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Resumo 
 
 

A síndrome metabólica é um dos principais efeitos colaterais relacionado ao 

uso de antipsicóticos atípicos. Mesmo pertencendo a esta classe de fármacos, a 

ziprasidona tem sido pouco associada como geradora de tais efeitos principalmente 

quanto ao ganho de peso. No entanto, as vias moleculares diferenciais deste 

fármaco são ainda desconhecidas. Haja vista às inúmeras dificuldades em realizar 

estudos molecularmente aprofundados relacionados ao metabolismo, o presente 

estudo foi proposto para averiguar perfil de acúmulo lipídio e possíveis alterações 

comportamentais em um novo modelo experimental, o nematódeo Caenorhabditis 

elegans. Nossos resultados mostraram que a ziprasidona foi efetiva em reduzir a 

fluorescência marcada por Nile Red, BODIPY e LipidTox nas células intestinais do 

nematódeo C. elegans comparado ao controle (dimetilsulfóxido 0.16%). Este efeito 

foi observado apenas no tratamento por 24 h (estágio larval L4 até adulto). A 

ziprasidona não alterou comportamentos relacionados ao equilíbrio energético como 

batimento faríngeo, ciclos de defecação e movimento do C. elegans comparada ao 

grupo controle. Entretanto, verificou-se uma redução importante na produção de 

ovos, ovoposição e no tamanho dos vermes expostos à ziprasidona sem que 

houvesse alterações na progressão dos estágios larvais. Além disso, componentes 

da via serotoninérgica parecem não estar envolvidos no efeito causado pela 

ziprasidona sobre os níveis de fluorescência de Nile Red. Por outro lado, detectou-

se uma modulação nos efeitos gerados pela ziprasidona sobre a fluorescência 

exercida pela exposição exógena à monoamina tiramina, bem como, dos fatores de 

transcrição DAF-16 e CREB observado através da reversão do perfil de 

fluorescência nos mutantes para estes fatores aos níveis do controle. Considerando 

estes resultados, sugere-se que a ziprasidona altera o comportamento reprodutivo, 

morfologia e as reservas lipídicas nas células intestinais do nematódeo C. elegans. 

Identificamos ainda, a influência da monoamina tiramina e dos fatores de transcrição 

DAF-16 e CREB na ação da ziprasidona sobre o acúmulo lipídico intestinal neste 

nematódeo. 

 

Palavras-chave: antipsicóticos atípicos, ziprasidona, Caenorhabditis elegans, 

metabolismo de lipídios.  
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Abstract 
 
 

The metabolic syndrome is the major side effect related to atypical 

antipsychotics use. Even from this drug class, ziprasidone has been rarely 

associated as generating these effects mainly to weight gain. Nevertheless, the 

differential molecular pathways of this drug remain largely unknown. Considering the 

numerous difficulties to perform depth studies related to metabolism, the present 

study was proposed to evaluate the profile of lipid accumulation and possible 

behavioral changes in a new experimental model, the nematode Caenorhabditis 

elegans. Our results showed ziprasidone was effective to decrease the fluorescence 

marked by Nile Red, BODIPY and LipidTox in intestinal cells of the nematode C. 

elegans comparing to the control (0.16% Dimethyl sulfoxide). This effect was 

observed only under 24 h of treatment (L4 larval stage until adult). The ziprasidone 

did not altered the behaviors related to energetic balance such as pharynx pumping, 

defecation cycles and movement of C. elegans compared to the control group. 

However, there was an important reduction in egg-production, egg-laying and body-

length of the nematodes exposed to ziprasidone without any changes in the 

progression of larval stages. Moreover, the components of serotoninergic pathway 

appear not to be involved in the effect caused by ziprasidone on the levels of Nile 

Red fluorescence. On the other hand, we detected a modulation in the effects 

generated by ziprasidone on the fluorescence exerted by exogenous tyramine 

monoamine exposition, as well as the transcription factors DAF-16 and CREB 

observed by reversing the profile of fluorescence in mutants for these factors to the 

levels of control. Considering these results, it is suggested that ziprasidone alters 

reproductive behavior, morphology and lipid reserves in the intestinal cells of the 

nematode C. elegans. We still identify the influence of the tyramine monoamine and 

the transcription factors DAF-16 and CREB in the ziprasidone action on the lipid 

accumulation in the intestinal cells of this nematode.	  

 
 
Key-words: atypical antipsychotics, ziprasidone, Caenorhabditis elegans, lipid 
metabolism. 
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1 Introdução 

 

1.1 Antipsicóticos 
 

Os transtornos psiquiátricos são caracterizados por anormalidades que 

comprometem a função mental, com prejuízo evidente para o paciente. Até o 

momento, a maioria das síndromes permanece sem causa definida.  

A exemplo disso, a esquizofrenia é um transtorno mental crônico que atinge 

cerca de 1% da população. Devido à sintomatologia altamente incapacitante, os 

indivíduos acometidos apresentam isolamento social e alto índice de suicídio 

(Meltzer, 2001). A patofisiologia relacionada a estes eventos permanece por vezes 

impreendida, mas acredita-se que sejam decorrentes do desequilíbrio neuroquímico 

(Ratnaparkhi et al., 2010), bem como, de alterações morfoestruturais no cérebro 

(Rehn & Rees, 2005). A hipótese da super ativação do sistema dopaminérgico como 

mecanismo patológico foi pioneira e surgiu após o uso dos antipsicóticos, os quais 

são responsáveis por inibir os receptores desta via e reduzir os sintomas 

relacionados à esquizofrenia (Carlsson, 2001). Alterações envolvendo as vias 

glutamatérgica, serotoninérgica e gabaérgica também vem sendo relacionadas a 

esta psicose (Carlsson et al., 2004; Laruelle et al., 2003; de Bartolomeis et al., 2005).   

Até a década de 50, o tratamento da esquizofrenia era limitado à utilização da 

eletroconvulsoterapia e de substâncias como cardiazol e insulina (Steck, 2010).  

Posteriormente, a descoberta dos antipsicóticos clorpromazina e haloperidol 

revolucionou a terapêutica da doença, reduzindo a gravidade e a recorrência dos 

sintomas (Abi-Dargham & Laruelle, 2005).  

Independentemente da categoria química, os antipsicóticos possuem a 

propriedade de inibir receptores dopaminérgicos, existindo uma correlação linear 

entre o bloqueio do receptor dopaminérgico D2 e melhor prognóstico (Seeman et al., 

1976; Miyamoto et al., 2005).  

Atualmente, os primeiros antipsicóticos são classificados como típicos ou de 

primeira geração. Mesmo oferecendo uma nova perspectiva à utilização terapêutica, 

estes fármacos apresentam efeitos colaterais limitantes, principalmente transtornos 

do movimento (rigidez, parkinsonismo, tremores e discinesia tardia). Isto se deve ao 
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antagonismo farmacológico em vias dopaminérgicas relacionadas a outras funções 

cerebrais; no caso dos transtornos do movimento, as vias modulatórias do sistema 

extrapiramidal (Batool et al., 2010). Mais tarde, um segundo grupo de fármacos, 

classificados como antipsicóticos atípicos ou de segunda geração, surgiu 

acompanhado pela proposta de apresentar menos efeitos extrapiramidais que o 

primeiro grupo.  

Ainda não se sabe exatamente qual característica farmacodinâmica é 

responsável pela diferença clínica observada entre as duas classes.  Todavia, 

alguns estudos sugerem a designação do termo “atipicidade” aos fármacos com 

atividade sobre outros receptores dopaminérgicos (D1, D3, D4) que não o D2 

(Seeman et al., 1997; Strange, 2001; Tauscher et al., 2004). Outros ainda 

consideram o particular efeito sobre o receptor serotoninérgico 5-HT2A, ou a uma 

razão inibitória aumentada entre 5-HT2A/D2 (Meltzer et al., 2003). Existe também 

uma teoria baseada em estudos de imagem sugerindo que os antipsicóticos atípicos 

bloqueiam seletivamente os receptores dopaminérgicos de forma mais 

representativa nas zonas límbicas que nas estriatais (Pilowsky et al., 1997; Strange, 

2001; Bressan et al., 2003). O rápido desacoplamento dos antipsicóticos de segunda 

geração dos receptores D2 quando comparado aos de primeira geração, também é 

postulado como um possível mecanismo responsável pela diferença entre as 

classes (Kapur & Seeman, 2001).  

          De fato, os antipsicóticos atípicos apresentam baixa incidência de sintomas 

extrapiramidais (Meltzer & Massey, 2011). Entretanto, outros efeitos colaterais são 

reportados com a sua utilização. Dentre estes destacam-se: aumento de peso, 

hiperglicemia, dislipidemia, diabetes e hipertensão arterial; componentes da 

síndrome metabólica (Kapur & Remington, 2001). Este cenário clínico é propício ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, que elevam a mortalidade entre os 

pacientes e limitam a continuidade do tratamento (Pouzet et al., 2003). 

Consequentemente, os efeitos adversos contribuem significativamente para a não 

adesão do paciente ao tratamento, aumentando as chances de reinternação 

(Lieberman et al., 2005).   

