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RESUMO

Duque EA. Efeitos dos glicocorticoides na inflamacdo induzida por LPS em culturas primarias
fronto-corticais de ratos neonatos. [Dissertacao (mestrado em Farmacologia)] — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo; 2013.

A resposta inflamatéria exacerbada pode ser prejudicial, podendo levar a disfuncdo e dano
tecidual, como acontece em patologias tais como na doenca de Alzheimer e na esclerose
multipla. Embora os glicocorticoides (GCs) sejam os anti-inflamatdrios mais prescritos
mundialmente, foi demonstrado que niveis aumentados desse hormonio potencializam
alguns aspectos da inflamacdo, por exemplo, a ativacdo do fator de transcricio NFKB
induzida por lipopolissacarideo (LPS). No encéfalo, o tipo celular onde a ativacdo deste fator
ocorre é importante para predizer sua funcdo, sendo a ativacdo neuronal considerada
benéfica e a ativacdo glial, deletéria. Neste estudo avaliamos os efeitos dos GCs na ativacao
do NFKB induzida por LPS nos diferentes tipos celulares (neurdnios, astrocitos e microglia)
em culturas primarias de cértex frontal derivadas de ratos Wistar neonatos. Culturas mistas
de neurdnios/células da glia e enriquecidas de neurdnios foram previamente expostas a
corticosterona (CORT 1 uM, 24 h), seguida de LPS (10 pg/mL, 1 h). Nossos resultados
mostraram que as populagdes celulares em cada tipo de cultura foram 72% astrocitos, 22%
microglia e 6% neurbnios em culturas mistas; e 16% astrécitos, 8% microglia e 76%
neurdnios nas culturas enriquecidas. Microglia e neur6nios expressaram o receptor TLR4
para o LPS enquanto os astrdcitos foram negativos para essa proteina. Através de EMSA,
verificamos que a CORT ndo exerceu sua atividade anti-inflamatdria classica nas células de
cultura mista, uma vez que este hormoénio nao foi capaz de diminuir a ativacdo do NFKB
induzida pelo LPS. Ja nas culturas enriquecidas, ndo houve ativacdao de NFKB em nenhum dos
tratamentos estudados. Analisando a subunidade RELA em cada tipo celular, observamos
gue neurdnios nao foram sensiveis ao LPS na ativacdo do NFKB e que nas microglias, este
fator estava fortemente presente no nucleo apds estimulo com LPS. Em nenhum dos tipos
celulares foi observado efeito de CORT. Ao compararmos culturas mistas e enriquecidas, nao
houve diferenca de resposta, sugerindo que nestas células, as intera¢des celulares ndo sdo
determinantes para a ativacdo do NFKB. Ainda, para os dois tipos celulares, observamos que
a sinalizacdo GR foi importante para a manutencdo nuclear de RELA independente da
presenca de CORT ou LPS. Ja os astrocitos se mostraram altamente responsivos ao LPS na
ativacdao do NFKB, um efeito provavelmente indireto, ja que essas células ndo expressaram o
receptor TLR4. CORT nado foi capaz de impedir a translocacdo nuclear de RELA, que foi
atenuada na presenca de RU486, um antagonista GR, revelando uma ac¢do de CORT na
manutencdo do efeito induzido por LPS neste tipo celular. Ao compararmos os astrocitos de
culturas mistas e enriquecidas, observamos que aqueles de culturas enriquecidas foram
menos sensiveis ao LPS e que a sinalizacdo via GR retomou o padrdo observado em
neurdnios e micréglia desse tipo de cultura. Desta maneira, nossos resultados confirmam
que CORT ndo é uniformemente anti-inflamatdria e que a a¢do anti- ou pré-inflamatodria
deste hormonio é dependente do tipo celular e suas interacbes, da ativacdo de GR e da
concentracdo dos GCs, sendo os astrocitos, nesse modelo, os principais alvos dessa acao
seletiva.

Palavras-chave: Hormonios Glicocorticoides. Inflamagdo. Cértex Cerebral. Fatores de
Transcricao. Astrécitos. Microglia



ABSTRACT

Duque EA. Glucocorticoids effects on LPS-induced inflammation in rat primary frontal cortex
cultures. [dissertation (Masters thesis in Pharmacology)] — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo; 2013.

The excessive inflammation can be detrimental and can lead to dysfunction and
tissue damage, as seen in some diseases such as Alzheimer's and multiple sclerosis. Although
glucocorticoids (GCs) are the most commonly worldwide prescribed anti-inflammatory drug,
it was shown that increased levels of this hormone can enhance some aspects of
inflammation, i.e., LPS (lipopolysaccharide)-induced NFKB activation. In the brain, the cell
type where NFKB activation occurs could predict its function. Neuronal NFKB would be
beneficial while glial NFKB would be deleterious. In this study we aimed to evaluate the
effects of GCs on the LPS-induced NFKB activation at the different cell types (neurons,
astrocytes, and microglia) of primary frontal cortex culture derived from newborn Wistar
rats. Mixed neuron / glial cells cultures and enriched neurons cultures were previously
exposed to corticosterone (CORT, 1 uM, 24h) followed by LPS (10 pg/ml, 1 h). The cell
populations in each culture were 72% astrocytes, 22% microglia, and 6% neurons in mixed
cultures and 16% astrocytes, 8% microglia, and 76% of neurons in enriched cultures. Neuron
and microglia expressed TLR4, the LPS receptor, which was not observed for astrocytes.
Using EMSA, we showed that CORT was not classically anti-inflammatory in mixed cultures,
since this hormone did not prevent LPS-induced NFKB activation. In the neuronal enriched
cultures, none of the treatments activated NFKB. For nuclear RELA localization, we observed
that neurons were not responsive to LPS whereas microglia showed strong LPS-induced
nuclear RELA imunnostaining. CORT did not modulate LPS-induced effects at neurons or
microglia. Comparing mixed and neuronal-enriched cultures, there was no difference on
NFKB activation, suggesting that for neurons and microglia, cell interactions was not
determinant for this response. At these two cell types, GR signaling seemed important for
the physiological maintenance of nuclear RELA, irrespective to CORT or LPS stimuli.
Astrocytes from mixed cultures, on the other hand, were highly responsive to LPS-induced
NFKB activation, probably to an indirect effect, since these cells were negative to TLR4. CORT
did not prevent RELA nuclear translocation which was decreased by RU486, a GR antagonist,
revealing a CORT role for the astrocyte maintenance of LPS-induced NFKB activation.
Interestingly, astrocytes from neuronal-enriched cultures were less responsive to LPS and in
the presence of RU486, they behave likewise neurons and microglia. Our results confirmed
that CORT, indeed, is not uniformly anti-inflammatory and that the anti- or pro-inflammatory
actions of CORT are dependent of cell type, cell interactions, GR activation, and GCs levels.
Furthermore, we showed that astrocytes, in mixed cultures, are the main target for these
selective GC roles.

Keywords: Glucocorticoids hormones. Inflammation. Cerebral Cortex. Transcriptional
Factors. Astrocytes. Microglia
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1 INTRODUCAO

O sistema imune dos mamiferos tem como principal fun¢do a prote¢ao do organismo
contra agentes externos, e para isso, desencadeia respostas eficientes para combater a
entrada de patogenos. A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa (Medzhitov,
2008; Palm et al., 2009). A resposta imune inata é inespecifica, é a resposta inicial do
organismo frente a um patdgeno e, por si s6, é capaz de elimina-lo. Ainda, ela pode ativar a
resposta imune adaptativa, mais especifica, tornando-a eficiente contra diferentes tipos de
patégenos (Medzhitov, 2010b). As células efetoras da imunidade inata, tais como neutrdfilos
e macréfagos na periferia (Medzhitov, 2008) e a microglia (Saijo et al., 2011) no sistema
nervoso central, expressam um limitado repertério de receptores chamados receptores de
reconhecimento de padrdes, ou PRRs (pathern-recognition receptors) (Akira, 2011; Palm et
al., 2009) capazes de reconhecer partes de moléculas microbianas conservadas
evolutivamente que sdao chamadas de padrdes moleculares associados a patégenos, ou
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (Strowig et al., 2012). Os receptores do
tipo Toll (TLRs) sdo um exemplo de PRRs (Buchanan et al., 2010). Os TLRs sdo homologos
conservados do gene Toll da Drosophila, que reconhecem uma variedade de PAMPs tais
como DNA bacteriano, flagelinas e componentes da parede bacteriana como LPS
(lipopolissacarideo da parede de bactérias gram-negativas), peptidoglicanos e lipopeptideos
(Jung et al., 2005).

Uma vez ativado, o sistema imune inato inicia a resposta inflamatdria que consiste na
secrecdo de citocinas, quimiocinas, inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e
moléculas co-estimulatérias para o recrutamento de células do sistema imune ao sitio da
infeccdo e para ativacdo da resposta imune adaptativa (Yang et al., 2012). A resposta
inflamatdria aguda é necessaria para eliminar o agente infeccioso e promover o reparo
tecidual. Quando esta se torna excessiva ou cronica, ela pode ser prejudicial, podendo levar a
disfuncdo e conseguinte dano tecidual (Medzhitov, 2010a). A inflamag¢do cronica estd
fortemente associada a patologias como artrite reumatoide, doencas inflamatdrias
intestinais, asma, diabetes, aterosclerose, como também estd relacionada as doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e esclerose multipla (Glass et al., 2010; Li et

al., 2011).
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Existe uma grande controvérsia a respeito da fun¢do neuroprotetora e/ou neurotdxica
da resposta imune inata no SNC desencadeada por processos inflamatérios (Floyd, 1999;
Yoles et al., 2001). Por exemplo, camundongos que superexpressam IL-6 e TNF-a. (citocinas
pro-inflamatdrias) nas células da microglia apresentam convulsGes e neurodegeneracao
(Akassoglou et al., 1997; Campbell et al., 1993), porém, camundongos que n3o expressam
receptores para TNF-a sdo mais suscetiveis a danos cerebrais produzidos por acido cainico
ou isquemia focal que o animal selvagem, sugerindo uma func¢do neuroprotetora da
sinalizagdo por essa citocina (Gary et al., 1998; Thompson et al., 2004).

