os protocolos experimentais foram realizados quando a confluência do meio 

foi atingida, o que ocorreu em um período entre 3 e 4 dias após a tripsinização. 

 

Figura 3 – Fotomicrografia representando cultura de células após crescimento por 10 
dias, com confluência aproximada de 80%. Os astrócitos apresentam-se 
classicamente em formato estrelado. Os neurônios costumam morrer 
naturalmente dentro de alguns dias porque precisam de meio enriquecido 
com outros fatores para sua sobrevivência. Aumento de 20x. 

 

 

Fonte: Da autora (2023). 

 

2.3 PRÉ-INCUBAÇÃO E ESTIMULAÇÃO 

 

 No dia do experimento, o meio de cultura foi substituído por meio 

fresco contendo ou não Capsazepina (Caps, 30 µM, antagonista dos canais TRPV1). 

As placas de cultura foram mantidas nesta solução a 37º C por 30 minutos, sendo 

em seguida submetidas à estimulação com soluções Hank de diferentes 

osmolalidades (mOsm/Kg H2O): 230 (correspondente a um meio hipotônico), 290 

(correspondente a um meio isotônico) ou 350 (correspondente a um meio 

hipertônico). As placas de cultura foram mantidas nestas soluções a 37º C por tempo 

dependente do protocolo experimental. Desta forma, foram originados os seguintes 

grupos experimentais (Tabela 1): 
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Tabela 1 – Grupos experimentais 
 

Grupo 

experimental 

Pré-incubação  

(30 min) 

Estimulação 

(total de 2h) 

1 

Meio de cultura 

Hank 230 

2 Hank 290 

3 Hank 350 

4 

Meio de cultura + Capsazepina 

Hank 230 

5 Hank 290 

6 Hank 350 

Fonte: Da autora (2023). 

 

2.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

 

Para se avaliar a viabilidade celular após a exposição aos diferentes 

tratamentos, os astrócitos hipotalâmicos foram cultivados em placa 96 poços (1 x 104 

células/poço), conforme descrito anteriormente, e submetidos ao período de pré-

incubação por 30 minutos e estimulação por 2h.   

O ensaio de viabilidade celular é baseado na metabolização do brometo de 

tetrazólio (MTT, 5mg/mL, Sigma®), realizada somente por células metabolicamente 

viáveis, as quais reduzem o MTT a sal de formazan, que é insolúvel e apresenta 

coloração roxa. Para que esta reação aconteça, é necessária a atividade de uma 

enzima mitocondrial (da cadeia respiratória). Assim, o formazan solubilizado em 

DMSO (Dimetilsulfóxido ou sulfóxido de dimetilo) pode ser quantificado 

espectrofotometricamente (540 nm) e possui correlação direta com o número de 

células viáveis. Para este ensaio, foi realizado um controle positivo para morte 

celular (incubação pelo mesmo período de tempo com DMSO 50%, que tem função 

detergente sobre membranas lipídicas). 
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2.5 IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA GFAP 

 

Os astrócitos crescidos sobre lamínulas pré-tratadas com poli-D-lisina e 

submetidos aos procedimentos de pré-incubação e estimulação descritos 

anteriormente foram inicialmente fixados com metanol puro por três minutos. Em 

seguida, os poços foram lavados em PBS (3x) e incubados com Normal Donkey 

Serum 10% em PBS (0,01M, Triton 0,1%, NaN3 0,04%) por 1 hora. Após esse 

período foi retirado o (NDS) e as células foram lavadas em PBS (3x) e as células 

foram incubadas (overnight) com o anticorpo primário anti-GFAP (rabbit, 1:1.000, 

Cell Signaling Technology®).  

Após período de incubação com o anticorpo primário, as células foram 

lavadas (3x) em PBS (0,01M) e na sequência foi realizada a incubação com o 

anticorpo secundário Alexa488® donkey anti-rabbit (1:250, Jackson 

ImmunoResearch) por um período de duas horas. Após incubação com o anticorpo 

secundário, as células foram lavadas (3x) com PBS (0,01M) e contracoradas com o 

marcador nuclear DAPI (stock 15 mM, 1:25000) por dois minutos. Em seguida, as 

lamínulas contendo as células foram novamente lavadas e fixadas com meio de 

montagem (Fluormount®) sobre uma lâmina para visualização em microscópio e 

captura das imagens. As imagens foram adquiridas com o mesmo nível de 

exposição em todos os grupos. A quantificação do sinal fluorescente foi realizada por 

meio do software Image J®, delimitando-se como parâmetros os valores HSB 

encontrados em cada ensaio para a situação controle. Os resultados foram 

expressos em área de marcação para GFAP (µm²). 