 Considerando a importância terapêutica dos antipsicóticos atípicos, vários 

autores propuseram diferentes mecanismos responsáveis pela gênese destes 

efeitos colaterais. Sugere-se que a ação antagônica destes compostos sobre os 

receptores 5-HT2C, histaminérgicos H1 (McIntyre et al., 2001a; Morimoto et al., 2001; 
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Taylor & McAskill, 2000; Wirshing et al., 1999), adrenérgicos α1- ou α2 (Hamann et 

al., 2001; Heinonen et al., 1999; Wellman et al., 1993), ou ainda,  a ação agonista 

sobre os receptores muscarínicos M3 (Yamada et al., 2001) podem estar 

relacionados ao ganho de peso por alterações no controle do metabolismo ou da 

saciedade (Baptista et al., 2002; Casey & Zorn, 2001; McIntyre, Mancini & Basile, 

2001). 	  

 Contudo, os efeitos colaterais dos antipsicóticos atípicos são variáveis entre 

os membros da classe (Lieberman et al., 2005). Por exemplo, a ziprasidona, apesar 

do perfil farmacodinâmico similar aos outros fármacos atípicos, apresenta baixa 

incidência de discrasias metabólicas.   

 
1.2 Obesidade, Esquizofrenia e os Antipsicóticos 

 

Nos últimos anos, alguns estudos tem mostrado que há uma propensão 

natural dos pacientes esquizofrênicos em desenvolver obesidade e anomalias 

metabólicas independentemente do tratamento com antipsicóticos (Thakore, 2004). 

Todavia, Padmavati e colaboradores (2010) propõem o contrário; a doença não 

estaria relacionada ao aumento da prevalência de desordens metabólicas, mas sim 

as circunstâncias de vida de cada paciente (Padmavati et al., 2010).  

 O aumento de peso durante o tratamento com antipsicóticos de segunda 

geração é variável entre os diferentes membros da classe. Em 10 semanas, a 

olanzapina induz ganho de peso aproximado de 4,15 kg. Enquanto, os pacientes 

tratados com ziprasidona apresentam aumento ponderal de 0,04 kg no mesmo 

período (Shobo et al., 2011). Além disso, estudo recente de Wang e colaboradores 

(2011) mostrou que a ziprasidona, como um adjuvante, reduz o ganho de peso 

induzido por outros antipsicóticos (Wang PW et al., 2011).  

A prevalência de sobrepeso e obesidade vem aumentando progressivamente 

nos últimos anos, sendo considerado um problema de saúde pública na atualidade.  

Estimativa, em 2008, da Organização Mundial da Saúde destaca que mais de um 

bilhão e meio de indivíduos adultos estão acima do peso (World Health Organization, 

2008).  

Considerando a contribuição dos antipsicóticos no ganho de peso que pode 

levar à obesidade, torna-se importante que medicamentos com a mesma eficácia 
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terapêutica e com menores efeitos adversos concernentes à influência sobre o 

metabolismo sejam caracterizados.  

 
1.3 Ziprasidona 

 

A ziprasidona é um antipsicótico atípico recente, clinicamente efetivo no 

tratamento da esquizofrenia e psicose maníaco-depressiva e que atua sobre 

receptores serotoninérgicos, dopaminérgicos e adrenérgicos (Vogel et al., 2009; 

Tandon et al., 1997, Potkin et al., 2005). Trata-se de uma piperazina benzotiazólica 

lipofílica (Figura 1), cujo metabolismo de primeira passagem pode gerar mais de 12 

metabólitos, dos quais não há relato sobre quaisquer atividades farmacológicas.  

 

 

Figura 1: Estrutura molecular da ziprasidona. 

 

Devido à lipofilicidade, sua absorção ocorre de maneira mais eficaz 

principalmente quando a administração é realizada em conjunto com alimentos ricos 

em gordura (Hamelin et al., 1998). No Brasil, a ziprasidona (GEODON®, Pfizer) é 

comercializada tanto na apresentação oral (cloridrato de ziprasidona, comprimidos 

de 20, 40, 60 e 80 mg) quanto parenteral (mesilato de ziprasidona, 20 mg/ml, 

ampolas de 1ml) desde 2000 sob aprovação da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA Resolução - RE nº 290, de 9 de novembro de 2000; ANVISA 

Resolução - RE nº 390, de 4 de dezembro de 2000). Os altos custos do tratamento 

limitam a sua utilização; cenário que provavelmente será alterado após expiração da 

patente prevista para este ano (2012). 
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 Seu perfil farmacodinâmico caracteriza-se por potente antagonismo de 

receptores 5-HT2A, sendo a afinidade pelos receptores serotoninérgicos maior 

quando comparada a receptores dopaminérgicos D2  (Seeger et al., 1995). Postula-

se que o antagonismo dos receptores 5-HT2A limita a ocorrência de efeitos 

extrapiramidais decorrentes da inibição de receptores D2, bem como apresenta 

eficácia sobre os sintomas negativos da esquizofrenia como anedonia e isolamento 

social (Seeger et al., 1995). Apresenta alta afinidade por receptores 5-HT1A, 5-HT1D 

e 5-HT2C moderada inibição sobre a recaptação de serotonina (5-HT) e 

noradrenalina (NA) e antagonismo sobre receptores adrenérgicos α1 (Rollema et al., 

2000). A ziprasidona apresenta ainda, menor afinidade por receptores 

histaminérgicos H1 e muscarínicos M1 quando comparada a outros antipsicóticos 

atípicos como clozapina, olanzapina e quetiapina (Pickar, 1995). A reduzida 

afinidade por receptores histaminérgicos e o agonismo sobre receptores 5-HT1A 

conferem à ziprasidona um perfil farmacodinâmico diferenciado quando comparada 

aos outros antipsicóticos atípicos (Pickar, 1995; Rollema et al., 2000).  

 No entanto, a ausência de alguns dos efeitos colaterais comuns aos 

antipsicóticos atípicos durante a utilização da ziprasidona não possui explicações 

farmacológicas bem determinadas até então. Uma grande dificuldade em determinar 

os mecanismos moleculares responsáveis pelo ganho de peso causado pelos 

antipsicóticos atípicos consiste na ausência de modelo experimental adequado 

(Minet-Ringuet et al., 2006). Isto decorre da dificuldade na experimentação em 

humanos causada pelos múltiplos comportamentos e vias moleculares, às vezes 

redundantes, envolvidas. Somado a isso, os modelos animais, por vezes, não 

respondem de maneira congruente aos efeitos clínico-farmacológicos dos fármacos 

utilizados em humanos. A exemplo disso pode-se inferir o aumento de peso corporal 

em ratas fêmeas após o tratamento com ziprasidona, um resultado que difere 

quando o mesmo é realizado em animais machos (Kalinichev et al., 2005, 2006). 

Estudo publicado por Snigdha e colaboradores mostrou que a olanzapina é capaz de 

aumentar a ingesta alimentar. Todavia este efeito pode ser anulado após associação 

com ziprasidona (Snigdha et al., 2008).  

 Instigados pelas diferenças clínicas e farmacológicas da ziprasidona quando 

comparada aos outros antipsicóticos atípicos e, ainda, pela urgência em se conhecer 

mecanismos moleculares responsáveis pelo controle metabólico corporal, decidiu-se 
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investigar os efeitos da ziprasidona sobre o comportamento alimentar, metabólico e 

acúmulo lipídico no modelo invertebrado Caenorhabditis elegans. 

 

1.4  O modelo Caenorhabditis elegans 

 
O Caenorhabditis elegans é um pequeno nematódeo não-parasita encontrado 

no solo em várias regiões do mundo (Donald, 1997). Em 1963, foi proposto pelo 

pesquisador Sydney Brenner como organismo modelo para investigações sobre a 

biologia do desenvolvimento e organização de redes neuronais (Wood, 1988). 

Inúmeros atributos morfológicos como pequeno tamanho (aproximadamente 1 

mm quando adultos) e transparência, que proporciona a identificação de estruturas 

internas e marcações fluorescentes para microscopia, tornam o modelo atrativo para 

a pesquisa. Alimenta-se da bactéria Escherichia coli; apresenta ciclo de vida curto e 

prole numerosa (~ 300 por verme adulto) (Hope, 1999). Além disso, demanda cultivo 

fácil e pouco expendioso (Figura 2).  

 

 
Figura 2: Ciclo de vida do nematódeo C. elegans. Adaptado de Corsi AK, 2006. 

 

Somado a isso, o genoma completamente sequenciado, linhagens celulares 

mapeadas, disponibilidade de mutantes para inúmeros genes e métodos genéticos 
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estabelecidos, incluindo transgenia e interferência por RNA, provem inúmeras 

opções para manipular e estudar o verme (Antoshechkin & Sternberg, 2007).  