Estda bem definido que a maior parte dos processos neurodegenerativos é acompanhada
por uma reacao inflamatoria (Floyd, 1999). Essa inflamacdo é caracterizada por infiltracdo de
granuldcitos e macréfagos/mondcitos no parénquima cerebral, ativacdo da microglia,
expansao de astrdcitos, expressao de citocinas, moléculas de adesdo e outros mediadores
inflamatdrios (Dirnagl et al., 1999; Feuerstein et al., 1998). De fato, a exacerbacdo de
respostas mediadas por células da microglia e astrécitos (gliose e astrogliose) pode ser
encontrada nos cérebros de pacientes com doenca de Alzheimer, Parkinson e Huntington e
também em pacientes portadores de Esclerose Multipla e Esclerose Lateral Amiotrofica
(Gonzalez-Scarano et al., 1999; Nguyen et al., 2002). Além de secretarem citocinas, as
microglias podem liberar moléculas como O6xido nitrico (NO), prostaglandinas, espécies
reativas de oxigénio, enzimas proteoliticas e substancias com a¢do potencializadora sobre a
toxicidade glutamatérgica, sendo que a secre¢do destes compostos pode contribuir para a
cascata de eventos que ocorre nos processos neurodegenerativos (figura 1.1) (Allan et al.,

2001; Wyss-Coray et al., 2002).
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Figura 1.1 - Cascatas Inflamatdrias nas Doengas Neurodegenerativas
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Fonte: Saijo et al., 2013 (Saijo et al., 2013)

Vérios tipos de estimulos podem ativar o fator de transcricdo NFKB, tais como
infeccdes virais, bacterianas, citocinas inflamatérias e o acoplamento antigeno-receptor,
além de estimulos fisicos, fisioldgicos e estresse oxidativo (Camandola et al., 2007). No SNC,
as substancias secretadas tanto pelas células da glia, quanto pelos neur6nios, durante a
resposta inflamatdria, também ativam este fator (Nguyen et al., 2002). Em mamiferos, cinco
subunidades da familia do NFKB foram identificadas, a saber: RELA ou p65, RELB e c-REL, e as
proteinas precursoras NFKB1 (p105) e NFKB2 (p100), que sdo processadas a p50 e p52,
respectivamente. Estas subunidades formam complexos transcricionais hetero- ou
homodiméricos com atividades distintas. O heterodimero RELA/p50 representa a forma mais
abundante do NFKB e é aquela normalmente ativada por LPS. Quando n3do estimulado, o
NFKB encontra-se “sequestrado” no citoplasma pela proteina inibitéria, o IkB (lkBa, kBB e
IkBe) ou precursores de proteinas REL (p105 e p100) (Oeckinghaus et al., 2011).

Apds estimulagdo, a migragdao do dimero para o nucleo se dad depois da degradacao
do IkB, iniciada pela fosforilacgdo desta proteina inibitéria através, principalmente, do
complexo IkB quinase (IKK). Este complexo é composto por duas subunidades cataliticas,
IKKaw e IKKB, e uma subunidade regulatéria, denominada IKKy ou NEMO (Modulador
Essencial do NFKB). Proteinas IkB fosforiladas sdo alvo de ubiquitinacdo e degradacdo
proteassomal, liberando os dimeros de NFKB para serem translocados para o nucleo e

consequente ligacdo deste nos genes que apresentam a sequéncia regulatéria 5'-
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GGGACTTTCC - 3’ junto a regido promotora. Desta forma, pode ocorrer a indugdo ou
repressdao da transcricdo de genes alvo (Oeckinghaus et al., 2011), dentre eles, os que
codificam proteinas relacionadas a resposta inflamatéria (citocinas, quimiocinas, proteinas
do sistema complemento, enzimas como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a forma induzivel da
Oxido Nitrico Sintase (iNOS), moléculas de ades3o e receptores da resposta imune) (Ghosh et
al., 2002; Kaltschmidt et al., 2002); além de outros genes relacionados a manutencdo celular
e plasticidade, tais como regulacdo da diferenciacdo celular, proliferacdo e sobrevivéncia
(Camandola et al., 2007).

De maneira geral, existem duas vias principais de ativagao do NFKB, as vias candnica e
ndo-candnica. A via candnica é induzida pela maioria dos estimulos fisioldgicos do NFKB,
como por exemplo, sinais dos receptores de citocinas como o receptor de TNF-a (TNFR), bem
como de TLRs, como o TLR4, principal sinalizador do LPS. Esta via canOnica é dependente de
IKKB e NEMO e leva principalmente a fosforilagdo do IkBa e translocagdo nuclear de
heterodimeros de NFKB contendo RELA. Em contraste, a via ndo-canbnica depende da
fosforilacdo mediada por IKKa das proteinas precursoras p100 associadas a RELB que leva ao
processamento parcial de p100 a complexos p52/RELB. Esta via ndo-candnica é induzida por
uma sinalizacdo especifica da familia do TNF, como o CD40, e também a lifotoxina-f3
(Oeckinghaus et al., 2011), como ilustrado na figura 1.2.

Figura 1.2 - Vias de Sinalizagdo do NFKB

a IL-1R CD40
TRANCE-R

Mitochondria ey
™ g’\f-"‘\.'
" : > \ ﬂ&."\'

S) | (TRAFs TRAF8 TRAFs (TRAF2)
3 o e
-9 (ECSIT ) = TLR3,TLR7,
3 TLR8,TLRE /|
= fc Snc — P £
4* \TAK1| AGCK N|K ] |TBK_1 | Endosome
P e N4
PI(S)K «MEKKtr ASK1 ‘\~ g:lKszl
& T
PDK1 Vs
= ),/ _._,’ - ~nl NEMO N|P45 / 'KKal
{ A"!.y}- o= "IKKcuKKa |Jnk ‘ sl
< (VY L7 NFaT IRF3 & IRF7
mROS activation
production Bad
Apoptosis Canonical NF-xB AP-1 Noncanonical NF-xB

Fonte: Oeckinghaus et al., 2011 (Oeckinghaus et al., 2011).
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Dentre os farmacos anti-inflamatérios, os glicocorticoides (GCs) sdo os mais prescritos
mundialmente, havendo uma grande variedade de derivados sintéticos disponiveis tais como
a dexametasona e prednisolona (Schweingruber et al., 2012). Os GCs endégenos, cortisol nos
humanos e corticosterona nos roedores, sdo hormonios produzidos pelas glandulas adrenais
e sdao essenciais no desenvolvimento embriondrio, no controle da resposta ao estresse
(Schweingruber et al., 2012), além de participarem de inumeras fungdes fisioldgicas,
regulando o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (Busillo et al., 2013), e
também na resolugdo da inflamacado (Medzhitov, 2010a).

A maioria das ag¢des celulares e fisiolégicas dos GCs é mediada por dois tipos de
receptores citoplasmaticos: os receptores do tipo | ou receptores de mineralocorticoides
(MR) e os receptores do tipo Il ou receptores de glicocorticoides (GR)(Medzhitov, 2010a). Os
MR apresentam alta afinidade por GC e sdo de expressdao mais restrita comparada aos GR
(Gomez-Sanchez, 2010). No SNC, estdo localizados nos sitios hipotaldmicos envolvidos no
controle de sédio, no sistema limbico e no cortex pré-frontal (Joels et al., 1994; McEown et
al., 2011). J4 os GR apresentam baixa afinidade por GC e encontram-se espalhados pelo SNC,
sendo expressos em muitos tipos de neurdnios e células da glia (figura 1.3) (Joels et al., 1994;
McEwen et al., 1986; Sierra et al., 2008). Devido a diferenca nas afinidades, os MR estdo
geralmente ocupados por niveis basais de GCs, sendo responsaveis pelos efeitos fisiolégicos
dos mesmos, enquanto que os GR sdo ativados durante o pico de secre¢ao desse hormonio,
comumente observados em situacdes de estresse (de Kloet et al., 2005; De Kloet et al.,
1998). A hipersecre¢do de GCs e o estresse estdo relacionados com grande numero de
doencas neuroldgicas como depressao, deméncia, abuso de drogas e esquizofrenia (de Kloet

etal., 2005; Yu et al., 2011).
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Figura 1.3 - Localizagao dos Receptores GR e MR no Cérebro de Ratos

Receptores GR (@) e M (A)

Representac¢do da localizagdo dos receptores de glicocorticoides (GR) e mineralocorticoides (MR) no cérebro de
ratos. Fonte: Kolber et al.,2008 (Kolber et al., 2008).

Uma vez alcancado o tecido alvo, os GCs podem: 1) interagir com receptores GR de
membrana, ja descritos em humanos em linfécitos do tipo B e mondcitos, sendo
possivelmente uma variante do GR citoplasmatico (Bartholome et al., 2004), ou, 2) podem se
ligar, no citoplasma, aos receptores pertencentes a superfamilia de receptores nucleares, os
GRs classicos (Li et al., 2011). A ligacdo dos GCs aos GRs promove sua liberacdo de um
complexo proteico de chaperonas, proteinas de choque térmico (do inglés heat shock
protein), composto pelas proteinas HSP70, HSP90, HSP40, p23 e imunifilinas FKBP52 e Cyp40
(Schweingruber et al., 2012). Este fato permite que o complexo GC-GR interaja com outras
proteinas citosélicas, ou na maioria dos casos, permite sua translocacdo para o nucleo
(Schweingruber et al., 2012). No nucleo, esse complexo se liga a sitios especificos no DNA
chamados elementos responsivos ao glicocorticoide (GRE) e funciona como fator de
transcricdo, alterando a expressdo génica de vdrias proteinas, entre elas a tirosina
hidroxilase, enzima responsdavel pela sintese de dopamina (Sabban et al., 2001); a heme-
oxigenase-1 (HO-1) e dxido nitrico sintase (NOS) (Weber et al., 1994), enzimas responsaveis
pela producdo de mondxido de carbono e oxido nitrico, respectivamente; bem como
alterando outros fatores de transcricdo como CREB (Whitehead et al., 1997), AP-1 (Karin et
al., 2001) e NFKB (Unlap et al., 1997), estes dois ultimos muito importantes na sinalizacao

inflamatoria.
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A estrutura molecular do GR consiste em trés dominios funcionais: 1) dominio amino
N-terminal (NTD), que contém um dos principais dominios de transativagdo, denominado
fungdo de ativagdo 1 (AF1). Este dominio é funcionalmente importante, uma vez que é
necessario para atividade transcricional dos hormoénios esteroides e para varias respostas
célula e gene-especificas; 2) dominio de ligagdo ao DNA (DBD), que se liga ao elemento
responsivo a glicocorticoides na regido promotora de genes alvos; e 3) dominio de ligacdo ao
ligante (LBD) que contém o dominio de ligagao aos glicocorticoides, bem como sequéncias
importantes para interacdo com co-reguladores, sejam eles co-ativadores e/ou co-
repressores (Oakley et al., 2011). Por exemplo, estudos de cristalografia na regido LBD com
RU38486 (ou somente RU486), ou Mifepristona, antagonista dos GR, mostrou que a ligacdo
de RU486 com a regido LBD induz uma mudanca conformacional que altera a posicdo das
sequéncias co-ativadoras, prevenindo a interagdo com moléculas coativadoras e favorecendo
a ligacdo com moléculas co-repressoras, levando ao antagonismo (Allaman et al., 2011;
Kauppi et al., 2003; Lee et al., 2009).