  

2.6 DOSAGENS DE CÁLCIO E LACTATO 

 

Ambas as concentrações de lactato no meio de incubação e de Ca2+ 

intracelular foram estimadas por métodos enzimáticos colorimétricos (Labtest e 

Interkit, respectivamente). Para tanto, as células foram cultivadas em placas de 96 

poços e submetidas aos 30 minutos de pré-tratamento com Caps, conforme descrito 

anteriormente. Em seguida, as células foram estimuladas por um período total de 2h 

com as soluções Hank de diferentes omolalidades.  
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Para as dosagens de lactato, amostras do meio de incubação foram obtidas 

após 1 ou 2h de incubação. Para a dosagem de Ca2+ intracelular, ao final do período 

de 2h, as células foram coletadas após tripsinização.  

Para os ensaios colorimétricos, foi realizada uma mini-reação em placa de 96 

poços, mantendo-se a proporção de reagentes sugerida pelos fabricantes. A leitura 

foi realizada em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 550 nm (para 

lactato) ou 650 nm (para Ca2+). O valor de absorbância das amostras desconhecidas 

foi corrigido pela absorbância do padrão. Em seguida, todos os resultados foram 

corrigidos pelos valores de proteína total, que foi estimada a partir do homogenato 

de células pelo método de Bradford. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos em médias ± erro padrão da média (EPM). A 

análise foi realizada por meio do teste de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, 

seguido do pós-teste de Sidak. O nível de significância adotado foi de 5% (p<0,05). 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 VIABILIDADE CELULAR  

 

O ensaio de MTT tem a finalidade de testar a eventual citotoxicidade induzida 

por um determinado composto ou tratamento no metabolismo celular. A Figura 4, 

apresentada a seguir, mostra os efeitos da incubação com os diferentes tratamentos 

sobre a porcentagem de células viáveis, normalizada pela situação experimental 

controle (Hank 290 mOsm/Kg H2O sem tratamento). Como pode ser observado, 

houve uma redução significativa da viabilidade no grupo incubado com DMSO 50%, 

quando comparado ao grupo controle (100 ± 0,00 versus 14,04 ± 1,48 %, p < 0,001). 

Os demais grupos submetidos não apresentaram alterações significativas neste 

parâmetro. 

 
Figura 4 – Efeitos da incubação com meios Hank de diferentes 

osmolalidades (mOsm/Kg H2O), contendo ou não 
tratamento com Capsazepina (Caps, 30 µM), sobre a 
viabilidade celular (%). 

 

Fonte: Da autora (2023). 
Legenda:  Resultados expressos em médias ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados por meio do teste de variância de duas vias (Two-Way 
ANOVA). A viabilidade foi normalizada pelos valores encontrados no 
grupo incubado com solução Hank 290 mOsm/Kg H2O. *** p<0,001.  
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3.2 EXPRESSÃO DE GFAP  

 

A proteína ácida fibrilar glial (GFAP) é utilizada como marcador de células 

gliais, como astrócitos e células ependimárias, uma vez que só é expressa pelo 

citoesqueleto das mesmas. Dessa forma, nosso trabalho avaliou qualitativamente e 

quantitativamente a expressão de GFAP como um indicador das alterações 

estruturais e morfológicas sofridas pelos astrócitos em resposta aos diferentes 

tratamentos.  

A Figura 5, apresentada abaixo, mostra que a incubação com o meio Hank de 

230 mOsm/Kg H2O reduziu a expressão de GFAP em relação ao grupo controle 

(5547 ± 829,5 % versus 3425 ± 686,2 µm2, p < 0,05). Ainda, foi observado que no 

grupo submetido à incubação com Hank 230 mOsm/Kg H2O, o pré-tratamento com 

Caps reverteu a redução na expressão de GFAP, restabelecendo os valores de 

expressão para níveis basais (3425 ± 686,2 versus 8174 ± 1269 µm2, p < 0,05). 

 
Figura 5 – Efeitos da incubação com meios Hank de diferentes 

osmolalidades (mOsm/Kg H2O), contendo ou não 
tratamento com Capsazepina (Caps, 30 µM), sobre a 
expressão de GFAP (µm2) em astrócitos hipotalâmicos. 