Após eclosão do ovo, o desenvolvimento processa-se em quatro estágios 

larvais (L1-L4). Atingida a fase adulta o verme é, no caso dos hermafroditas, capaz 

de se autofecundar. Frente à condições adversas de sobrevivência, como 

temperatura inadequada e carência de alimento, o nematódeo pode adentrar em 

estágio de “dormência” conhecido como larva dauer, o qual se caracteriza por alta 

resistência a estressores ambientais e longa sobrevida (3 a 8 vezes o normal) 

(Riddle, 1988). Ainda, possui número constante de células, com desenvolvimento 

estereotipado (959 no hermafrodita adulto e 1.031 no macho adulto) (Sulston & 

Hodgkin, 1988). Os dois gêneros sexuais, hermafrodita e macho, diferenciam-se 

pelo número de células, variabilidade cromossômica (hermafroditas: 5 autossomos + 

XX; macho: 5 autossomos + XO) e proporção na população selvagem 

(predominantemente hermafroditas).   

O verme foi o primeiro organismo multicelular a ter o genoma sequenciado 

(The C. elegans Sequencing Consortium, 1998) e, curiosamente, apresenta 

homologia genética variando entre 60-80% com genes dos mamíferos.  

 O verme adulto é cilíndrico, não segmentado, composto externamente de cutícula, 

hipoderme, sistema excretório, neurônios e músculos; e internamente por faringe, 

intestino e gônadas (http://www.wormatlas.org). De todos os sistemas, o mais 

complexo e excepcionalmente bem definido é o neuronal no qual 302 células (os 

machos possuem 89 células neurais adicionais) estão envolvidas em cerca de 5.000 

sinapses e determinam diversos comportamentos. O verme utiliza pequenas 

moléculas neurotransmissoras como acetilcolina (ACh), ácido γ-aminobutírico 

(GABA), óxido nítrico (NO), glutamato e as aminas biogênicas octopamina (OA), 

tiramina (TA), 5-HT e dopamina (DA) (Brownlee & Fairweather, 1999).  

 Dentre as inúmeras funções das monoaminas, destaca-se a influência da 5-HT na 

estimulação da ovoposição e batimento faríngeo (Horvitz et al., 1982). Além disso, a 

5-HT cumpre papel regulatório sobre o metabolismo, o qual será enfocado nos 

tópicos abaixo. Distintamente, a exposição ectópica à OA, equivalente da NA nos 

invertebrados, causa movimentos de locomoção alterados e reduz o batimento 

faríngeo, ovoposição e defecação (Horvitz et al., 1982). A TA é, quando 

administrada exogenamente, capaz de reverter o aumento dos batimentos faríngeos 

induzido pela 5-HT, bem como reduzir a ovoposição e influenciar no movimento 
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exploratório (Alkema et al., 2005). Somado a estas, a DA modula a plasticidade 

comportamental através do controle da área de movimento exploratório, bem como, 

da frequência em que os vermes retornam para a bactéria após entrarem em uma 

região da placa desprovida de alimento (Hills et al., 2004). A DA também inibe a 

locomoção e a ovoposição (Horvitz et al., 1982). 

 

1.5 C. elegans e o metabolismo de lipídios 

 

A conservação das vias do metabolismo lipídico e a possibilidade de estudá-

las tem popularizado este modelo para estudos que exploram o perfil lipídico frente a 

alterações genéticas e resposta ao tratamento com diversas substâncias (Watts, 

2009). O C. elegans não possui tecido de armazenamento lipídico específico como o 

adiposo nos mamíferos. Os lipídios são armazenados como triacilgliceróis (TGA) em 

gotículas lipídicas localizadas principalmente nas células intestinais, hipoderme e 

gônadas. Esta gordura é proveniente tanto da alimentação quanto da síntese de 

novo. Diferentemente dos mamíferos, a síntese de colesterol não é realizada pelo C. 

elegans, necessitando de suplementação exógena (Kurzchalia & Ward, 2003). As 

células intestinais são do tipo epitelial colunar polarizada, com a membrana apical 

voltada para o lúmen intestinal. Estas são responsáveis pela secreção de lipases e 

peptidases digestivas, além de apresentarem superfície rica em microvilosidades 

que contribuem para a absorção de nutrientes (Mullaney & Ashrafi, 2009). A entrada 

de ácidos graxos nas células pode ocorrer tanto através de difusão pela membrana 

celular quanto por transporte ativo. Nos mamíferos, os ácidos graxos de cadeia 

longa são captados por transporte ativo com o auxílio das proteínas transportadoras 

de ácidos graxos (FATPs) e CD36, ambas com ortólogos presentes no C. elegans 

(proteínas hipotéticas representadas respectivamente pelos seguintes códigos: 

F28D1.9, D1009.1 e Y49E10.20, Y76A2B.6). As proteínas ligantes de ácidos graxos 

(FABPs) e ligantes de acil-CoA (ACBP) também possuem papel importante na 

captação e transporte de ácidos graxos. Destas proteínas, pelo menos 9 membros 

da família FABP (LBP-1 a LPB-9, EEED8.3) e 7 membros da família ACBP (ACBP1, 

ACBP-3 a ACBP-7), sendo uma ACBP associada à membrana (MAA-1), estão 

conservadas no C. elegans (Mullaney & Ashrafi, 2009). Por outro lado, as 

lipoproteínas presentes nos mamíferos não possuem ortólogos no verme. Os lipídios 

são distribuídos internamente por vitelogeninas (VIT-1 a VIT-6) que compõe o vitelo, 
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nutriente fundamental para o desenvolvimento gonadal (Kimble et al., 1983). A 

síntese e modificações nos lipídios ocorrem principalmente no intestino (Branicky et 

al., 2010). As enzimas acetilcoenzima A carboxilase (ACC) e ácido graxo sintase 

(FAS) produzem o ácido palmítico (16:0) que sofre a ação de sete ácido graxo 

dessaturases (FAT-1 a FAT-7), uma 3-cetoacilCoA redutase (LET-767) e duas ácido 

graxo elongases (ELO-1 e ELO-2), transformando-se em uma ampla gama de 

ácidos graxos poliinsaturados (PUFAS). A síntese de ácidos graxos ramificados 

ocorre a partir de cadeia ramificada coenzima A (CoA) primária por elongases 

especializadas (ELO-5 e ELO-6). Além disso, o C. elegans é capaz de sintetizar 

ácido linoléico (18:2n6) e linolênico (18:3n3) diferentemente dos mamíferos (Watts, 

2009) (Figura 3).   

 

 

Figura 3: Via de síntese de ácidos graxos no nematódeo C. elegans. Adaptado de Watts JL, 2009.	  

 

  O catabolismo de ácidos graxos constitui na principal forma de fornecimento de 

energia, ocorrendo nas mitocôndrias e nos peroxissomos (Reddy & Hashimoto, 

2001).  Estudos mostram a conservação de genes codificantes de inúmeras enzimas 

lipases envolvidas neste processo no verme (Mak et al., 2006; Van et al., 2005). No 
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entanto, apenas algumas foram estudadas quanto ao papel metabólico no 

nematódeo (K04A8.5, K08B12.1, ATGL-1, HOSL-1, LIPS-7, FIL-1, FIL-2, and 

F01G10.7) (Elle et. al., 2010). Durante episódios de restrição alimentar, ocorre a 

ativação de enzimas lipases, FIL-1 e FIL-2 (Jo et al., 2009). Já quanto as lipases 

K04A8.5 e LIPS-7, estudos mostram que a ativação pode ocorrer mesmo em estado 

alimentado mas frente a translocação de DAF-16 para o núcleo (Elle et. al., 2010). 

Estas enzimas iniciam a liberação de ácidos graxos dos TGA por meio de hidrólise, 

os quais, após uma série de reações, irão formar acetil-CoA utilizado para gerar 

energia (Salway & Granner, 2004).   

 

1.6 Vias de regulação do metabolismo lipídico no C. elegans  
 

Recentemente, muitos trabalhos mostraram que a regulação do perfil lipídico 

no C. elegans dá-se por intermédio de alguns genes, bem como por influência 

neuroendócrina (Elle et al., 2008). Ashrafi e colaboradores (2003), após screening 

com RNA de interferência, identificaram 305 genes relacionados à redução dos 

depósitos de gordura e 112 gerando aumento do acúmulo lipídico após redução da 

expressão gênica (Ashrafi et al., 2003). Recentemente, um novo screening com RNA 

de interferência utilizando o método de quantificação de lipídios sem marcação 

através de espalhamento Raman estimulado detectou novos genes responsáveis 

pelo controle de acúmulo lipídico (Wang MC et al., 2011). Um dos responsáveis pelo 

controle lipídico no C. elegans é o fator de crescimento semelhante à insulina 

(insulin/IGF-I like). Quando as condições ambientais estão propícias ao crescimento 

e reprodução, o receptor de insulina (DAF-2) é ativado por ligantes insulina-like; isto 

ativa a enzima fosfoinositol-3-quinase (AGE-1) que gera fosfoinositol-trifosfato (PIP3) 

e recruta AKT-1, AKT-2, SGK-1 e PDK-1 para a membrana plasmática. Por fim, esta 

cascata de fosforilações resulta na fosforilação e inativação por sequestro 

citoplasmático de DAF-16, ortólogo do fator de transcrição “Forkhead” da família 

da FoxO, impedindo a transcrição de genes sob seu controle (Dorman et al., 1995, 

Gami et al., 2006; Lin K et al., 2001; Ogg et al., 1997; Paradis & Ruvkun, 1998; 

Kimura et al., 1997) ( Figura 4).  
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Figura 4: Via de sinalização por DAF-16 em C. elegans. Adaptado de Nemoto & Toren Finkel, 

2004. 