Duas isoformas humanas do GR ja foram identificadas, o GRa e o GRB, que sdo
originadas por splicing alternativo do transcrito primario de GR. O GRa é a isoforma
predominante do receptor e é aquela que se liga aos GCs e transduz seu sinal (Oakley et al.,
2011). A distincdo entre a estrutura e funcionalidade dessas isoformas apenas foi possivel
recentemente com a disponibilidade de anticorpos seletivos para cada uma delas. O GRf
difere do GRa na sequéncia carboxi-terminal, onde os 50 ultimos aminodcidos foram
substituidos por uma sequéncia de 15 aminodcidos ndao-homdlogos, tornando o GR ndo
responsivo aos GCs (figura 1.4) (Ligr et al., 2012; Oakley et al., 2011). Desta maneira, ndo ha
ativacdo ou transcricao dos genes alvos pelos GCs quando ligados ao GRp. A literatura relata
que o GRa sofre uma inibicdo por GRB, por um mecanismo que envolve a formacdo de
heterodimeros GRa-GRB (Oakley et al., 2011). Entretanto, em estudo recente, Lewis-Tuffin et
al., (2007) relataram, em cultura de linhagem de células U20S (provenientes de
osteosarcoma humano) e COS-1 (fibroblastos renais provenientes de macacos verdes
africanos), que o RU486 se liga ao GRPB, e que este receptor é transcricionalmente ativo
(Lewis-Tuffin et al., 2007). O GRp foi descrito em algumas células, especialmente em células
inflamatérias tais como linfécitos e macréfagos, em doencgas relacionadas com resisténcia
aos GCs, como asma (Sousa et al., 2000) e leucemia linfocitica cronica (Shahidi et al., 1999).

Sua significancia fisioldgica ainda é desconhecida (revisado (Smoak et al., 2004)).
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Figura 1.4 - Estrutura do Receptor GR
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Representagdo dos trés dominios do receptor GR. Dominio amino N-terminal com a fun¢do de ativagdo 1 (AF1),
dominio de ligagdo ao DNA (DBD), dominio de ligagdo ao ligante (LBD) e as principais funges de cada dominio.
Fonte: Modificado de Nixon et al., 2013 (Nixon et al., 2013).

Outras isoformas de GR ja foram identificadas, como os GRy, GR-A e GR-P, cuja
expressao foi observada em varias células e tecidos relacionados com a resisténcia aos
glicocorticoides e em células neoplasicas. Entretanto, ainda pouco se sabe sobre as suas
respectivas funcgdes fisioldgicas (revisado em (Allaman et al., 2011)).

Além destas isoformas ja conhecidas, recentemente foram demonstradas mais oito
isoformas de GR derivadas por inicio alternativo da traducdo do mRNA para o GRa, com
NTDs progressivamente mais curtos (Oakley et al, 2011). Cada isoforma possui
caracteristicas especiais, por exemplo, a isoforma GRa-D estd constitutivamente no nucleo e
estd ligada a certas regides promotoras GRE. E também sdo diferentes quanto aos genes que
regulam, sendo o GRa-C a isoforma mais ativa transcricionalmente (Oakley et al., 2011). E
possivel que cada isoforma de splicing alternativo possua também isoformas de inicio
alternativo da traducdo do RNA mensageiro, aumentando ainda mais o leque de interacdes
moleculares possiveis, genes regulados e consequentes efeitos bioldgicos desses hormonios.

Tendo em vista todas essas isoformas, podemos concluir que a regulacdo da
transcricao génica pelos GCs é complexa. A sequéncia do sitio de ligagdo ao DNA tem
influéncia na conformacdo dos GR-GC, o que leva a diferentes padrdes de expressao génica.
Além disso, o recrutamento dos GR-GC e seus elementos regulatdrios, como co-ativadores e
RNA polimerase I, para ligacdo ao DNA sdao também dependentes do padrdo preexistente de
cromatina acessivel, que parece ser tipo celular especifico. Ainda, existem modificacGes pds-
translacionais dos GR-GC como acetilacdo e fosforilacdo que influenciam na forca de ligacao
do complexo ao DNA, impactando na transcricdo e selecdo dos genes regulados por este

complexo (ver (John et al., 2011; Meijsing et al., 2009)).
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Um dos mecanismos pelo qual os GCs exercem seus efeitos anti-inflamatérios é a sua
capacidade de interagir e modular a ativacao do fator de transcricgdo NFKB (figura 1.5) (Pruett
et al., 2003; Unlap et al., 1997). E bem estabelecido que os GCs aumentam a transcricdo da
proteina inibitéria IkBo. (Quan et al., 2000; Unlap et al., 1997), mantendo o NFKB na sua
forma inativa no citoplasma e impedindo sua translocacdo para o nucleo. Além disso, uma
interacdo direta entre o complexo GC-GR e a subunidade RELA que compde o NFKB impediria
a ligacdo deste fator a sequéncia consenso no DNA, diminuindo a transcri¢ao dos genes alvos
(De Bosscher et al., 2003). Um terceiro mecanismo seria uma competicdo entre o complexo
GC-GR e o NFKB por proteinas co-ativadoras como, por exemplo, a proteina ligante ao CREB
(CBP), impedindo a acdo desses fatores em modular a transcricdo dos genes alvos (McKay et
al., 2000). Além disso, tanto no sistema periférico como no SNC, a a¢do anti-inflamatéria dos
GCs também é resultado de sua capacidade de induzir apoptose nos linfécitos T (Tolosa et
al., 1999), modular a expressao de citocinas (Cato et al., 1996), inibir a migracdo de células
inflamatdrias (Cronstein et al., 1992; Getting et al., 1997) e também inibir a transcricdo de
importantes genes pré-inflamatdrios através da interacdo com o fator de transcricao AP-1,
além do NFKB (De Bosscher et al., 2000).

Figura 1.5 - Via de Sinalizacao dos Glicocorticéides
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O modelo de inflamacdao aguda utilizado neste projeto é baseado na resposta
inflamatdria desencadeada pelo LPS. Este inicialmente se liga a fatores soltuveis, como a
proteina-ligante de LPS, e em seguida, é transferido as células alvo como os macrdfagos na
periferia e a microglia no SNC. Tanto macréfagos (Akira, 2011), como a microglia (Saijo et al.,
2011), expressam uma molécula de superficie chamada CD14, que captura e retém o LPS.
Esta por sua vez, ativa o receptor TLR4. Uma pequena molécula secretada, MD2, esta
associada ao TLR4 e é critica na formacdo do complexo de reconhecimento ao LPS. De
maneira geral, com excecao do TLR3, a ativacdo dos TLRs, assim como do TLR4, leva ao
recrutamento da proteina MyD88 e subsequente ativagdo da transcricdo génica de
mediadores inflamatérios induzidos pelas vias do NFKB e das MAP quinases (Akira, 2011;
Hanamsagar et al., 2012). Exemplos destes mediadores sdo os precursores da citocinas IL-1
e IL-18 (pré-IL-1B e proé-IL-18), importantes na sinalizacdo inflamatdéria (figura 1.6)
(Hanamsagar et al., 2012).

Figura 1.6 - Vias de Sinalizagdo do TLR4

—————-

Esquema representativo das vias de sinalizacdo do TLR4. Fonte: Avila et al, 2011 (Avila et al., 2011)

A ativacdo dos inflamassomas, complexo formados por NLRs, ou receptores do tipo
Nod, entre outras proténas (CARD e ASC), responsdvel pela conversao da pré-IL-1B e pro-IL-
18, em IL-1B e IL-18 respectivamente, pela acdo da caspase-1 (Hanamsagar et al., 2012), é
reconhecida como sendo critica para a resposta do hospedeiro aos patdégenos e DAMPs. E
mais ainda, os papéis dos inflamassomas se estendem a carcinogénese, doengas autoimunes
e sindromes metabdlicas (Henao-Mejia et al., 2012). Um estudo recente mostra que os GCs

aumentam tanto a expressdo quanto a funcdo do receptor NRLP3, em cultura primdria e
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linhagem de macréfagos estimulados com ATP, além de aumentar a liberacao de mediadores
pré-inflamatdrios induzidos pelo ATP, como IL-1B, TNF-a e IL-6, efeitos estes dependentes da
presenca dos GRs (Busillo et al., 2011). Esses resultados sugerem um possivel mecanismo
pelo qual os GCs agem como moduladores positivos da resposta inflamatéria.

De fato, sdo cada vez mais comuns trabalhos que sugerem que os GCs ndo sao
uniformemente anti-inflamatdérios e em alguns casos podem até mesmo aumentar alguns
parametros da resposta inflamatéria, principalmente no SNC [revisado em (Sorrells et al.,
2009)]. Alguns resultados de nosso laboratério mostram que o periodo de 14 dias de
estresse cronico imprevisivel potencializa a ativacao do NFKB induzida por LPS, bem como a
expressao de genes pro-inflamatdrios (iNos, il-15, Tnf-a) no cortex frontal e hipocampo,
porém ndo no hipotdlamo ou coracdo de ratos. Foi mostrado também que essa
potencializacdo ocorreu via ativacao dos receptores GR, uma vez que o pré-tratamento com
RU486, a reverteu (Munhoz et al., 2006).

Em estudos posteriores, foram confirmados os efeitos pré-inflamatérios dos GCs
usando um modelo diferente de manipulacdo dos niveis desses hormonios no organismo de
ratos, mostrando que essa a¢do é dependente da dose dos GCs, da cronicidade da exposicao
e da estrutura analisada. Utilizando ratos adrenalectomizados que receberam implante
subcutaneo de pellets com concentracées crescentes de corticosterona (CORT, 15%, 30% e
100%)1 e tratamento posterior com LPS, foi mostrado que os GCs podem diminuir a
expressao de genes anti-inflamatdrios e aumentar a expressao dos pré-inflamatdrios, e que
esse efeito pode ser mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo da via das proteinas MAP
kinase (ERK 1/2, JNK/SAPK e p38) (Munhoz et al., 2010).

Ainda, resultados obtidos pelo grupo do Dr. Sapolsky (Dinkel et al., 2003) mostraram
que altos niveis de GCs (28 pg/dL) aumentam tanto o tamanho da lesdo neuronal em
hipocampo de ratos, causada por acido cainico, como o numero de células inflamatdrias
(neutrdfilos, macréfagos e microglia) e a expressdo de citocinas (TNF-a, IL-1c e IL-13) nessa
regido. E interessante notar que tanto resultados de nosso laboratdrio, quanto aqueles
obtidos pelo grupo do Dr. Sapolsky, sugerem que esses efeitos pro-inflamatdrios/deletérios

dos GCs ndo sdo gerais, e que, em situagOes e estruturas diferentes, esses hormoénios ainda

' 15% CORT geram niveis basais de GCs (aproximadamente 6 ug/dl); 30% e 60% CORT geram niveis de
GCs encontrados em situa¢des de estresse moderado (entre 20 e 28 ug/dl) e 100% CORT geram niveis de GCs
encontrados em situagbes de estresse severo (maiores que 30 ug/dl).
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apresentam sua tradicional acdo anti-inflamatdria, como observado através do tratamento
com RU486, o qual causou aumento na ativacdo do NFKB, tanto no cérebro (cdrtex,
hipotalamo e hipocampo), quanto na periferia (coracdao) de ratos ndo estressados tratados
com LPS. Ainda efeito similar também foi observado no hipotdlamo e coracdo dos ratos
estressados e tratados com LPS (Munhoz et al., 2006).