 

     Fonte: Da autora (2023). 
     Legenda:   Resultados expressos em médias ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados por meio do teste de variância de duas vias (Two-Way 
ANOVA). * p<0,05.  
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 As imagens representativas dos efeitos dos tratamentos nas diferentes 

condições experimentais são mostradas na Figura 6. 

 
Figura 6 – Efeitos da incubação com meios Hank de diferentes osmolalidades 

(mOsm/Kg H2O), contendo ou não tratamento com Capsazepina (Caps, 
30 µM), sobre a expressão de GFAP em astrócitos hipotalâmicos. 
Imagens representativas das diferentes condições experimentais. 
Escala: 20 µm. 

 

 Fonte: Da autora (2023). 

 

3.3 LIBERAÇÃO IN VITRO DE LACTATO  

 

O lactato é não somente um importante substrato energético para o SNC, 

como também um mensageiro na comunicação entre astrócitos e neurônios. O 

presente trabalho mostra na Figura 7 que, considerando o tempo de incubação de 

1h, o grupo submetido à incubação com Hank 230 mOsm/Kg H2O e tratado com 

Caps apresentou aumento da quantidade de lactato liberado para o meio de 

incubação, em comparação a seu respectivo grupo controle (230 mOsm/Kg H2O não 

tratado) (34,70 ± 0,94 versus 27,56 ± 1,37 µg/mg proteína, p < 0,01).  

No tempo de 2h, todos os grupos tratados com Caps apresentaram aumento 

da liberação de lactato em relação aos seus respectivos controles não tratados 

(Meio Hank 230 mOsm/Kg H2O: 48,12 ± 1,62 versus 24,81 ± 1,62 µg/mg proteína, p 

< 0,001; Meio Hank 290 mOsm/Kg H2O: 41,16 ± 1,79 versus 27,04 ± 1,55 µg/mg 

proteína, p < 0,001; Meio Hank 350 mOsm/Kg H2O: 38,71 ± 1,12 versus 25,36 ± 1,72 
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µg/mg proteína, p < 0,001). No entanto, não foram observadas alterações 

significativas, em nenhum dos tempos analisados, quando os grupos não tratados 

(Meios Hank 230, 290 e 350 mOsm/Kg H2O) foram comparados entre si.  

 
 

Figura 7 – Efeitos da incubação com meios Hank de diferentes osmolalidades 
(mOsm/Kg H2O), contendo ou não tratamento com Capsazepina (Caps, 
30 µM), sobre a liberação in vitro de lactato (µg/mg proteína).  

 

Fonte: Da autora (2023). 
Legenda:  Resultados expressos em médias ± erro padrão da média (EPM) e analisados por meio do  

teste de variância de duas vias (Two-Way ANOVA). N = 10/grupo experimental. ** p<0,01 e 
*** p<0,001.  

 

3.4 CONCENTRAÇÕES INTRACELULARES DE CÁLCIO  

 

A complexa interação entre canais iônicos, receptores de neurotransmissores 

e mecanismos de liberação intracelular determina o padrão de sinalização de Ca2+ 

nos astrócitos hipotalâmicos.  Além disso, o Ca2+ regula a liberação de substâncias 

neuroativas e participa de vários processos metabólicos astrogliais, sendo 

considerado um marcador da atividade destas células. De acordo com a Figura 8, 

somente houve diferença estatística na comparação entre o grupo 290 + Caps e seu 

respectivo grupo controle não tratado (14,70 ± 0,25 versus 12,76 ± 0,60 µg/mg 

proteína, p < 0,01). 

 



23 
 

Figura 8 – Efeitos da incubação com meios Hank de diferentes 
osmolalidades (mOsm/Kg H2O), contendo ou não 
tratamento com Capsazepina (Caps, 30 µM), sobre as 
concentrações intracelulares de Ca2+ (µg/mg proteína). 

 

Fonte: Da autora (2023). 
Legenda:  Resultados expressos em médias ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados por meio do teste de variância de duas vias (Two-Way 
ANOVA). ** p<0,01. 
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4 DISCUSSÃO  
 

A constituição do SNC se dá basicamente por neurônios e células da glia, 

entre elas os astrócitos, os quais desempenham funções essenciais para a 

neurotransmissão. As células gliais também participam da formação da barreira 

hematoencefálica (BHE), sendo um dos três isolantes do SNC. Diante desta 

importância, a partir do final da década de 90, a transmissão sináptica ficou 

conhecida como “sinapse tripartite”, considerando-se como elementos não somente 

os terminais neuronais pré e pós-sináptícos, mas também os processos gliais 

(ARAQUE et al., 1999). 