 

Estudos tem mostrado que frente a uma perda no DAF-2, observa-se acúmulo 

lipídico em vermes no estágio larval L4, o que se deve ao aumento na síntese de 

novo e na captação de ácidos graxos (Perez & Van Gilst, 2008; Kimura et al., 1997). 

Este aumento na captação ainda pode ser devido a uma redução na expressão do 

gene pept-1 (codificador do transportador de peptídeo acoplado a proteína), o qual 

afeta negativamente a captação de ácidos graxos (Spanier et al., 2009) e é regulado 

por DAF-16 (Kage-Nakadai et al., 2010)  

Este fator de transcrição induz acúmulo de gordura e suprime a lipólise na 

larva dauer; fenótipo este observado na ausência de alimento (Ashrafi et al., 2003; 

Murphy et al., 2003; Narbonne & Roy, 2009).   

A 5-HT também desempenha papel importante no controle do metabolismo 

lipídico no C. elegans. A síntese da mesma ocorre a partir do aminoácido triptofano, 
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o qual sofre a ação da enzima triptofano hidroxilase (TPH-1) e posteriormente de 

uma descarboxilase de aminoácidos aromáticos (BAS-1), formando a 5-

hidroxitriptamina ou serotonina. No C. elegans, sua liberação ativa receptores 

serotoninérgicos acoplados a proteína G. As proteínas G classificam-se de acordo 

com a estrutura e sequência da subunidade α, sendo que as três principais 

isoformas são a Gs, a Gq e a Gi. A proteína Gs (estimulatória), que ativa a enzima 

adenilato ciclase, a qual encontra-se aderida à membrana plasmática e catalisa a 

formação de 3’-5’ adenosina monofosfato cíclico (AMPc) a partir do trifosfato de 

adenosina (ATP) sendo relacionada com o aumento da resposta celular. Por outro 

lado, a proteína Gi (inibitória) inibe a atividade desta enzima e sinaliza a diminuição 

da resposta celular. A proteína Gq está envolvida na ativação da enzima fosfolipase 

C, que assim como a adenilato ciclase participa da formação de segundos 

mensageiros. Depois da ativação, ela degrada o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2) 

presente na membrana em 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG).  

Pelo menos cinco receptores já foram identificados no nematódeo C. elegans: SER-

1(ortólogo ao receptor 5-HT2 humano, acoplado à proteína Gq), SER-4 (ortólogo ao 

receptor 5-HT1, proteína Gi), SER-6 (proteína Gs) e SER-7 (ortólogo ao receptor 

humano 5-HT7, proteína Gs). O C. elegans apresenta também o gene mod-1, 

codificante para o receptor de 5-HT acoplado a canal de cloreto e mod-5 para o 

transportador de 5-HT dependente de Na+/ Cl-(Carre-Pierrat et al., 2006; Dernovici et 

al., 2007; Hobson et al., 2003; Ranganathan et al., 2000). Alguns trabalhos tem 

demonstrado que vermes incapazes de sintetizar 5-HT por prejuízo na função de 

tph-1 apresentam reduzida taxa de alimentação e acúmulo lipídico (Ashrafi et al., 

2003; Sze et al., 2000). Por outro lado, a administração exógena de 5-HT causa 

efeitos inversos, ou seja, aumenta na taxa de alimentação e redução das reservas 

lipídicas. Isto reforça a importância desta monoamina no metabolismo de lipídios no 

nematódeo C. elegans (Srinivasan et al., 2008).  

O acúmulo e utilização da gordura no C. elegans é dependente também da 

proteína ativada por AMP, quinases alvo-da-rapamicina (TOR), fatores de 

transcrição como a proteína de ligação ao elemento de resposta ao esterol 

(SREBP), proteínas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBP), fator de transcrição 

Krüppel-like e proteína ligante ao elemento de resposta do AMP (CREB) (Long et al., 

2002; McKay et al., 2003; Apfeld et al., 2004; Jia et al., 2004; Yang et al., 2006, 

Zhang et al., 2009). Já foi evidenciado que a ausência de alimento ativa CREB (Suo 
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et al., 2006). Aliado a isso, a família dos receptores nucleares de hormônios (NHR) 

também está relacionada ao metabolismo de lípides, já que a redução da expressão 

ou deleção do gene nhr-49 eleva a quantidade de gordura estocada no animal 

(Ashrafi et al., 2003; Van Gilst et al., 2005).  

A ausência de explicações que associem a atuação da ziprasidona sobre o 

controle metabólico através da via serotoninérgica, por exemplo, ou de outros genes 

ainda indeterminados nos levou a estudar mais profundamente os mecanismos 

moleculares deste fármaco em um modelo detentor de inúmeras vantagens  

 

	  

2 Objetivo 

  
2.1Objetivo geral 

 

   O objetivo deste estudo foi verificar os possíveis efeitos do antipsicótico 

atípico ziprasidona sobre o comportamento e acúmulo lipídico no nematódeo 

Caenorhabditis elegans.  

 
2.2 Objetivos específicos 

 
 Estudar o comportamento do nematódeo C. elegans frente ao tratamento com 

ziprasidona através dos testes de batimento faríngeo, ciclos de defecação e 

movimento (distância percorrida, aceleração e velocidade).  

 Verificar os efeitos da ziprasidona sobre a capacidade reprodutiva, tanto na 

postura de ovos quanto na produção de ovos. 

 Determinar as reservas lipídicas e possíveis alterações deste parâmetro 

induzidas por ziprasidona no C. elegans. 

 Observar possíveis alterações no desenvolvimento induzidas por ziprasidona.  

 Verificar os mecanismos moleculares envolvidos na ação da ziprasidona 

sobre possíveis alterações no metabolismo lipídico no verme. 
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3 Materiais e Métodos 
 

3.1 Condições de cultura e manutenção  
 

Os vermes selvagem e mutantes foram adquiridos do Caenorhabditis 

Genetics Center (CGC – University of Minnesota), exceto a cepa KQ1038 cedida 

gentilmente pelo laboratório do Prof. Kaveh Ashrafi (University of California - San 

Francisco). Todas as cepas foram avaliadas quanto à presença da mutação de 

interesse, através de reação em cadeia da polimerase (PCR) para o segmento 

mutado nos laboratórios de origem. A cepa selvagem utilizada foi N2 variante Bristol. 

As cepas mutantes utilizadas neste estudo estão listadas na Tabela 1.  

 

Tabela 1: Cepas mutantes de Caenorhabditis elegans utilizadas nos experimentos. A primeira 

coluna mostra os genes ortólogos nos mamíferos e a segunda a nomenclatura do gene no verme. O 

código da cepa é a numeração utilizada para identificar o mutante. A quinta coluna mostra o número 

de vezes que o mutante foi cruzado com o selvagem (N2). Dados retirados do “The Caenorhabditis 

Genetics Center” (CGC, http://www.cbs.umn.edu/CGC/) ou do laboratório de origem da cepa. 

 

Os vermes foram mantidos em condições-padrão de cultura, em placas de 

cultivo contendo meio de crescimento para nematódeos (NGM: 3 g/L NaCl; 17 g/L 

ágar; 2,5 g/L peptona; 1 mM CaCl2; 5 mg/L colesterol; 1 mM MgSO4; 25 mM KPO4
-2) 
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(Brenner, 1974), a 20 oC e supridos nutricionalmente com bactéria Escherichia coli 

cepa OP50.  

Para os experimentos, os vermes foram sincronizados através do método do 

hipoclorito para a obtenção de população na mesma fase larval. Animais saudáveis 

foram coletados em tubos de 15 mL. Após lavar uma vez com H2Odd (5,85 g/L NaCl; 

1 g/L K2HPO4; 6 g/L KH2PO4; 5 mg/L colesterol) e centrifugar (350 g por 3 minutos) 

para sedimentação dos vermes, foram adicionados 5 mL de solução de 

sincronização (3,75 mL H2Odd; 250 µL 10 N NaOH; 1 mL hipoclorito de sódio 2%). A 

lise dos vermes foi monitorada através de microscopia e,	   após a ruptura de 

aproximadamente 50% dos animais, os tubos foram preenchidos com tampão M9 (3 

g/L KH2PO4; 6 g/L Na2HPO4; 5 g/L NaCl; 1M MgSO4) para parar a reação e, em 

seguida, centrifugados. O pellet formado pelos vermes foi lavado três vezes com 

tampão M9 e estes transferidos para uma placa de petri contendo 10 mL de tampão 

M9. Este procedimento mata os vermes em todos os estágios larvais ou adulto, mas 

preserva os ovos que são resistentes a solução de sincronização (não excedendo 5 

minutos). Os ovos foram mantidos a 20 °C até eclodirem (12-14 h após). Devido a 

ausência de alimentos, os vermes param o seu desenvolvimento no estágio larval L1 

e foram assim utilizados para os experimentos.  