Levando em consideracdo os varios estudos descritos acima, verificamos em um
modelo in vitro caracterizado em nosso laboratdrio, os efeitos mediados por GCs na
inflamagdo aguda induzida por LPS. Utilizamos culturas mistas de neurénios/células da glia e
enriguecidas de neurdnios, derivadas do cortex frontal de ratos Wistar neonatos, para
verificar a ativacdo do fator de transcricdo NFKB. Além disso, avaliamos a possivel
participagdo das diferentes concentragdes celulares nestes modelos (astrdcitos, microglia e

neurénios) envolvidos nesta resposta.

2 OBIJETIVOS

Neste estudo visamos avaliar os efeitos dos glicocorticoides em alguns aspectos da
resposta inflamatdria induzida por LPS nas diferentes populagdes de células (neurénio,
microglia e astrécitos) primarias de cortex frontal derivadas de ratos Wistar neonatos.

Para tanto, avaliamos:

J 0 padrdo de ativacdo do fator de transcricdo NFKB através do ensaio de EMSA nas
células em cultura na presenga ou na auséncia do pré-tratamento com corticosterona
seguido ou ndo da exposicdo ao LPS;

J a localizagdao desta resposta, se em neurdnios ou em células da glia, através de
ensaios de imunofluorescéncia de dupla marcagdo nas células em cultura na presenca ou na
auséncia do pré-tratamento com corticosterona seguido ou ndo da exposi¢cdo ao LPS;

) o envolvimento dos GR através da utilizacdo do antagonista RU486 ou Mifepristona,

nas situagdes acima descritas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos neonatos da linhagem Wistar, entre 1 e 4 dias de idade (P1-P4)
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (USP). Os procedimentos experimentais seguiram todas as exigéncias descritas no
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade de S3o Paulo e estdo registrados sob o numero 132

(certificado em anexo).

3.2 Culturas Primarias Mistas (Neurdnios/Células da Glia) e Enriquecidas de Neurénios
Fronto-Corticais

As culturas primarias de tecido cortical foram preparadas a partir do protocolo
descrito por Ahlemeyer & Baumgart-Vogt (Ahlemeyer et al., 2005), com algumas
modificagdes. Os animais foram sacrificados por decapitacdao e em seguida foi realizada a
disseccdo do encéfalo e disseccdo do cortex frontal em meio de disseccdo estéril e gelado
(tampdo Hanks: 160 mM de NaCl; 5,3 mM de KCl; 0,44 mM de KH,PO,4 0,33 mM de
Na,HPOy; 5,5 mM de glicose; 4,0 mM de NaHCOs) (Labsynth, Diadema ,SP ,Brasil) acrescido
de antibidticos (penicilina/ estreptomicina, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), em pH 7,4. O
cortex frontal isolado foi mantido por cerca de 10 minutos a 37 °C em solucdo de tripsina
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) a 0,05% e DNAse a 0,001% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA) em tampdo Hanks, para digestdao enzimdtica e depois transferido para o meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Vitrocell) acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB, Vitrocell), 10% de soro de cavalo (SC, Invitrogen), 2 mM de glutamina
(Sigma-Aldrich) onde foi gentilmente triturado mecanicamente com o auxilio de pipeta
Pasteur. As células contidas nessa suspensao foram filtradas em membrana de 70 um
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e plagueadas em placas de cultura multipogos
cobertas por poli-L-lisina 0,01% (Sigma-Aldrich) e mantidas a 37 °C com 5% CO, em
atmosfera umidificada (umidade relativa do ar de 80%) na incubadora. A fim de assegurar

maior uniformidade na densidade de células por poco, foram realizadas contagens do
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numero de células antes do plagueamento, utilizando-se o método de exclusdo por Azul de
Tripan (Sigma-Aldrich) (Strober, 2001).

Culturas mistas de neurdnios/células gliais foram mantidas em DMEM suplementado
com antibidticos, 10% SFB e 10% SC. Para manutengdo deste tipo de cultura, o meio foi
trocado por meio fresco no 22 e 52 dias. Para as culturas enriquecidas de neurénios, apds 24
horas do plagueamento, o meio de cultura foi trocado por meio DMEM suplementado com
antibidticos, 2 mM de glutamina e 2% de suplemento B27 (Life Technologies),
suplementacdo especifica que favorece crescimento neuronal (Velasco et al., 2003). Para
manutencdo deste fendtipo, no quinto dia in vitro (DIV), o meio foi substituido por meio
fresco (DMEM + antibidticos + 2% B27). No 82 DIV, ambos os fendtipos de cultura foram

submetidos aos nossos protocolos de tratamento descritos a seguir.

3.3 Tratamento das Culturas Primarias Corticais

3.3.1 Curva Concentragdo e Tempo Resposta dos Possiveis Efeitos de LPS

Para verificar qual a concentracdo e o tempo do desafio inflamatério com LPS a ser
utilizada, foi feita uma curva de concentracao e tempo-resposta. Em todas as concentracdes
e tempos, culturas celulares foram plagueadas em uma densidade de 1,0 x 10° células/poco
em placas 24-pocos recobertas com poli-L-lisina 0,01% (Sigma).

No 82 DIV, imediatamente antes de cada tratamento, uma solugdo de LPS 1 mg/mL
(Escherichia coli 0111:B4; Sigma-Aldrich) foi diluida em meio de cultura apropriado ao
modelo (DMEM + 2% SFB + 2% SC para as culturas mistas e DMEM + 2% B27 para as culturas
enriquecidas) para concentracdes correspondentes de 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1 pug/mL, 10
pug/mL e 100 pg/mL. Em cada preparacao, foi adicionado 20 mM de cloreto de potassio (KCl)
para aumentar a toxicidade do LPS (Chang et al., 2000; Lehnardt et al., 2003), e este foi
mantido por 30 minutos, 1 e 2 horas. Grupos controle foram mantidos do mesmo modo,
com adicdo de solugdo salina balanceada (PBS, veiculo: 135 mM de NaCl, 1,3 mM KCl, 0,5
mM KH,PO,4 e 3,2 mM de Na,HPO,) e também com adi¢ao de 20 mM de KCIl. Em seguida, o
meio de cultura foi substituido por meio fresco sem LPS e as células foram submetidas ao

teste de viabilidade avaliada pelo kit CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega,Madison,
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WI, EUA) (figura 4.1). Para este experimento, foram utilizadas de 6 a 8 culturas
independentes em, no minimo, quadruplicata para cada tratamento.

Figura 3.1 - Esquema Experimental da Curva de Concentracdo e Tempo Resposta dos
Possiveis Efeitos de LPS
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3.3.2 Curva Concentragdo e Tempo Resposta dos Possiveis Efeitos de LPS Apds o Pré-
tratamento com Corticosterona

Para verificar os possiveis efeitos do pré-tratamento com corticosterona (CORT)
sobre a curva de concentracdo resposta ao LPS, culturas primarias corticais mistas ou
enriquecidas foram realizadas como descrito no item anterior. No 82 DIV, as células foram
pré-tratadas com veiculo (1% etanol) (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA) ou CORT (Sigma)
1 uM por 24 horas em meio apropriado ao modelo. Em seguida, o meio foi removido e as
células foram mantidas em meio de cultura adicionado ou ndo de veiculo (PBS) ou LPS,
adicionados de 20 mM de KCI, nas mesmas concentragdes e nos mesmos tempos
mencionados no item anterior. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por meio de
cultura fresco sem LPS e 20 mM de KCl e as células foram submetidas ao teste de viabilidade
avaliada pelo kit CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega) (figura 3.2). Para este
experimento, foram utilizadas de 8 culturas independentes em, no minimo quadruplicata
para cada tratamento.

Figura 3.2 - Esquema Experimental da Curva de Concentracdo e Tempo Resposta dos
Possiveis Efeitos de LPS Apds o Pré-tratamento com Corticosterona

Culturas
Primarias

30, 1he 2h

Ensaio

N -
O i : |




37

3.3.3 Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona na ativa¢do do fator de transcrigdo
NFKB induzida por LPS em Culturas Primdrias Corticais

Para verificar os efeitos do tratamento prévio com CORT na ativacao do fator de
transcricdio NFKB induzida pelo LPS, as culturas celulares foram plaqueadas em uma
densidade de 1,0 x 10° células/poco em placas 6-pogos recobertas com poli-L-lisina 0,01%.
No 82 DIV, as células foram pré-tratadas com veiculo (1% etanol) ou CORT 1 uM por 24 horas
em meio apropriado. Em seguida, o meio foi removido e as células foram mantidas, em meio
de cultura apropriado para cada modelo, adicionados do veiculo (PBS) ou LPS 10 pg/mL,
adicionado 20 mM de KCI, por 1 hora. Grupos controle foram tratados do mesmo modo,
com adicdo de PBS e também com adicdio de 20 mM de KCl (figura 3.3). Para este
experimento, foram utilizadas 8 culturas provenientes de neonatos de diferentes ninhadas,
nos quais dois pogos/placa formaram uma amostra para cada tratamento.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, lotes diferentes de células foram utilizados e
as células foram tratadas do mesmo modo que descrito acima. Para estes experimentos,
foram utilizadas 3 culturas independentes, em triplicata para cada tratamento (figura 3.3).

Figura 3.3 - Esquema Experimental do Pré-Tratamento com Corticosterona na ativa¢do do
fator de transcricdo NFKB induzida por LPS
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3.3.4 Curva de Concentragcdo Resposta da Corticosterona na Ativa¢do do Fator de
Transcri¢do NFKB Induzida por LPS em Culturas Primadrias Corticais

Culturas 82DIV SRl e

Com KCl 20mM

Para verificar os efeitos de diferentes concentracbes de CORT sobre a ativacdo do
fator de transcricdo NFKB induzidos pelo LPS, as células foram pré-tratadas com
concentragOes crescentes de CORT. De igual modo ao item anterior, as culturas celulares
foram plagueadas em uma densidade de 1,0 x 10° células/pogo em placas 6-pocos
recobertas com poli-L-lisina 0,01%. No 82 DIV, as células foram pré-tratadas com veiculo (1%
etanol) ou CORT 10 nM, 100 nM ou 10 uM por 24 horas em meio apropriado a cada modelo.
Em seguida, o meio foi removido e as células foram mantidas em meio de cultura apropriado

adicionado de veiculo (PBS) ou LPS 10 pug/mL por 1 hora, adicionados de 20 mM de KClI
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(figura 3.4). Para este experimento, foram utilizadas 5 culturas independentes, nos quais
dois pogos/placa formaram uma amostra para cada tratamento.