É importante ressaltar que as células gliais não são células excitáveis como 

os neurônios, nos quais um sinal químico é capaz de ser codificado em um sinal 

elétrico e, subsequentemente, ser traduzido em outro sinal químico (Vesce; Bezzi; 

Volterra, 2001). Diante destas importantes diferenças, o presente estudo avaliou a 

participação de astrócitos nas respostas homeostáticas induzidas por alterações da 

osmolalidade do LEC, investigando, para tanto, a função de um canal iônico 

(TRPV1) sabidamente envolvido nas respostas neuronais frente a estes desafios.  

O TRPV1 é um canal catiônico inespecífico, não-seletivo, com maior afinidade 

pelo Ca2+. Sua ativação se dá por meio de uma variedade de estímulos físicos, 

químicos e biológicos (Barrantes et al., 2016). Seu principal agonista é a Capsaicina, 

uma substância de caráter químico pungente, presente em algumas variedades de 

pimentas (Liu; Simon, 1996). Em nosso estudo, utilizamos a Capsazepina (Caps), 

um antagonista específico do receptor TRPV1, de forma a avaliar a participação 

deste receptor nas respostas fisiológicas observadas. 

 

4.1 VIABILIDADE CELULAR 

 

Inicialmente, fizemos a avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT, 

de forma a caracterizar o efeito potencialmente tóxico dos meios de diferentes 

osmolalidades, bem como da própria Caps, sobre a função astrocítica. Segundo 

Stepanenko e Dmitrenko (2015) perturbações metabólicas celulares e estresse 

oxidativo podem afetar significativamente a viabilidade celular avaliada pelo MTT. No 

presente estudo, nenhum dos grupos experimentais mostrou alterações 

estatisticamente relevantes na porcentagem de células viáveis, exceto o grupo 
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DMSO 50%, que apresentou uma viabilidade média de 14%, o que já era esperado 

tendo o efeito deste composto como um detergente de membranas, levando à lise 

celular (controle positivo para morte celular).  

Ressalta-se que, além das mudanças de concentração de metabólitos, íons 

ou fármacos, o tempo de exposição a tais alterações é de fundamental importância 

para determinar a sobrevida das células. Além do mais, nem sempre uma maior 

exposição determina menor viabilidade: Svilar et al. (2012) demonstraram que o 

tratamento realizado em curto prazo já foi suficiente para induzir despolarização e 

perda de massa mitocondrial, com geração de estresse oxidativo nas linhagens 

celulares estudadas.  

No presente estudo, a combinação dos tratamentos com o tempo de 

experimento de 2 horas e 30 minutos não afetou a viabilidade celular. Portanto, por 

meio deste teste, demonstramos que os meios de estimulação osmótica (solução 

Hank), a concentração utilizada de Caps, bem como o tempo total de experimento 

foram considerados seguros para a viabilidade celular. 

 

4.2 EXPRESSÃO DE GFAP  

 

No presente estudo, a quantificação da expressão de GFAP foi utilizada como 

parâmetro quantitativo e qualitativo para a análise dos efeitos dos diferentes 

tratamentos sobre o remodelamento dos astrócitos. Embora alguns autores 

argumentem que a estimativa de área (em duas dimensões) não necessariamente 

se correlacione com o volume celular (três dimensões), o qual, de fato, é a variável 

monitorada, estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que a expressão de 

GFAP analisada pela técnica de imunofluorescência é sim compatível com a 

avaliação da expressão desta proteína por Western blotting, e mais, correlaciona-se 

também de maneira previsível com a capacitância de membrana em resposta à 

estimulação osmótica (Souza et al., 2020). 

Assim, foi verificado que tanto os grupos estimulados com soluções Hank a 

230 e 350 mOsm/Kg H2O apresentaram uma redução bastante significativa na 

expressão de GFAP (em média de 40%), porém somente no grupo Hank hipotônico 

os dados atingiram relevância estatística.  