 

3.2 Tratamento com ziprasidona 
 

A ziprasidona (Toronto Research Chemicals) foi dissolvida previamente em 

dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma) e armazenada. Para evitar a precipitação da 

mesma, diluímos o volume necessário de ziprasidona ou DMSO (veículo controle) 

em ácido acético (1:10.000). Esta solução foi então adicionada ao NGM ainda não 

solidificado e distribuída em placas com o volume de 3 mL. 	  

A partir dos resultados obtidos através de curva dose-resposta, escolhemos a 

concentração de 40 µM visto que o composto foi efetivo em reduzir a fluorescência 

do marcador lipídico Nile Red como poderá ser visto nos resultados abaixo. Outro 

fator cuidadosamente observado foi a concentração de DMSO. Esta substância é 

pouco tolerada pelo verme e foi mantida em um nível máximo de 0,16%. 	  

Após a solidificação das placas, semeamos a bactéria (150 µL) (E. coli, OP50) 

e deixamos crescer por 24 h (20-22 ºC). Animais no estágio larval L4 foram mantidos 

sob tratamento por 24 h quando então as análises experimentais foram executadas   	  
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3.3 Tratamento com aminas exógenas 

 

Dopamina (Hidrocloreto de dopamina, Sigma–H8502), tiramina (Hidrocloreto 

de tiramina, Sigma–T2879), serotonina (Hidrocloreto de serotonina, Sigma-H9523) e 

octopamina (hidrocloreto de octopamina, Sigma–O0250) foram dissolvidas em 0,1 M 

HCl. Todas as soluções foram preparadas e adicionadas nas placas controle ou 

teste nas condições determinadas. Utilizamos três controles para posteriores 

comparações: DMSO (0,16%), 0,1 M HCl ou DMSO + 0,1 M HCl. Vermes em estágio 

larval L4, provenientes de placas contendo o marcador Nile Red, foram transferidos 

para as placas controle, contendo monoaminas, com e sem a adição de ziprasidona.  

 

3.4 Perfil lipídico através de marcadores fluorescentes 
 

Para a marcação lipídica com os corantes vitais Nile Red e BODIPY ((C1-

BODIPY-C12) Invitrogen) seguimos protocolo previamente estabelecido (Ashrafi et 

al., 2003; Mak et al., 2006). Os vermes sincronizados foram expostos ao Nile Red 

(Sigma – N3013) a partir do estágio larval L1 até adulto. A solução estoque de Nile 

Red (em acetona) foi diluída em tampão M9 na concentração final de 50 ng/mL e 

adicionadas em placas contendo NGM e bactéria E. coli (150 µL para um volume 

final de 3 mL em cada placa).  O ácido graxo conjugado com o fluoróforo BODIPY 

(C11-BODIPY-C12) (concentração final 0,25 µM, volume final na placa de 3 mL) foi 

previamente diluído em tampão M9 contendo albumina de soro bovino (BSA, 20 µM) 

e então colocado sobre as placas. Após o tratamento, os vermes foram retirados das 

placas por lavagem com tampão M9, deixados precipitar, colocados sobre lâminas 

contendo tapete de agarose a 2% para evitar alterações morfológicas, paralisados 

com 10 µL de azida (NaN3, 50 mM) e cobertos com lamínula. As imagens foram 

adquiridas em Zeiss Axioplan II, acoplado à câmera CCD, e filtros de fluorescência 

adequados (número dos filtros) (Nile Red: 540 a 552 nm, emissão maior que 590 

nm; BODIPY: excitação 395 a 440 nm, emissão maior que 470 nm). Para redução 

do ruído as imagens com o marcador Nile Red foram feitas utilizando a função 

APOTOME que possibilitou secções ópticas de 2.52 µm (em média 13 

secções/verme). Já para a marcação por BODIPY, as imagens foram adquiridas 

sem a função APOTOME em plano único por facilidade de execução.  
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Utilizamos também o marcador LipidTox Green (Invitrogen – H34476) 

seguindo protocolo prévio com algumas alterações (O’Rourke et al., 2009). Animais 

foram retirados das placas por lavagem com tampão M9, lavados quatro vezes para 

eliminação das bactérias, transferidos para um tubo de 1,5 mL e fixados com 1 mL 

de solução de fixação (0,2x PBS (8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCl; 1,44 g/L Na2HPO4; 0,24 

g/L KH2PO4 (pH 7,4)) 2% Paraformaldeído; 1x MWRB modificado (80 mM KCL; 40 

mM NaCl; 20 mM EGTA; 10 mM, Espermidina; 15 mM PIPES)) por 30 minutos, à 

temperatura de 22 ºC. Posteriormente, os vermes foram lavados duas vezes com 1 

mL de 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) e incubados por 30 minutos em 1 mL de solução de 

redução (1,54 mg/mL de DTT; 100 mM Tris-HCl (pH 7,5)) à temperatura de 22 ºC. 

Após a última incubação, os vermes foram lavados duas vezes em PBS. Após a 

lavagem adicionamos PBS para um volume final de 1 mL, neste foi adicionado 2 µL 

de solução de LipidTox Green 500x. Os tubos foram protegidos da luz com alumínio 

e incubados durante a noite. Os animais foram montados em lâmina com tapete de 

agarose 2% e as imagens adquiridas em microscópio confocal Leica SP5, utilizando 

configurações idênticas (laser de argônio; excitação 488 nm, AOTF 488/543/633, 

PMT-1 emissão 500-530 nm; objetiva 63x NA 1.4 imersão a óleo). Realizamos séries 

Z com espessura de 2 µm (aproximadamente 10-15 fatias por verme). A próxima 

etapa foi somar todos os cortes ópticos e quantificar a fluorescência da primeira 

metade da distância entre o início do intestino e a vulva. Esta área normalmente 

engloba os três primeiros pares de células intestinais e tem sido utilizada na 

literatura para a quantificação lipídica através destes marcadores (Ashrafi, 2007).  

Ressaltamos que os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes 

em dias distintos.  

 

3.5 Ensaio de batimento faríngeo  

 

 O ensaio seguiu protocolo baseado na literatura (Wang et al., 2008). O 

batimento faríngeo foi avaliado à temperatura de 22 ºC, em animais saudáveis 

expostos por 24 h ao controle (DMSO) ou ziprasidona (40 µM) sobre o tapete de 

bactérias. O número de contrações do bulbo posterior da faringe de cada verme foi 

contado por um período de 10 segundos, em triplicata, e a média multiplicada por 
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seis, resultando no número de contrações/minuto. Todos os experimentos foram 

repetidos pelo menos duas vezes em dias separados. 

 

3.6 Ensaio de movimento  

 

 O protocolo corrente na literatura foi adaptado para o “setup” de microscopia 

do laboratório (Ramot et al., 2008). Animais foram transferidos individualmente para 

novas placas semeadas com 100 µL de bactéria, contendo veículo ou ziprasidona 

(40 µM). Após período de adaptação de 10 minutos, foram filmados durante um 

minuto, por câmera CCD, ajustada à velocidade de ~12 imagens/segundo, acoplada 

ao estereoscópio em aumento de 40x (Nikon SMZ 1500 Stereoscope microscope). A 

distância percorrida, velocidade média e aceleração média dos vermes foram 

determinadas através da função de rastreamento do programa de análise da Nikon 

(NIS-Elements AR 3 (Nikon)). Os experimentos ocorreram à temperatura de 22 ºC e 

foram repetidos duas vezes em dias separados. 

 
3.7 Ensaio de defecação  

 

 O comportamento foi analisado através de protocolo previamente 

estabelecido (Wang et al., 2008). Os animais foram monitorados sobre o alimento. A 

defecação de cada verme foi obtida nos três intervalos entre os ciclos. O ciclo de 

defecação foi identificado pelo padrão estereotipado de contração peristáltica que 

ocorre no intestino do animal seguida da expulsão das fezes. Para cada verme 

foram realizadas medições de três intervalos de defecação e a média desses 

intervalos foi utilizada para posteriores comparações entre os grupos. Os 

experimentos foram realizados à temperatura de 22 ºC e repetidos duas vezes em 

dias diferentes. 

 

3.8 Ensaios de reprodução  
 

 A reprodução foi avaliada através de ensaios estabelecidos na literatura 

(Wang et al., 2008; Schafer & Kenyon, 1995). Foram utilizados animais grávidos, 

bem alimentados, tratados com veículo ou ziprasidona (40 µM) por 24 h. O número 

de ovos dentro do útero foi determinado através da contagem após lise individual 
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dos vermes com solução de sincronização. A taxa de ovoposição foi determinada 

pela transferência de um verme grávido para nova placa contendo o mesmo 

tratamento de origem por intervalo de duas horas. O verme foi então retirado e, no 

dia seguinte, o número de larvas presentes na placa contado. Os resultados foram 

expressos em média de ovos postos por verme por hora. Os experimentos foram 

realizados à temperatura de 22 ºC e repetidos pelo menos duas vezes em diferentes 

ocasiões. 