Figura 3.4 - Esquema Experimental da Curva de Concentragao Resposta da Corticosterona na
Ativacdo do Fator de Transcricdo NFKB Induzida por LPS
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3.3.5 Efeitos da adi¢do de RU486 ao Pré-Tratamento com Corticosterona na Ativagéo do
Fator de Transcri¢éio NFKB Induzida por LPS em Culturas Primdrias Corticais

Para verificar os efeitos da adicdo do antagonista de receptores GR ao pré-
tratamento com corticosterona na ativacao do fator de transcricdo NFKB induzida por LPS
em ambos os modelos de cultura, as células foram plaqueadas de igual modo aos itens
anteriores. No 82 DIV, as células foram pré-tratadas com veiculo (1% etanol) ou CORT 1 uM
por 24 horas, na presenga ou auséncia de RU486 (Mifepristona = 98%, Sigma-Aldrich) 10 uM
em meio apropriado a cada modelo. Em seguida, o meio foi removido e as células foram
tratadas com meio de cultura apropriado adicionado ou ndo de veiculo (PBS) ou LPS 10
ug/mL por 1 hora, adicionados de 20 mM de KCI (figura 3.5) . Para este experimento, foram
utilizadas 3 a 4 culturas independentes, nos quais dois pogos/placa formaram uma amostra
para cada tratamento.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, lotes diferentes de células foram utilizados e
as células foram tratadas do mesmo modo descrito acima. Para estes experimentos, foram
utilizadas 3 culturas independentes, em triplicata para cada tratamento (figura 3.5).

Figura 3.5 - Esquema Experimental da adicdo de RU486 ao Pré-Tratamento com
Corticosterona na Ativacao do Fator de Transcricdao NFKB Induzida por LPS
[ RU486 10 uM + CORT 1uM ]
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3.4 Ensaio de Viabilidade (CellTiter-Blue® Cell Viability Assay)

A viabilidade celular apds os tratamentos com LPS e Corticosterona seguido de LPS
foi avaliada pela atividade metabdlica das células em cultura medida pelo kit CellTiter-Blue®
Cell Viability Assay (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. Esse € um ensaio
de fluorescéncia que permite mensurar o numero de células mortas em uma populacdo de
células. Este kit utiliza o indicador corante resazurina para medir a capacidade metabdlica
das células, provavelmente através da mensuracdo do metabolismo aerdbio celular (O'Brien
et al., 2000) — um indicador de viabilidade celular. As células vidveis retém a habilidade de
reduzir resazurina para resorufina, que é altamente fluorescente, enquanto que, as células
nao vidveis, perdem esta fun¢do. Para cada poc¢o de uma placa de 24 pogos ou 48 pogos, o
reagente foi adicionado para uma concentracdo final de 10%, em meio de cultura sem LPS
ou KCl como descrito anteriormente. A leitura da fluorescéncia foi realizada 2,5 horas apds
adicdo do mesmo. Para leitura e analise de fluorescéncia, foi utilizado o equipamento
Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Winooski, VT, USA). A viabilidade celular
foi calculada como percentagem dos pocgos-controles e os resultados foram expressos como
média * erro padrdao da média. A diminuicdo na viabilidade celular, em nosso modelo

experimental, foi interpretada como morte celular.

3.5 Imunofluorencéncia para a Subunidade RELA do NFKB e para o Receptor TLR4

Para os ensaios de imunofluorencéncia, as células (1 x 10* célula/poco) foram
plagueadas em laminulas de boro-silicato recobertas com poli-L-lisina e mantidas em meio
apropriado para cada modelo celular. O método utilizado foi baseado no método descrito
por Piccioli et al., (Piccioli et al., 2001) com modificacdes.

Apds os tratamentos anteriormente descritos (figuras 3.3 e 3.5), as células corticais
foram lavadas com PBS e entdo fixadas com metanol 100% (Labsynth) por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds sucessivas lavagens com PBS, as mesmas foram incubadas com
40 mM de glicina-PBS por 5 minutos, e novamente lavadas com PBS. A seguir, as células
foram incubadas com soro de bloqueio (5% de soro de jumento + 0,05% Triton X-100 em
PBS) (Sigma-Aldrich) durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as células

foram incubadas com anticorpo primario (MAP2, GFAP, lectina-FITC, IBA, anti-RELA ou anti-
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TLR4) diluido em soro de bloqueio e deixadas overnight a 4 °C ao abrigo da luz. A seguir, as
células foram lavadas com PBS (3 vezes por 10 minutos com PBS) e incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz com anticorpo secundario (AlexaFluor 594;
AlexaFluor 488; 1:2.000, Invitrogen) diluido em PBS + 0,05% Triton X-100, exceto para as
células incubadas com lectina-FITC. Finalmente, as laminulas contendo as células foram
incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente com DAPI (Sigma-Aldrich) (1:100.000,
diluido em PBS + 0,05% Triton X-100), lavadas novamente com PBS, montadas em lamina
com Fluoromount-G (Southern Biotech, PA, EUA) e seladas com esmalte, ou com PVA -Dabco
(Sigma-Aldrich).

Os neuronios corticais frontais foram marcados com o anticorpo contra proteina
associada a microtubulos 2 (anti-MAP2, 1:1000, Sigma-Aldrich). Os astrécitos foram
marcados contra GFAP, uma proteina do filamento intermedidrio, restrita aos astrdcitos,
com o anticorpo anti-GFAP (1:1000, Sigma-Aldrich). A microglia foi marcada com lectina de
tomate (Lectina de Lycopersicon esculentum (tomate)-FITC conjugada, 1:1500, Sigma-
Aldrich) ou com o anticorpo anti-IBA1 (1:1000, Sigma-Aldrich). Ainda, foi utilizado anticorpo
especifico para o subunidade proteica RELA (p65) do fator de transcricao NFKB (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) e também para o receptor Toll-like 4 (1:500,Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, EUA ). No ultimo caso, somente grupos controle foram
submetidos ao ensaio de imunofluoréncia para TLR4.

As células foram observadas com auxilio de microscépio de fluorescéncia Nikon
Eclipse 80i (Nikon Instruments Inc., NY, EUA). As imagens foram capturadas pela Nikon
Digital Camera DXM 1200C e analisadas pelo software de Imagem NIS-Elements Advanced
Research 2.30 (Nikon Instruments). Foram fotografados com aumento de 40X dez campos
visuais por laminula (no total de trinta fotos), escolhidos ao acaso, para cada tratamento de
trés culturas diferentes. As células foram contadas com o auxilio do programa Imagel (Image
Processing and Analysis in Java, NIH, MD, EUA).

Para os experimentos onde houve tratamento das células (RU486, CORT e/ou LPS),
foi considerada a porcentagem de células positivas para cada fendtipo celular (neurénios,
astrocitos e microglia) e foi calculada a razdo entre média do numero total de nucleos
celulares apresentando a proteina RELA (“positivos”) e a média do numero de células

apresentando seus respectivos anticorpos (figura 3.6).
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Figura 3.6 - Esquema representativo do padrao de contagem dos nucleos celulares
RELA DAPI RELA
Negativo para localizacédo
nuclear RELA

-
Positi "
. - - ositivo para localizagdo
nuclear RELA

Imagens representativas ilustrando padrdo de contagem dos nucleos com localizagdo nuclear de RELA
(positivos) e sem localizagdo nuclear de RELA (negativos). As setas exemplificam os nucleos celulares. Recorte
amplificado das fotomicrografias realizadas neste projeto.

3.6 Ensaio do Retardamento da Mobilidade Eletroforética em Gel de Poliacrilamida

(EMSA)

Para os ensaios de EMSA, as células (1 x 10° células/poco), apds os tratamentos,
foram coletadas em PBS (solucdo salina balanceada) gelado acrescido de inibidores de
proteases e fosfatases (2 pg/mL leupeptina; 2 pug/mL antipaina; 0,5 mM PMSF; 3 mM
pirofosfato de sédio; 3 mM fluoreto de sddio e 5 mM B-glicerofosfato) (Sigma-Aldrich) e
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet

foi armazenado a -80 °C para posterior lise e extracao nuclear.

3.6.1 Extragdo das Proteinas Nucleares

O pellet de células foi ressuspendido em tampao de lise (10 mM HEPES; 1,5 mM
MgCly; 10 mM KCI; 2,5 pg/mL leupeptina; 2,5 pg/mL antipaina; 0,5 mM PMSF; 3 mM
pirofosfato de sédio; 3 mM fluoreto de sédio, 5 mM B-glicerofosfato, 0,1 mM EDTA e agua)
(Sigma-Aldrich) e incubado em gelo durante 15 minutos. Foi adicionado em seguida 10 pulL de
NP-40 (Sigma-Aldrich) a 5% com agitacdo vigorosa, centrifugando-se a 13.000 xg por 30
segundos a 4 °C. O sobrenadante, considerado a fracao citosdlica, foi coletado em outro
tubo e armazenado em -80 °C. Em seguida o pellet foi ressuspendido em tampao de extracao
nuclear (20 mM HEPES; 1,5 mM MgCl,; 300 mM NaCl; 2,5 pug/mL leupeptina; 2,5 pg/mL
antipaina; 0,5 mM PMSF; 20 mM pirofosfato de sédio; 30 mM fluoreto de sddio, 5 mM B-

glicerofosfato, 0,25 mM EDTA, 25% glicerol e dgua) (Labsynth;Sigma-Aldrich) e incubado com
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agitacdo por 20 minutos em gelo, centrifugando-se a 13.000 xg por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante, contendo a fragao nuclear, foi coletado em outro tubo e armazenado em -80

°C para posterior dosagem de proteina.

3.6.2 Determinagdo da Concentragdo de Proteinas

A dosagem foi realizada através do método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando
reagente da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA) e subsequente medicdo da
absorbancia no comprimento de onda de 595 nm no equipamento Synergy HT Multi-Mode
Microplate Reader (BioTek). A comparagdo com uma curva padrdo de albumina (Bio-Rad

Laboratories) forneceu a concentragdo de proteinas presente nas amostras.

3.6.3 Marcagdo da Sonda

Todos os reagentes utilizados foram provenientes da empresa Promega (Madison,
WI, EUA), exceto quando especificado o fabricante.