Gamrani et al. (2011) demonstraram redução na imunorreatividade para 

GFAP no hipotálamo de animais desidratados. Ademais, Souza et al. (2020) também 
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demonstraram redução da expressão de GFAP em astrócitos expostos à 

hipertonicidade. Analisando-se o efeito da hiperosmolalidade (350 mOsm/Kg H2O) 

sobre o volume de uma célula qualquer, pode-se supor que qualquer célula reduziria 

seu volume em um meio hipertônico, pois a mesma tenderia a perder água para o 

ambiente. Porém, em neurônios e astrócitos, essa não é uma resposta que altera 

somente o equilíbrio osmótico da célula, mas está atrelada a uma série de eventos 

eletrofisiológicos e de metabolismo celular que culminam com a ativação de 

respostas comportamentais (como a sede) e secreção de hormônios, como o ADH, 

responsável pela recuperação renal de água.  

Pelo raciocínio inverso, uma célula qualquer exposta a um meio hipotônico 

(230 mOsm/Kg H2O) tenderia a ganhar água do ambiente, aumentando seu volume 

celular. Porém, foi observado que os astrócitos fazem exatamente o contrário, e 

reduzem a área celular, tal qual como se estivessem expostos ao meio hipertônico. 

Esse efeito é inédito na literatura e mais uma vez aponta para respostas altamente 

específicas e seletivas nesse tipo celular. Ademais, o bloqueio dos canais TRPV1 

com Caps reverteu totalmente o efeito induzido pelo meio hipotônico, 

restabelecendo a expressão de GFAP para valores basais. Em conjunto, esses 

dados demonstram a importância destes canais para o equilíbrio osmótico em 

astrócitos. 

 

4.3 LIBERAÇÃO IN VITRO DE LACTATO 

 

O lactato desempenha um papel chave no suporte metabólico dos neurônios 

no SNC, sendo transportado para dentro destas células e pelos astrócitos por meio 

de transportadores MCTs.  Em nosso estudo, de maneira semelhante ao que 

ocorreu com a expressão de GFAP, somente observamos alterações significativas 

na liberação de lactato com 1h de estimulação no grupo incubado com solução Hank 

a 230 mOsm/Kg H2O e tratado com Caps.  

Em modelos de doenças neurodegenerativas já foi reportada redução na 

expressão de MCT1 (Domènech-Estévez et al., 2015), o que pode resultar em maior 

ou menor disponibilidade extracelular deste metabólito, a depender de qual célula 

ele resulta. Em patologias, o lactato demonstrou ter um efeito protetor do axônio, 

reforçando a importância da interação neurônio-glial. Nesse sentido, Vasconcelos 

(2016) relatou que as células de Schwann que foram crescidas em meio rico em 
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lactato exibiram um aumento no nível dos genes Krox20/EGR2 e P0, ambos 

reguladores de mielina.  

No entanto, a função do lactato parece transcender sua participação na 

homeostase energética do SNC, sendo apontado, também, como uma importante 

molécula sinalizadora. Em relação ao balanço Na+, sua participação ainda é incerta, 

mas parece estar relacionada ao maior trabalho energético de bombas que realizam 

o transporte ativo deste íon para fora da célula em condições de hiperosmolalidade. 

Nesse sentido, Costa (2020) demonstrou que a liberação de lactato no SFO de ratos 

foi aumentada pela estimulação com Na+ a 170mM (meio hipertônico) em modelo ex 

vivo, contrastando dos achados do presente estudo. Isso porque os presentes 

resultados indicam que a incubação com os meios Hank de diferentes osmolalidades 

não foi capaz de alterar a liberação de lactato para o meio, somente mediante 

bloqueio dos canais TRPV1 pela Caps. Segundo (MATSUDA et al., 2017) o lactato 

em meio extracelular, atuaria ativando os interneurônios GABAérgicos da via 

inibitória da ingestão de água e sódio.  

 

4.4 CONCENTRAÇÕES INTRACELULARES DE CÁLCIO 

 

O Ca2+ é uma molécula sinalizadora intracelular de extrema importância, tanto 

para células excitáveis, como neurônios e fibras musculares, quanto para células 

não excitáveis, como os astrócitos. Este íon determina a liberação de substâncias 

neuroativas e controla vários processos metabólicos astrogliais, por isso o controle 

de suas concentrações intracelulares é extremamente rígido.  

O acesso do Ca2+ ao meio intracelular pode se dar por meio de diferentes 

canais iônicos, dentre eles o canal de Ca2+ do tipo L e os canais TRPV1, objeto de 

estudo do presente trabalho. Após determinada quantidade de íons adentrar o 

astrócito (faísca de Ca2+), ocorre oscilação e propagação das ondas de Ca2+ 

internas. Isso porque as faíscas iniciais levam à liberação adicional de Ca2+ pelo 

retículo endoplasmático. De certa forma, este é um evento que antecede a ativação 

da maioria das funções nestas células, sendo as ondas de Ca2+, portanto, um 

indicador importante da atividade astrocítica. 