 

3.9 Avaliação do desenvolvimento larval e tamanho  

 
Para determinar se a ziprasidona causa alterações no desenvolvimento do 

verme, nematódeos selvagens sincronizados foram monitorados do estágio larval L1 

até adulto sobre placas de NGM semeadas com E.coli (OP50) contendo ziprasidona 

(40 µM) ou veículo. Durante as observações, os vermes foram mantidos a 20 °C ± 2 

e monitorados a cada 12 horas (Lin et al., 2006). As larvas foram classificadas em 

L1, L2, L3, L4 e adulto grávido. Para isto, alguns parâmetros como tamanho, 

desenvolvimento da vulva e presença de ovos foram considerados. O tamanho do 

corpo foi avaliado após tratamento com ziprasidona (40 µM) ou veículos (DMSO 

0.16% em ácido acético (1:10 000)) a partir do estágio larval L4 por 24 h, 48 h e 72 

h. Os vermes foram retirados das placas e colocados em lâminas contendo tapete 

de agarose (2%), fotografados através de câmera acoplada ao estereoscópio em 

aumento de 40x (Nikon SMZ 1500 Stereoscope microscope). O corpo de cada 

verme foi individualmente circundado para a quantificação do perímetro (em µm) 

através do programa NIS-Elements AR 3 (Nikon) ®. 

 

3.10 Análise de imagens e estatística 

  
O programa ImageJ (NIH) foi utilizado para análise das imagens e 

densitometria. As análises estatísticas e os gráficos foram feitos utilizando o 

software GraphPad Prism 5®. A verificação de significância da diferença entre as 

médias foi feita através do test-t de Student ou da análise de variância (ANOVA) de 

uma via seguida do teste de Bonferroni ou ANOVA de duas vias quando apropriado.  
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4 Resultados 
 

4.1 Perfil lipídico frente ao tratamento com o antipsicótico ziprasidona 
 

 Inicialmente, avaliamos o perfil lipídico de vermes selvagens expostos à 

diferentes concentrações de ziprasidona. Baseados em concentrações utilizadas em 

outros trabalhos com antipsicóticos em C. elegans (Donohoe et al., 2009), 

analisamos os efeitos de diferentes concentrações de ziprasidona sobre o acúmulo 

de fluorescência por Nile Red (Figura 5).  

Verificou-se uma redução significativa de 23% na fluorescência do marcador 

Nile Red após tratamento de 24 h (L4 até adulto) a partir de 10 µM (p<0.01). 

Escolhemos a concentração de 40 µM (20-35% de redução) para as próximas 

avaliações. 
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Figura 5: Redução da Fluorescência do marcador Nile Red após tratamento com ziprasidona 

por 24 h em vermes selvagens (N2). (A) Imagens representativas do tratamento com ziprasidona; 

(B) curva de dose-resposta para ziprasidona. O tratamento com ziprasidona (40 µM) ou veículo 

(DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)) iniciou-se no estágio larval L4 e transcorreu por 24 h até 

a fase adulta.Cortes ópticos de 2.52 µm foram somados para a quantificação da fluorescência de Nile 

Red nos primeiros pares de células intestinais. Os resultados foram expressos em porcentagem do 
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controle (média de fluorescência, desvio padrão (DP), n>15); * p<0.05; ***p<0.0001, quando 

comparado ao controle (DMSO) por ANOVA de uma via seguido por teste post hoc de Bonferroni. 

 

A redução lipídica inferida pela redução da fluorescência do marcador Nile 

Red foi confirmada através de dois outros marcadores fluorescentes de TGA: 

BODIPY (Figura 6A e 6B, p<0.001, redução de aproximadamente 32%) e LipidTox 

Green (Figura 6C e 6D, p=0.01, redução de ~23%) 

 
Figura 6: Redução da Fluorescência induzida pelo tratamento com ziprasidona por 24 h em 

vermes Caenorhabditis elegans selvagens (N2) evidenciada pelos marcadores BODIPY e 

LipidTox. (A) Imagens representativas das reservas lipídicas evidenciadas pelo marcador BODIPY e 

(B) quantificação da fluorescência; (C) Imagens representativas e (D) quantificação densitométrica 

resultante da marcação lipídica pelo fluoróforo LipidTox Green. O tratamento com ziprasidona (40 µM) 

ou veículo (DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)) iniciou-se no estágio larval L4 até a fase 



23	  
	  

	  
	  

adulta (24 h). A quantificação de ambas as marcações ocorreu nos primeiros pares de células 

intestinais. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle (média de fluorescência, DP, 

n= 10-25); **p<0.001; ***p<0.0001, estatisticamente diferente comparado ao controle (DMSO) por 

ANOVA de uma via seguido por teste post hoc de Bonferroni. 

 

 Para avaliar a cinética da redução lipídica induzida pela ziprasidona, verificamos os 

estoques lipídicos, evidenciados pelo marcador Nile Red, em diferentes tempos. 

Constatamos que a ziprasidona reduz significativamente a fluorescência do 

marcador lipídico Nile Red após 8 h (Figura 7). 

 
Figura 7: Curva tempo-resposta frente ao tratamento com ziprasidona em C. elegans selvagem 

(N2). (A) Fluorescência do Nile Red em vermes selvagens (N2) após tratamento com ziprasidona (40 

µM) (B) Curva de concentração tempo-resposta por 2 h, 4 h, 6 h, 8 h e 24 h. As imagens foram 

adquiridas em plano único.  A média da quantificação da fluorescência de Nile Red corresponde aos 

primeiros pares de células intestinais e foi expressa em porcentagem do controle (DMSO 0.16% em 

ácido acético (1:10 000)) no respectivo tempo (média de fluorescência, desvio padrão (DP), n= 20-
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30); ***p<0.0001, estatisticamente diferente comparado ao controle 24h por ANOVA de uma via 

seguido por teste post hoc de Bonferroni. 

 

4.2 Efeitos da ziprasidona sobre o comportamento, desenvolvimento e 

morfologia do C. elegans 

 

A redução no acúmulo lipídico pode ser decorrente de uma menor ingesta 

alimentar ou um maior gasto energético. Investigamos se a ziprasidona na mesma 

concentração na qual se observou a redução das reservas lipídicas (40 µM) altera, 

de alguma maneira, comportamentos metabolicamente custosos para o verme. Não 

foram observadas modificações no batimento faríngeo (Figura 8A), comportamento 

que denota o perfil alimentar do nematódeo, bem como alterações no trânsito 

intestinal, verificado através do intervalo entre os ciclos de defecação (Figura 8B).  

 

 

Figura 8: Avaliação dos comportamentos de batimento faríngeo e ciclos de defecação em 

vermes selvagens expostos à ziprasidona por 24h. Os vermes foram observados quanto ao 

batimento da faringe por minuto (A) e intervalo entre os ciclos de defecação (B). O tratamento com 

ziprasidona (40 µM) ou veículo (DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)) iniciou-se no estágio 

larval L4 e transcorreu por 24 h até a fase adulta quando os comportamentos foram determinados. 

Não foram observadas diferenças significativas entre os vermes tratados e controles (médias, DP, 

n=20). Os experimentos foram realizados duas vezes em dias distintos.  

 

O movimento do verme também foi analisado após tratamento com 

ziprasidona (40 µM) por 24 h. Consideramos três parâmetros representativos do 
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movimento: distância percorrida (Figura 9A), velocidade média (Figura 9B) e 

aceleração média (Figura 9C). Não encontramos alterações significativas nestes 

parâmetros após exposição a ziprasidona.   

 

 

	  

Figura 9: Parâmetros representativos do movimento dos nematódeos C. elegans selvagens 

após exposição à ziprasidona. (A) A distância percorrida, (B) velocidade média e (C) aceleração 

média foram observadas por 30 s após 24h de tratamento com ziprasidona (40 µM) ou controle 

(DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)). Não foram observadas diferenças significativas entre os 

vermes tratados e controles (médias, DP, n=20). Os experimentos foram realizados três vezes em 

dias distintos.  
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Figura 10: Comportamento reprodutivo do nematódeo C. elegans após exposição à 

ziprasidona. (A) A produção de ovos e (B) ovoposição foram observadas após 24, 48 e 72 horas de 

tratamento com ziprasidona (40 µM) ou veículo controle (DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)). 

Os resultados representam a média de ovos no interior dos vermes (A) e a taxa de ovoposição (B) em 

média do número de ovos liberados por hora durante os diferentes tempos de tratamento. 

***p<0.0001, estatisticamente diferente comparado ao controle por ANOVA de uma via seguido por 

teste post hoc de Bonferroni (média, DP, n>20). 

 

Uma grande proporção da energia de um verme adulto é destinada à 

produção de ovos através da transferência do vitelo. Para verificar se a alteração 

lipídica induzida pela ziprasidona ocorre indiretamente através de alterações na 

reprodução, verificamos se a produção ou a ovoposição são moduladas pelo 

fármaco. O tratamento com ziprasidona (40 µM) reduziu drasticamente a presença 

de ovos no interior do verme (Figura 10A, p<0.001), efeito este persistente até 48 h 



27	  
	  

	  
	  

de tratamento. Já a taxa de postura de ovos foi significativamente menor nas 

primeiras 24 h de tratamento (Figura 10B, p<0.001). 

Além disso, constatamos uma diminuição significativa no tamanho dos 

vermes tratados quando comparados aos nematódeos controles (Figura 11).  