O oligonucleotideo de DNA contendo a sequéncia consenso para o fatores de
transcrigdo NFKB (5’- AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C - 3’) foi marcado com a adigdo de -
32P-ATP numa solucdo contendo Tampao T4 quinase, T4 quinase e dgua, nas concentracoes
de: 3,5 pmol de oligonucletideo, 1 U/uL de T4 quinase, 1 uL de y-32P-ATP (3 Ci/mmol), 1 pL
de tampao T4 Kinase Buffer (10 X) em 10 pL de volume de reacdo. Apds incubacdo a 37 °C
por 10 minutos, o excesso de y-32P-ATP foi retirado com resina Sephadex G-25. As colunas
(Microspin G-25) foram colocadas em um tubo de micro centrifuga e submetidos a
centrifugacdo a 3000 rpm por 1 minuto. A coluna foi entdo transferida para um novo tubo e
todo o volume da sonda marcada foi aplicado no centro da resina. Apds centrifugacdo, o
eluato contendo a sonda foi recolhido, e no dia do ensaio, a atividade da sonda foi

determinada. No ensaio, foi utilizado sonda com atividade de 25000 cpm/pLL.

3.6.4 Reacgdo de Ligagdo e Corrida do gel

A um tubo de microcentrifuga foram adicionados: 4 pL de tampao de ligacdo 5X

(MgCI2 5 mM; EDTA 2,5 mM; DTT 2,5 mM; NaCl 300 mM; Tris-HCI 50 mM pH 7,5; Poly-dIdC



43

0,25 pg/uL; glicerol 20%) (Sigma-Aldrich); extrato nuclear em quantidade suficiente para 2
ug de proteina para as culturas mistas e 6 ug de proteina para as culturas enriquecidas, e
agua milliQ. A reacdo ocorreu por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo, 0s
tubos contendo o meio de reacdo foram colocados em gelo e 1 uL da sonda marcada (25.000
cpm) foi adicionado. A rea¢do ocorreu por 30 minutos em temperatura ambiente. A corrida
foi visualizada pela adicdo de 1 pL de Azul de Bromofenol ao controle negativo, sem o
extrato nuclear. Apds esse tempo, o conteldo total do meio de reacdo foi aplicado no gel de
poliacrilamida 5,5% [acrilamida/bisacrilamida (37,5:1)] e submetido a eletroforese por
aproximadamente 2 horas a 150- V em tampao de corrida 0,5 x TBE (1 X TBE = Tris 90 mM,
Acido Bérico 90 mM, EDTA 1 mM) (Labsynth; Sigma-Aldrich). Ao final da corrida, o gel foi
secado a vacuo em 80 °C por aproximadamente 2h e exposto ao filme radiografico (RX-A, IBF
— Medix, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A exposicao ocorreu por 2 a 7 dias, mistas e enriquecidas,
respectivamente, a -80 °C.

Para os ensaios de competicdo especifica ou inespecifica, o extrato nuclear foi
incubado com excesso de oligonucleotideo ndo-marcado, 20 minutos antes da adi¢ao do
oligonucleotideo marcado. Para a competicao especifica foi utilizada a mesma seqiiéncia do
oligonucleotideo marcado 10 vezes em excesso. Para a competicdo inespecifica foi utilizada
a seqliéncia para o fator de transcricdo TFIID (5 — GCA GAG CAT ATA AGG TGA GGT AGG A —

3’) 10 vezes em excesso.
3.6.5 Revelagdo e Andlise

Os filmes foram revelados em sala escura em maquina de revelagdo automatica
Hyper Processor (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). As imagens foram
fotocopiadas digitalmente em resolugao 600 dpi e a densidade éptica das bandas foi
analisada com auxilio do programa Image J (Image Processing and Analysis in Java). Os dados
de densidade dptica foram normalizados como percentagem dos grupos controles e os

resultados foram expressos como média * erro padrdo da média.

3.7 Andlise dos Resultados

As diferencas entre os grupos experimentais e os grupos controles foram detectadas

por analise de variancia (ANOVA) de um critério seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls , e
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de dois critérios (Mista X Enriquecida) seguidos pelo pds-teste de Bonferroni para as
comparagles entre os modelos de cultura nos ensaios de imunofluorescéncia. Valores para
p < 0.05 foram adotados como estatisticamente significativos. Ainda, utilizamos a estatistica
descritiva para obtencdo de médias e erro padrdao da média. Todas as andlises foram
realizadas no programa GraphPad Prism para Windows versao 5.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA www.graphpad.com).

4 RESULTADOS

4.1 Composi¢do Celular de Culturas Primdarias Mista de Neurdnios/Células da Glia e
Enriquecidas de Neuronios Derivadas de Cdrtex Frontal de Ratos Neonatos

Utilizando protocolo descrito anteriormente, as culturas mistas neurénios/células da
glia derivadas de cértex frontal foram compostas por 6,2 + 0,44% de neurdnios; 22,65 +
0,91% de microglia e 72,6 + 5,63% de astrdcitos. Para as culturas denominadas enriquecidas
de neuronios, a populacdo celular foi composta por 75,47 + 2,79% de neurbnios; 8,04 +
0,51% de microglia e 15,77 £ 0,43% de astrdcitos (figuras 4.1 e 4.2).

Figura 4.1 - Composicdo Celular das Culturas Primarias Mistas de Neurdnios/Células da Glia e
Enriquecidas de Neurbnios Derivadas de Cértex Frontal.
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Resultados expressos em nimero de células imunorreativas (% do total marcado com DAPI) + erro padrdo da

média. **p < 0,01, comparagdo dos marcadores entre os modelos de culturas (teste t Student). Fonte: LOPES,
. ~ 2

D.C.F, 2010 (Comunicacdo Pessoal)

2 Informacgdo fornecida por Dielly C.F.Lopes, apresentada no Congresso Brasileiro de Farmacologia e

Terapéutica Experimental, 2010.
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Figura 4.2 - Caracterizacdo Imunocitoquimica das Culturas Primarias Mistas de
Neurdnios/Células da Glia e Enriquecidas de Neurdnios Derivadas de Cortex
Frontal.

Fotomicrografias ilustrando o padrdo fenotipico de culturas primarias mistas de neurdnios/células da glia (A, C
e E) e culturas primarias enriquecidas de neurdnios (B, D e F) derivadas de coértex frontal de ratos neonatos
Wistar. Padrdo de marcagdo imunofluorescente com anticorpos anti-MAP2 (A e B, vermelho), anti-GFAP (A e B,
verde; E e F, vermelho), anti-IBA-1 (C e D, vermelho) e anti-lectina (E e F, verde), além da fluorescéncia
marcada por DAPI (azul). As setas indicam neurdnios (A, E e F). Escala = 100 um. Fonte: LOPES, D.C.F, 2010
(Comunicagdo pessoal)3

3 Informacdo fornecida por Dielly C.F.Lopes, apresentada no Congresso Brasileiro de Farmacologia e
Terapéutica Experimental, 2010.
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4.2 Caracterizacdo dos Receptores TLR4 nas Culturas Primdrias Corticais Mistas de
Neurdnios/Células da Glia e Enriquecidas de Neurénios

Apds caracterizarmos a composicao celular das culturas primdria derivadas de ratos
neonatos obtidas com o protocolo descrito no item 3.2, verificamos através do ensaio de
imunofluorescéncia de dupla marcagao, se as células corticais em cultura expressavam os
receptores TLR4, o receptor para o LPS.

Como pode ser observado na figura 4.3, as microglias em cultura, em ambos os
modelos, mas especialmente em cultura mista, expressam o receptor TLR4. Os neurdnios em
cultura, embora a intensidade da marcacdo seja um pouco menor do que aquela observada
na microglia, também apresentam imunoreatividade para o receptor TLR4 em ambos
modelos (figura 4.4). Em contrapartida, para os astrdcitos, em nossos modelos de cultura,
ndao observamos imunoreatividade para o receptor TLR4, independente do modelo de

cultura analisado (mista e enriquecida) (figura 4.5).

Figura 4.3 — Expressao dos receptores TLR4 em Microglia de Culturas Primarias Mistas de
Neurénios/Células da Glia e Enriquecidas de Neurdnios Derivadas de Cdrtex
Frontal.

Mistas

Enriquecidas

Fotomicrografias ilustrando padrdo expressdao dos receptores TLR4 em microglia de culturas primarias mistas
de neurdnios/células da glia (painéis superiores) e enriquecida de neurdnios (painéis inferiores) derivadas do
cortex frontal de ratos neonatos Wistar. Padrao de marcagao imunofluorescente com lectina de tomate
conjugada a FitC (verde), anticorpos anti-TLR4 (vermelho) e marcagdo nuclear com DAPI (azul). As setas
exemplificam microglia com marcagao positiva para TLR4. Escala = 100 um.
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Figura 4.4 — Expressdo dos receptores TLR4 em Neurénios de Culturas Primarias Mistas de
Neurénios/Células da Glia e Enriquecidas de Neur6nios Derivadas de Cortex
Frontal.

Mistas

Enriquecidas

Fotomicrografias ilustrando padrdao de expressdao dos receptores TLR4 em neurdnios de culturas primarias
mistas de neurdnios/células da glia (painéis superiores) e enriquecida de neurdnios (painéis inferiores)
derivadas do cdrtex frontal de ratos neonatos Wistar. Padrdo de marcagao imunofluorescente com anticorpos
anti-MAP2 (verde), anti-TLR4 (vermelho) e marcacdo nuclear com DAPI (azul). As setas exemplificam neurénios
com marcagao positiva ara TLR4. Escala = 100 um.
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Figura 4.5 — Expressao dos receptores TLR4 em Astrdcitos de Culturas Primarias Mistas de
Neurénios/Células da Glia e Enriquecidas de Neurdnios Derivadas de Cortex

Frontal.

Mistas

Enriquecidas

Fotomicrografias ilustrando padrdao de expressdo dos receptores TLR4 em astrdcitos de culturas primdrias
mistas de neurdnios/células da glia (painéis superiores) e enriquecida de neurdnios (painéis inferiores)
derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. Padrdo de marcagdo imunofluorescente com anticorpos
anti-GFAP (verde), anti-TLR4 (vermelho) e marcag¢do nuclear com DAPI (azul). Escala =100 um.

4.3 Curva de Concentragdao e Tempo-Resposta para o Efeito do LPS na Viabilidade Celular
de Culturas Primarias Corticais Mistas de Neurdnios/Células da Glia e Enriquecidas de
Neuronios

Para verificar se a exposi¢cdo a concentragdes e/ou tempo crescentes ao LPS,
modificava a viabilidade das células em cultura, as mesmas foram tratadas no 82 DIV, como
descrito no item “Materiais e Métodos”.