Em contraste, a pesquisa executada por Gallagher et al. (2023) 

aprofundaram-se na análise da propagação de ondas intracelulares de íons cálcio 

(Ca2+), conferindo uma visão mais abrangente sobre as interações entre astrócitos. A 
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colaboração funcional entre os receptores P2Y1 e P2Y2 surgiu como um elemento 

crucial para a propagação efetiva dessas ondas nos astrócitos espinhais, 

destacando as complexas interações entre diversos subtipos de receptores. A 

disfunção na sinalização de íons de Ca2+ em astrócitos emerge como um fator 

determinante em diversas condições patológicas, tais como distúrbios neurológicos, 

epilepsia e lesões cerebrais.  

As investigações conduzidas por Wellman et al. (2018) também revelaram 

informações importantes sobre a sinalização astroglial de íons cálcio (Ca2+) e seu 

impacto na força sináptica em situações fisiopatológicas. No uso do modelo de 

epileptogênese, não houve diferenças em termos de conectividade ou 

características pós-sinápticas entre as situações experimentais examinadas. Este 

resultado demonstrou a importância crucial da sinalização astroglial na regulação da 

eficácia sináptica e sugere que alterações minuciosamente ajustadas nesta via 

podem desempenhar um papel importante nos casos fisiopatológicos estudados.  

Conforme as pesquisas conduzidas por Chelli et al. (2016), os níveis 

intracelulares de íons Ca2+ desempenham um papel crucial em diversas funções 

homeostáticas nos astrócitos, como a proliferação e migração celular, bem como na 

complexa interação astrócito-neuronal (PARNIS et al., 2013). O aumento nas 

quantidades de íons Ca2+) dentro dos astrócitos também pode provocar a liberação 

de neurotransmissores, como o glutamato, cujo efeito se propaga nos terminais pré 

e pós-sinápticos, influenciando, dessa forma, a atividade sináptica (AGULHON et al., 

2008). 

Em nosso estudo, apenas conseguimos observar o efeito do tratamento com 

Caps em reduzir as concentrações intracelulares de Ca2+ sob condições de 

isotonicidade. Esse resultado demonstra que, em condições de normalidade, uma 

porção significativa do Ca2+ intracelular vem da abertura de canais TRPV1. Contudo, 

este efeito esteve ausente nos demais grupos experimentais (230 e 350 mOsm/Kg 

H2O), indicando que outros canais podem estar ativos nesta situação, ou que a 

dinâmica de entrada foi alterada, de forma que a janela temporal da presente 

avaliação (2h) não permitiu a visualização de determinado efeito. Isso porque as 

ondas de Ca2+ são eventos extremamente rápidos, desconhecendo-se a contribuição 

desta entrada em condições que o estímulo é mantido por longos períodos.  

Assim, uma limitação metodológica do presente estudo foi ter feito somente a 

avaliação “end-point” das concentrações de Ca2+, ou seja, apenas ao final de 2h de 
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experimentação. Isso porque a determinação das concentrações iônicas a partir do 

lisado exige a coleta das células, o que só pode ser feito ao final do período. Uma 

alternativa para estudos futuros poderia ser o uso de sondas fluorescentes, como a 

Fura-2 AM, que permitem a visualização ao microscópio, em tempo real, da dinâmica 

de movimentação do Ca2+. 
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5 CONCLUSÃO  

 

Os resultados demonstraram que os meios de estimulação osmótica 

(soluções Hank), a concentração utilizada de Caps, bem como o tempo total de 

exposição, foram considerados seguros para a continuidade dos experimentos, sem 

efeito significativo sobre a viabilidade celular. Em conjunto, os resultados obtidos 

indicam que a expressão de GFAP (indicador de mudanças morfológicas) e a 

liberação de lactato são significativamente afetadas pelo bloqueio dos canais 

TRPV1, particularmente em condições hipotônicas. Por outro lado, o balanço de 

Ca2+ parece não ser impactado de maneira significativa pelo antagonismo ao canal 

TRPV1 durante desafios osmóticos, apenas em condição fisiológica (isotonicidade). 

Estes resultados contribuem para o melhor entendimento do funcionamento dos 

astrócitos, fornecendo uma base para futuras investigações no campo da 

neurociência. 
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