 

 
Figura 11: Perímetro do verme selvagem (N2) após tratamento com ziprasidona por 24, 48 e 72 

h. (A) Imagens representativas dos vermes e (B) gráfico da quantificação do perímetro em µm após 

24, 48 e 72 horas de exposição à ziprasidona (40 µM) ou veículo controle (DMSO 0.16% em ácido 

acético (1:10 000)).  Após os tempos determinados, os animais foram retirados das placas de 

tratamento e as imagens foram feitas em estereoscópio em aumento de 40x (Nikon SMZ 1500 

Stereoscope microscope). **p=0.003; ***p<0.0001, estatisticamente diferentes comparados ao 

controle do respectivo tempo por Test–t de Student, (médias, DP, n>20). Os resultados foram 

confirmados duas vezes em dias distintos.  

 

Como previamente descrito no estudo de Donohoe e colaboradores, alguns 

antipsicóticos alteram o desenvolvimento do verme (Donohoe et al., 2006). No 

entanto, não observamos alterações no desenvolvimento quando os vermes N2 

foram tratados a partir do estágio L1 com a mesma concentração de ziprasidona 

utilizada para as outras avaliações (40 µM) (Figura 12). 
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Figura 12:	  Desenvolvimento larval do nematódeo C. elegans exposto à ziprasidona. Os vermes 

foram tratados com ziprasidona (40 µM) ou controle (DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)) a 

partir do estágio larval L1 até adulto grávido. Os resultados foram avaliados por ANOVA de duas vias 

e não houve diferenças significativas entre os grupos (% verme no determinado estágio larval, n=20). 

 

4.3 Mecanismos de ação da ziprasidona sobre o metabolismo de lipídios 

 

A próxima etapa foi investigar as vias envolvidas no efeito da ziprasidona 

sobre as reservas lipídicas. Estudos mostram que a sinalização serotoninérgica está 

relacionada ao controle dos depósitos de gordura no C. elegans (Ashrafi et al., 

2003), além de ser um alvo farmacológico da ziprasidona (Stahl & Shayegan, 2003). 

Para verificar uma possível relação entre o sistema serotoninérgico e o fenótipo 

induzido pela ziprasidona, utilizamos vermes carreando mutações com perda de 

função para os genes dos receptores de serotonina ser-4, ser-1, ser-6, ser-7, ser-3 e 

mod-1; bem como, para o transportador de serotonina (mod-5) e para a enzima 

catalisadora da síntese desse neurotransmissor (triptofano hidroxilase, tph-1) e 

avaliamos o fenótipo lipídico induzido pela ziprasidona através do marcador Nile 
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Red. Todos os mutantes estudados responderam ao tratamento com 40 µM de 

forma semelhante ao verme selvagem (Figura 13A e 13C). O mutante ser-3 

apresentou maior redução das reservas lipídicas quando comparada a redução nos 

controles selvagem (p<0.001).  Os mutantes mod-1 e ser-6 apresentaram um perfil 

naturalmente aumentado na fluorescência do Nile Red quando comparados a cepa 

selvagem (Figura 13B). No entanto, não observamos diferença na proporção de 

perda lipídica.  

 

Figura 13: Efeito da ziprasidona sobre a fluorescência do marcador Nile Red em vermes 

mutantes para componentes do sistema serotoninérgico. (A) Imagens representativas da 

fluorescência do Nile Red nos vermes mutantes e selvagem; (B) Perfil de fluorescência do marcador 
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Nile Red nos mutantes expostos ao veículo (DMSO 0.16% em ácido acético (1:10 000)) e (C) 

porcentagem de perda de fluorescência nos mutantes expostos à ziprasidona (40 µM) comparados ao 

verme selvagem (N2). O tratamento iniciou no estágio larval L4 e transcorreu por 24 h até a fase 

adulta. ##p<0.0001 estatisticamente diferente comparado ao nematódeo selvagem exposto ao 

veículo; ***p<0.0001 estatisticamente diferente comparado ao verme selvagem exposto à ziprasidona 

(40 µM) (% controle, DP, n>15). Ambas as significâncias constatadas por ANOVA de uma via seguida 

por teste post hoc de Bonferroni.  

 

O controle de inúmeras funções no C. elegans ocorre através da atuação das 

monoaminas (Sulston et al., 1975; Sanyal et al., 2004; Horvitz et al., 1982). 

Expusemos os vermes exogenamente às monoaminas TA, OA, DA e 5-HT (5 mM) 

separadamente ou em associação à ziprasidona a fim de superativar estes sistemas 

e verificar sua influência sobre o acúmulo de fluorescência por Nile Red (Figura 14). 

Observamos uma redução na quantificação de fluorescência frente ao tratamento 

com 5-HT (~ 60%, Fig. 14D) e DA (~ 40%, Fig. 14B) comparado ao controle. Além 

disso, a exposição conjunta de 5-HT e ziprasidona resultou em um efeito aditivo 

sobre a redução da fluorescência. As monoaminas TA (Fig. 14A) e OA (Fig. 14C) 

não resultaram em alteração significativa nas concentrações testadas (5 mM). 

Todavia quando associada à ziprasidona, a TA impediu redução na fluorescência do 

marcador Nile Red por este antipsicótico (Fig. 14A).  
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Figura 14: Efeito nos estoques lipídicos da exposição exógena às monoaminas e à ziprasidona 

em vermes selvagem. Os nematódeos foram expostos às monoaminas (A) tiramina (TA, 5 mM), (B) 

dopamina (DA, 5 mM), (C) octopamina (AO, 5 mM) e (D) serotonina (5-HT, 5 mM) isoladas ou 

conjuntamente à ziprasidona (40 µM). Os resultados foram expressos em % do respectivo controle: 

HCl 0.1N (comparado as monoaminas), DMSO (0.16% em ácido acético (1:10 000), comparado ao 

grupo ziprasidona) e HCl + DMSO (comparado à associação monoamina+ziprasidona). *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001, estatisticamente diferente comparado ao respectivo controle por ANOVA de 

uma via seguido por teste post hoc de Bonferroni (% controle, DP, n=20).  

 

 Testamos também mutação com perda de função em dois fatores de 

transcrição importantes no controle do metabolismo no verme. Tanto no mutante 

para daf-16 quanto para crh-1, observamos reversão nos efeitos da ziprasidona 

sobre a diminuição da fluorescência por Nile Red (Figura 15). 
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Figura 15: Recuperação do perfil lipídico mensurado através do marcador Nile Red em 

mutantes para os fatores de transcrição daf-16 e crh-1 após tratamento com ziprasidona (40 

µM). (A) Imagens representativas da fluorescência do Nile Red e (B) quantificação da fluorescência 

em C. elegans mutantes (daf-16, crh-1) e selvagem (N2). Os resultados foram expressos em % de 

controle DMSO (média de fluorescência, DP, n> 25); ***p<0.0001, estatisticamente diferente 

comparado ao controle por ANOVA de uma via seguido por teste post hoc de Bonferroni. 
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5 Discussão 
 

 A ziprasidona é um antipsicótico atípico que se distingue pela baixa incidência 

de ganho de peso em relação a outros antipsicóticos atípicos (Rummel-Kluge et. al., 

2010). No entanto, não está claro o mecanismo molecular responsável por tal fato. 

Para avaliar possíveis vias moleculares relacionadas, utilizamos o nematódeo C. 

elegans. Nosso estudo constatou uma redução no acúmulo lipídico após exposição 

ao fármaco. Tal fato parece ser independente de outros comportamentos testados e 

de alterações morfológicas no verme. A caracterização dos estoques lipídicos foi 

realizada através da utilização de três marcados fluorescentes (Nile Red, BODIPY e 

LipidTox), todos, com mostrando a mesma tendência (Figuras 5 e 6). A diferença 

entre a magnitude da redução mensurada pelos diferentes marcadores pode ser 

justificada pelas diferenças físico-químicas dos mesmos além da capacidade de 

evidenciar grupos diversos de lípides. O Nile Red é um fluoróforo inespecífico que 

marca lipídios neutros (TGA e colesterol esterificado) e polares (fosfolipídios). Por 

sua vez, o BODIPY marca a maioria dos estoques de lipídios sem alterar a 

morfologia do verme e o LipidTox Green marca especificamente TGA. Além disso, 

outras variáveis podem ser inclusas como os diferentes equipamentos utilizados 

para a aquisição das imagens (microscópio de fluorescência/APOTOME e Confocal) 

e a maneira como as mesmas foram adquiridas (série Z ou plano único). A forma de 

quantificação, fluorescência total na área referente aos primeiros pares de células 

intestinais, não considera as gotículas lipídicas individualmente o que pode contribuir 

para a diferença encontrada entre os marcadores. Ainda ressaltamos que os efeitos 

exercidos pela ziprasidona sobre o acúmulo de fluorescência ocorreram em baixas 

concentrações (10 µM, p<0.05). 