Utilizando o método para mensurar a viabilidade celular baseado na redug¢do de
resazurina pelas células viaveis (Ce//Titer-Blue® Cell Viability Assay), verificamos que a
exposicdo ao LPS, em periodos de tempos que variaram entre 30 minutos a 2 horas,
independentemente da concentragao de LPS e dos modelos de culturas testados, nao foi

capaz de diminuir a viabilidade celular (figura 4.6A e 4.6B).
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Figura 4.6 — Curva de Concentracdo e Tempo-Resposta para o Efeito do LPS na Viabilidade
Celular de Culturas Primarias Corticais Mistas de Neurdnios/Células da Glia e

Enriquecidas de Neurdnios
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Efeitos da administragdo de diferentes concentragdes de LPS (10 ng/mL — 100 pug/mL) em diferentes tempos de
exposi¢do (30 min. — 2 h), sobre a viabilidade celular mensurada pela redugdo da resazurina de culturas mistas
de neurdnios/células da glia (A) e culturas enriquecidas de neurénios (B) derivadas de cértex frontal de ratos
neonatos Wistar. Resultados expressos em porcentagem do grupo controle (veiculo) + erro padrdao da média,
de 7 experimentos independentes em quadruplicata. (ANOVA um critério, p > 0.05).

4.4 Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona Seguido de LPS na Viabilidade Celular
de Culturas Primarias Corticais Mistas de Neurdnios/Células da Glia e Enriquecidas de
Neuronios.

Para verificar se o tratamento prévio por 24 horas com o veiculo (etanol a 1%) ou
Corticosterona 1 uM (CORT), seguido do tratamento com concentra¢des e/ou tempo
crescentes ao LPS modificava a viabilidade das células em cultura, as mesmas foram
tratadas, no 82 DIV, como descrito no item “Materiais e Métodos”. A concentracao de CORT

foi escolhida baseada nos estudos realizados in vitro (Munhoz, 2007; Unemura et al., 2012),



50

levando em conta a diferenca de afinidade deste agonista para GR e MR. Nesta
concentragao, espera-se que haja saturagao do GR.

Utilizando o método da rezasurina, observamos que a exposicdo prévia a CORT das
culturas mistas de neurdnios/células da glia diminuiu a viabilidade das células em cultura
quando expostas a concentragoes crescentes de LPS (10 ng/mL a 100 pg/mL) por 30 minutos
ou quando expostas a concentracdes de LPS superiores a 1 pg/mL pelo tempo de 1 hora
(figura 4.7).

Figura 4.7 - Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona seguido do LPS na Viabilidade
Celular de Culturas Primdrias Corticais Mistas de Neurdnios/Células da Glia
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Efeitos do pré-tratamento com CORT (1 uM — 24 h) seguido do tratamento com diferentes concentracdes de
LPS (10 ng/mL — 100 pg/mL), em diferentes tempos de exposi¢do (30 min. — 2 h) sobre a viabilidade celular
mensurada pela redu¢do da resazurina de culturas mistas de neurénios/células da glia derivadas de coértex
frontal de ratos neonatos Wistar. Resultados expressos em porcentagem do grupo controle (veiculo) * erro
padrdo da média de 6 experimentos independentes em quadruplicata. *p < 0.5 e **p < 0.01 vs respectivos
grupos controles (ANOVA um critério, seguido de pds-teste Newman-Keuls)

Ja nas culturas enriquecidas de neurénios, a exposicao prévia a CORT seguido ou ndo
do tratamento com LPS ndo resultou em diminuicdo da viabilidade celular em nenhuma

concentragdo de LPS e em nenhum dos tempos de exposicao testados (figuras 4.8).
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Figura 4.8 - Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona seguido de LPS na Viabilidade
Celular de Culturas Primarias Corticais Enriquecidas de Neuroénios
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Efeitos do pré-tratamento com CORT (1 uM — 24 h) seguido do tratamento com diferentes concentracdes de
LPS (10 ng/mL — 100 ug/mL), em diferentes tempos de exposi¢cdo (30 min. — 2 h), sobre a viabilidade celular
mensurada pela reducdo da resazurina de culturas enriquecidas de neurdnios derivadas de cortex frontal de
ratos neonatos Wistar. Resultados expressos em porcentagem do grupo controle (veiculo) + erro padrao da
média de 6 experimentos independentes em quadruplicata. (ANOVA um critério, p > 0.05).

4.5 Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona na Ativagao do Fator de Transcricao
NFKB Induzida por LPS em Culturas Primarias Corticais

Como vimos que a CORT foi capaz de alterar a viabilidade das células em cultura
somente quando expostas ao LPS, e dados de nosso laboratério mostraram que a CORT
nesta concentracdo foi capaz de potencializar a ativacdo do NFKB induzida por LPS (10
ug/mL, 2 horas) em células de cultura primaria mista de embrides de ratos, porém ndo em
culturas enriquecidas de neurénios (Munhoz, 2007), decidimos avaliar se o0 mesmo ocorria
em células em cultura provenientes de ratos neonatos apds 1 hora de exposi¢cdo ao LPS,
tempo em que foi observado reducdo da viabilidade celular descrita anteriormente.

Como pode ser observado na figura 4.9, o LPS foi capaz de ativar o fator de
transcricdo NFKB apenas em células de culturas mistas (figura 4.9A) e a exposicao prévia a
CORT nao foi capaz de alterar essa ativacdo, ou seja, embora ndo tenhamos observado um
efeito potencializador da CORT na ativacdo do NFKB induzida por LPS, este hormoénio
também nao foi capaz de diminuir ou bloquear ativacdo do NFKB induzida por LPS, um dos

mecanismos classicos pelos quais os glicocorticoides exercem seus efeitos anti-inflamatdrios.
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E importante destacar que somente a exposi¢cdo a CORT n3o alterou a atividade do NFKB em
ambos os modelos de cultura, quando comparados ao grupo controle.

A figura 4.10 mostra a especificidade do ensaio quanto a ligacdo a sonda marcada
para o NFKB.

Figura 4.9 - Efeitos do Tratamento Prévio com CORT seguido de LPS na Ativacao do Fator de
Transcricdo NFKB em Cultura Mista de Neurdnios/Células da Glia e Enriquecida
de Neurdnios
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Efeitos do pré-tratamento com CORT 1 puM (24h) seguido pelo tratamento com LPS (10 pg/mL - 1 hora) na
ativagdo do fator de transcricido NFKB em culturas primarias mistas de neurdnios/células da glia (A) e
enriquecidas de neurdnios (B) derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A esquerda) Imagem
representativa dos experimentos de EMSA. (A direita) Andlise densitométrica da banda indicada e
representada a esquerda. O grafico representa resultados expressos em porcentagem do controle + erro
padrdo da média de 8 experimentos independentes.*p <0.05 vs CONT EtOH (ANOVA um critério, seguido de
pos-teste Newman-Keuls).

Figura 4.10 - Ensaio de Competicao Especifica e Inespecifica do Fator de Transcricio NFKB
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Ensaios de Competicdo Especifica e Inespecifica do Fator de Transcricdo NFKB em culturas primdarias mistas de
neurdnios/células da glia derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. Para a competicdo especifica foi
utilizado excesso de oligonucleotideo ndo-marcado (NFKB) com a mesma sequéncia do oligonucleotideo. Para a
competicdo inespecifica foi utilizada excesso da sequéncia para o fator de transcricdo TFIID. Imagem
representativa de 3 experimentos independentes de EMSA.
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4.6 Curva de Concentracao-Resposta da Corticosterona na Ativacao do Fator de
Transcricdo NFKB Induzida por LPS em Culturas Primarias Corticais.

Devido a diferenca das afinidades dos MR e GR a CORT, como mencionado na
Introducdo, decidimos avaliar se concentracdes maiores (10 puM) ou menores (10 — 100 nM)
deste hormoOnio eram capazes de modular, de maneiras distintas, a ativacdo do NFKB
induzida por LPS. Desta maneira, culturas mistas de neurénios/células da glia e enriquecidas
de neurdnios foram pré-tratadas por 24 horas com concentracdes crescentes de CORT
seguidas ou n3o pela exposicdo a 10 pg/mL de LPS. Como mostram as figuras 4.11 e 4.12, o
LPS foi capaz de ativar o fator de transcricio NFKB somente nas células das culturas mistas
de neurdnios/células da glia (figura 4.11). Nas células previamente expostas a concentragoes
crescentes de CORT e que foram incubadas com LPS, apesar de ser possivel observar uma
diminuicdo na intensidade da banda em filme radiografico nos grupos CORT 100 nM + LPS e
CORT 10 pM + LPS quando comparado ao grupo LPS, os valores obtidos pela andlise
densitométrica das bandas ndo mostraram-se estatisticamente diferentes. Nas células das
culturas enriquecidas de neurdnios, nem a exposi¢cdo ao LPS ou a concentrac¢des crescentes
de CORT foram capazes de ativar o NFKB (figuras 4.11 e 4.12).

Figura 4.11 - Efeitos de Diferentes Concentracdes de CORT na Ativacdo do NFKB Induzida por
LPS em Culturas Mistas de Neurdnios/Células da Glia.
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Efeitos de diferentes concentragdes (curva concentragao resposta) de CORT (10 nM, 100 nM e 10 uM, 24 h)
seguida pelo tratamento com LPS (10 pg/mL - 1 hora) na ativagdo do fator de transcricio NFKB em culturas
primdrias mistas de neurdnios/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A
esquerda) Imagem representativa dos experimentos de EMSA. (A direita) Andlise densitométrica da banda
indicada e representada a esquerda. O grafico representa resultados expressos em porcentagem do controle +
erro padrdo da média de 5 experimentos independentes. *p <0.05 vs CONT EtOH (ANOVA um critério, seguido
de pds-teste Newman-Keuls).
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Figura 4.12 - Efeitos de Diferentes Concentra¢des de CORT na Ativacao de NFKB Induzida por
LPS em Culturas Enriquecidas de Neurdnios.
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Efeitos de diferentes concentragGes ( curva concentragdo resposta) de CORT (10 nM, 100 nM e 10 uM, 24 h)
seguida pelo tratamento com LPS (10 pg/mL - 1 hora) na ativagdo do fator de transcricio NFKB em culturas
primarias enriquecidas de neurénios derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A esquerda)
Imagem representativa dos experimentos de EMSA. (A direita) Anélise densitométrica da banda indicada e
representada a esquerda. O grafico representa resultados expressos em porcentagem do controle * erro
padrdo da média de 5 experimentos independentes (ANOVA um critério).

4.7 Efeitos da adicdo de RU486 ao Pré-Tratamento com Corticosterona na ativacao do
fator de transcricao NFKB induzida por LPS em Culturas Primarias Corticais

Para verificar o envolvimento dos GR nos efeitos da CORT na ativacao do fator de
transcricdo NFKB induzida por LPS (item 4.5), ambos os modelos de cultura foram expostos
ao antagonista deste receptor, o RU486 10 uM (Mifepristona), concomitantemente a CORT
(1 uM, 24 h) seguido ou ndo de LPS 10 pg/mL (figura 4.13). A concentracdo de RU486 foi
escolhida baseada nos estudos realizados por Behl et al., (Behl et al., 1997).