 O equilíbrio das reservas lipídicas ocorre primariamente pela diferença entre 

quantidade de energia ingerida e gasta pelo organismo. Buscamos saber se a 

redução na fluorescência dos marcadores lipídicos causada pela ziprasidona, que 

indiretamente indica o estoque de gorduras neutras no verme, seria consequência 

indireta da modulação de comportamentos energeticamente dispendiosos pelo 

fármaco. Não verificamos alterações na taxa de alimentação, trânsito intestinal ou 

movimentação do nematódeo após o tratamento com ziprasidona (40 µM) por 24 h 

(Figura 8 e 9). Tais comportamentos já foram caracterizados após exposição a 
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outros antipsicóticos sabidamente indutores de ganho de peso como clozapina e 

olanzapina. Revelou-se que, em altas concentrações, estes antipsicóticos são 

capazes de reduzir o batimento faríngeo do verme (Karmacharya et al., 2009).  

Ainda, sabe-se que a reprodução demanda alta quantidade de energia; os lipídios 

são transportados das células intestinais e hipoderme para a gônada no intuito de 

fornecer combustível para a nutrição germinal. Verificamos que a ziprasidona 

reduziu a produção de ovos e ovoposição. Somados, os fenótipos indicam uma 

“lentificação” do comportamento reprodutivo o que reduziria a demanda energética, 

em teoria. Tal fato corrobora a interpretação que o fármaco atua em via 

neuroendócrina distinta para o controle lipídico considerando que caso fosse um 

fenótipo indireto a tendência esperada seria o aumento dos estoques de energia. 

Por outro lado, talvez a redução das reservas lipídicas pela ziprasidona pode 

impactar negativamente no comportamento reprodutivo, sendo este consequência 

da caquexia no verme determinada pelo fármaco. Contrariamente, em ratos, a 

ziprasidona não gerou quaisquer alterações no perfil reprodutivo (Fell et al., 2005). 

Outra característica interessante é a redução no tamanho dos vermes expostos ao 

fármaco. Este efeito já foi descrito após exposição do verme a outros antipsicóticos 

(Donohoe et al., 2006), entretanto os mecanismos moleculares responsáveis 

permanecem desconhecidos. Considerando que as doenças neuropsiquiátricas 

estão relacionadas a alterações no neurodesenvolvimento (Beneyto & Lewis, 2011), 

futuros estudos sobre as vias moleculares responsáveis por este fenótipo induzido 

pelos antipsicóticos podem trazer novas ideias sobre a patogênese destas doenças.  

 Diferentes estágios larvais demandam diferentes balanços energéticos. 

Consequentemente, uma explicação trivial para a diminuição nas reservas lipídicas é 

que mantendo o verme em outro estágio do ciclo de vida, a ziprasidona poderia 

causar alterações lipídicas indiretamente. Esclarecemos está relação com alguns 

experimentos. Apesar do tamanho dos vermes expostos a ziprasidona ser 

significativamente menor após tratamento crônico a partir do estágio L4 (Figura 11), 

as características morfológicas específicas de cada estágio larval (como 

desenvolvimento vulvar, gonadal e produção de ovos (http://www.wormatlas.org) 

foram similares após exposição iniciada em estágio larval L1. Dessa forma, a 

exposição à ziprasidona não altera a progressão do verme no ciclo de vida e sim o 

tamanho. Sabe-se que a progressão do desenvolvimento demanda energia para 

mitose, manutenção e crescimento celular (Elle et al., 2008). Assim a redução no 
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tamanho dos vermes pode ser justificada pela menor disponibilidade energética 

induzida pela exposição à ziprasidona. Alternativamente, o número reduzido de ovos 

na cavidade uterina dos vermes expostos a ziprasidona também pode justificar 

medições menores. Pela impossibilidade de criar fator de correção através da 

mensuração do perímetro uterino com as técnicas disponíveis até o momento, não 

podemos descartar este fato. Não verificamos sinais de toxicidade induzida pelo 

fármaco.  

 O próximo passo deste estudo foi verificar as possíveis vias moleculares 

pelas quais este antipsicótico está alterando as reservas lipídicas no nematódeo. A 

ziprasidona age, como já foi reportado, principalmente sobre dois sistemas de 

neurotransmissores encontrados no C. elegans: o sistema dopaminérgico e 

serotoninérgico (Sprouse et al., 1999). Partindo do princípio que a atuação sobre a 

via serotoninérgica é a primordial diferença entre as duas classes de antipsicóticos e 

confere atipicidade à segunda classe destes fármacos, testamos os vermes com 

mutações para componentes desta via como receptores (ser-4, ser-1, ser-6, ser-7, 

ser-3 e mod-1), transportador (mod-5) e a enzima sintetizadora de 5-HT (tph-1). 

Entretanto, em nenhuma das situações verificamos a reversão do perfil induzido pela 

ziprasidona no acúmulo lipídico (Figura 13). Apesar da ortologia genética com 

mamíferos, não é possível afirmar que a farmacodinâmica da ziprasidona seja a 

mesma no nematódeo. Além disso, as mutações para os genes foram testadas 

isoladamente e pode haver uma ação conjunta de vários receptores para que ocorra 

o efeito sobre o acúmulo lipídico. Já foi demonstrado que as monoaminas agem 

como moduladoras de eventos comportamentais e equilíbrio energético no C. 

elegans. Após a exposição exógena a estas monoaminas, verificamos alguns 

resultados congruentes aos reportados em outros trabalhos como a redução no 

acúmulo lipídico frente ao tratamento com 5-HT (Srinivasan et al., 2008) e DA 

(dados de nosso grupo não publicados). Efeito este, não observado com as outras 

duas monoaminas OA e TA. Na presença das monoaminas (5-HT, DA e OA), a 

exposição à ziprasidona continuou gerando o fenótipo de redução dos estoques 

lipídicos o que foi potencializado pela 5-HT (Figura 14). Possivelmente este isto nos 

faz pensar que o fenótipo observado frente à exposição à ziprasidona esteja 

ocorrendo pela atuação deste neuroléptico em vias alternativas às serotoninérgicas. 

Já o tratamento com ziprasidona em vermes expostos a TA impediu o aparecimento 

do fenótipo. Isto indica que o sistema tiraminérgico é necessário para o fenótipo 
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lipídico da ziprasidona. A TA está presente em pequenas quantidades no nematódeo 

C. elegans, isto talvez porque grande parte desta monoamina seja utilizada na 

síntese de OA (Alkema et al., 2005). Dados do nosso grupo, ainda não publicados, 

sugerem que a octopamina induz aumento nas reservas lipídicas do verme. Ainda 

não é possível elaborar nenhuma conclusão a respeito do envolvimento da TA nos 

efeitos da ziprasidona, pois estudos mais aprofundados precisam ser realizados. 

Porém, não descartamos a hipótese de que a TA possa estar agindo indiretamente 

através da produção de OA e assim regulando o acúmulo de lipídios.  

 Em geral, as vias de sinalização ativadas pelas monoaminas resultam na 

modulação de fatores de transcrição (Liang et al., 2006). Considerando que estes 

são responsáveis pelo controle metabólico do verme, avaliamos a associação de 

alguns fatores com o fenótipo induzido pela ziprasidona. Os mutantes dos fatores 

DAF-16 (daf-16) e CREB (crh-1) não reduziram os estoques lipídicos após o 

tratamento com o antipsicótico (Figura 15). Já foi reportado que a ausência de 

alimento, bem como a exposição exógena à OA causam a ativação de CREB no 

verme e este fator por sua vez ativa a transcrição de inúmeros outros genes. 

Embora ainda não se saiba o exato papel fisiológico da ativação do CREB no C. 

elegans (Suo et al., 2006, 2009). Da mesma forma, o fator de transcrição DAF-16 

tem sido relacionado ao controle do metabolismo neste nematódeo (Lee et al., 

2003). Estudos tem mostrado que a lipase K04A8.5 parece ser regulada por DAF-16 

nas células intestinas do C. elegans (Wang et al., 2008). Entretanto, estas vias ainda 

necessitam de maiores observações para que possam ser relacionadas aos efeitos 

da ziprasidona. A reversão semelhante em ambos fatores de transcrição sugere que 

os mesmos agem de forma epistática na regulação da homeostase das reservas 

lipídicas frente o tratamento com  ziprasidona. 

 

6 Conclusão e Perspectivas 
 

O presente trabalho mostrou os efeitos do antipsicótico atípico ziprasidona 

sobre as reservas lipídicas e comportamentos do verme C. elegans. Além disso, a 

exposição à ziprasidona induziu redução no tamanho dos nematódeos sem alterar a 

progressão da maturidade larval. Verificamos ainda, que a via serotoninérgica 

parece não estar envolvida nos efeitos da ziprasidona. No entanto, encontramos 
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reversão dos efeitos da mesma durante a associação deste antipsicótico à 

monoamina tiramina e na ausência dos fatores de transcrição DAF-16 e CREB, o 

que sugere que ambas as condições podem envolver fatores e/ou sistemas 

importantes para o efeito do antipsicótico nos estoques lipídicos do verme. Estas 

vias precisam ainda ser mais estudadas, isto porque outros fatores de transcrição 

podem estar também envolvidos e faz-se necessário esclarecer a relação entre eles. 

Aliado a isso, examinar as vias responsáveis pela ocorrência dos outros efeitos 

causados pela ziprasidona como, por exemplo, sobre o comportamento reprodutivo 

do nematódeo C. elegans.    
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