A adicdo do antagonista GR levou ao aumento da ativacdo do fator de transcricao
NFKB no grupo RU486 + CORT + LPS nas culturas mistas de neurénios/células da glia (figura
4.13A). Apesar de ser possivel observar um aumento na intensidade da banda no grupo
RU486 LPS quando comparado ao controle em filme radiogréfico, os valores obtidos pela
analise densitométrica das bandas ndo foram estatisticamente diferentes. Ao compararmos

0s numeros absolutos de ativacdo/translocacdo dos grupos CORT+LPS (figura 4.9A) e RU486



56

CORT+LPS (figura 4.13A), de 305,52 + 74,34% e 348,52 + 81,22%, respectivamente, nao
observamos diferengas na ativagao.

N3o houve alteracdo na ativacao (ligacdo ao DNA) do fator de transcricdo NFKB com a
adicdo do antagonista de GR a corticosterona seguida ou ndo de LPS nas culturas
enriquecidas de neurdnios (figura 4.13B), sugerindo que o bloqueio destes receptores nao
altera o padrdo ativacdo do NFKB neste modelo de cultura e nestas condicbes
experimentais.

Também é importante destacar que a exposicao ao RU486, como também ao RU486
+ CORT ndo foram capazes de alterar a ativacdo do fator de transcricdo NFKB em ambos os
modelos de cultura, comparados ao grupo controle (figura 4.13 A e B).

Figura 4.13 - Efeitos da adicao de RU486 ao tratamento prévio com CORT seguido de LPS na
Ativacdo do Fator de Transcricdo NFKB em Cultura Mista de Neur6nios/Células
da Glia e Enriquecida de Neurdénios.
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Efeitos da adigdo de RU486 ao pré-tratamento com CORT 1 uM (24 h) seguido pelo tratamento com LPS (10
pg/mL - 1 hora) na ativagdo do fator de transcricgdo NFKB em culturas primdarias mistas de neurdnios/células da
glia (A) e enriquecidas de neurdnios (B) derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A esquerda)
Imagem representativa dos experimentos de EMSA. (A direita) Analise densitométrica da banda indicada e
representada a esquerda. O grafico representa resultados expressos em porcentagem do controle
representado pela linha tracejada + erro padrdao da média de 3-4 experimentos independentes. (ANOVA um
critério, seguido de pds-teste Newman-Keuls).

4.8 Efeitos do Pré-Tratamento com Corticosterona, na Presenca ou Auséncia de RU486, na
Translocagao Nuclear da Subunidade RELA do Fator de Transcricao NFKB em Culturas
Primarias Corticais

Como nossos resultados mostraram que cada modelo de cultura possui respostas

diferentes frente a ativagcdao do fator de transcricdo NFKB induzida por LPS na presenca ou
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auséncia de CORT e RU486, avaliamos, através do ensaio de imunofluorescéncia de dupla
marcacgao, a contribuicdao de cada tipo celular para o efeito final observado na ativagao do
NFKB induzida por LPS na presenca ou auséncia do tratamento prévio com CORT e/ou RU486
em células de cultura mista e enriquecidas de neurénios, como descrito anteriormente. A
translocacdao nuclear da subunidade RELA do fator de transcricdo NFKB é considerada um

indicativo de sua ativacao.

4.8.1 Neurébnios

Nossos resultados mostraram que a localiza¢do nuclear basal do RELA em neurdnios
foi maior do que em outros tipos celulares (figuras 4.14 a 4.16), sugerindo uma acao
constitutiva do NFKB nessas células. Nos neurdnios em cultura mista de neurdnios/células da
glia, independentemente dos tratamentos realizados (CORT e/ou LPS), a localizagdo nuclear
de RELA foi em torno de 60% (figura 4.14). O bloqueio do GR pela adigdo de RU486 foi capaz
de diminuir a localizagdo nuclear desta subunidade inclusive nas células ndo estimuladas
com LPS (grupo controle), quando comparado aos mesmos grupos na auséncia de RU486
(figura 4.14), sugerindo que a a¢do constitutiva do NFKB neuronal pode ser modulada por
CORT via GR.

Figura 4.14 - Localizagdo Nuclear da Subunidade do RELA do NFKB em Neurdnios de Culturas
Mistas de Neurdnios/Células da Glia.
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Localizagdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com veiculo (etanol) ou CORT 1 uM por 24 h, na
auséncia e presenca de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 ug/mL por 1 hora, em neurdnios de culturas
primarias mistas de neurénio/células da glia derivadas do cdrtex frontal de ratos neonatos Wistar. Resultados
expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para MAP2 (neurbnios) + erro
padrdo da média de 3 experimentos independentes. ***p<0.001 e **p<0.01 vs CONT EtOH, tlJllJp<0.01 Vs
CORT+LPS, ¥p<0.01 vs LPS, £p <0.05 vs CORT (ANOVA um critério, seguido de pés-teste Newman-Keuls).
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Figura 4.15 - Localizacdo Nuclear da Subunidade RELA do NFKB em Neuroénios de Culturas
Mista de Neurdnios /Células da Glia apds tratamento prévio com CORT
seguido ou ndo por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presencga de RELA no nucleo de neurdnios expostos ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-MAP2 (A e B- vermelho, C e
D - verde), anti-RELA (A e B - verde, C e D - vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias
mistas de neurdnios/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar (A) Culturas tratadas
com etanol e PBS, (B) Culturas tratadas com CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 ug/mL e (D)
Culturas tratadas com CORT e LPS 10 pug/mL. Coluna da esquerda — sobreposi¢do das imagens; coluna da direita
— RELA. As setas exemplificam neurénios com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.16 - Localizacdo Nuclear da Subunidade RELA do NFKB em Neur6nios de Culturas
Mistas de Neurdnios/ Células da Glia apds tratamento prévio com CORT na
Presenca de RU486, seguido ou ndo por LPS.

D

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nldcleo de neurbnios expostos ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 pug/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com anticorpos anti MAP2 (verde), anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas
primarias mistas de neurdnios/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas
tratadas com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com RU486 e
LPS 10 pg/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposicdo
das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam neurdnios com localizagdo nuclear do RELA.
Escala =100 um.
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Da mesma maneira, os neurdnios de culturas enriquecidas de neurénios (figuras 4.17
a 4.19) apresentaram aproximadamente 55% de localizagdo nuclear de RELA em todos os
grupos, independente se expostos ou ndo ao LPS e/ou CORT (figura 4.17). Novamente, o
bloqueio do GR pelo RU486 foi capaz de reduzir a transloca¢do da subunidade RELA em
todos os grupos analisados, reforcando a hipdtese de ativacdo constitutiva do NFKB
neuronal e a dependéncia dos receptores de GR, vistas também nos neurdnios de culturas
mistas (figura 4.14).
Figura 4.17 - Localizagdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Neur6nios de Culturas

Enriquecidas de Neurdnios.

100+
80+

M 1 .

% Y

do RELA

40~

20+
ol L 1h

FtOH + - - - oo -
CORT - - + + - -+
RU486 - + - o+ N

% Ceéelulas com localizagao nuclear

CONT LPS

Localizagdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com veiculo (etanol) ou CORT 1uM por 24 h, na
presenca ou auséncia de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, em neurénios de culturas
primarias enriquecida de neurdnios derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. Resultados expressos
em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para MAP2 (neurénios) + erro padrdo da média
de 3 experimentos independentes. ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05 vs CONT EtOH, ll’p<0.05 vs CORT+LPS, £p
<0.05 vs CORT (ANOVA um critério, seguido de pds-teste Newman-Keuls).



62

Figura 4.18 - Localizagcdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Neur6nios de Culturas
Enriquecida de Neurdnios apés tratamento prévio com CORT seguido ou nao
por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nucleo de neurdnios expostos ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-MAP2 (verde), anti-RELA
(vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias enriquecida de neurénios derivadas do
cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas com etanol e PBS, (B) Culturas tratadas com
CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 pug/mL e (D) Culturas tratadas com CORT e LPS 10 ug/mL.
Coluna da esquerda — sobreposicdo das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam neurdnios
com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.19 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Neur6nios de Culturas
Enriquecida de Neurdnios apds tratamento prévio com CORT na Presenca de
RU486, seguido ou ndo por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nldcleo de neurbnios expostos ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 pug/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com anticorpos anti-MAP2 (verde), anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas
primarias enriquecida de neurénios derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas
com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com RU486 e LPS 10
pug/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposi¢do das
imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam neurdnios com localizagdo nuclear do RELA. Escala =
100 pm.
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O grafico de comparacdo da localizagdo nuclear de RELA nos neurénios (figura 4.20)
entre os modelos de cultura mista de neurdnios/células da glia e enriquecida de neurénios
nos mostra que ndo houve diferenca de padrao de localizacdo do RELA.

Figura 4.20 - Comparacdo da localizacdo nuclear de RELA em neurdnios entre as culturas
mistas e enriquecidas de neuroénios.
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Comparacdo da localizagdo nuclear da subunidade RELA apds os tratamentos indicados (CONT — EtOH, CORT 1
UM, RU486 10 uM — 24 h), seguido de PBS ou LPS 10 ug/mL por 1 hora, entre as culturas primarias mista de
neurdnios/células da glia e enriquecida de neurdnios derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar.
Resultados expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para MAP2 (neurdnios) +
erro padrdo da média de 3 experimentos independentes. (ANOVA dois critérios).

4.8.2 Microglia

Nas microglias de cultura mista de neurdnios/células da glia (figuras 4.21 a 4.23), o
tratamento com LPS induziu a translocacdo para o nucleo da subunidade RELA quando
comparado ao grupo controle. O tratamento prévio com CORT ndo foi capaz de alterar os
efeitos do LPS na translocacdo dessa subunidade. Porém, a inibicdo da sinaliza¢do via GR
pela adicdo de RU486, foi capaz de atenuar a translocacdo nuclear do RELA nos grupos
expostos ao LPS, na presenca ou auséncia de CORT, quando comparado aos mesmos grupos
na auséncia de RU486. Mas esta inibicdo nao foi capaz de reverter a localizagao nuclear do

RELA a niveis iguais aos grupos controle (figura 4.21). Podemos também observar que a
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exposicdo a CORT, RU486 e RU486+CORT, na auséncia do desafio inflamatério, ndo alteram
a localizagao nuclear de RELA comparado ao grupo controle.

Figura 4.21 - Localizagdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Mistas de Neurdnios/Células da Glia.
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Localizacdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com veiculo (etanol) ou CORT 1 uM por 24 h, com ou
na presenga ou auséncia de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, em microglia de
culturas primarias mistas de neurénio/células da glia derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar.
Resultados expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para IBA ou lectina de
tomate-FITC (microglia) + erro padrdo da média de 3 experimentos independentes.***p <0.001 vs CONT EtOH,
.Wp <0.01 vs CORT+LPS , *p <0.01 e *p <0.05 vs LPS, (ANOVA um critério, seguido de pés-teste Newman-Keuls).
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Figura 4.22 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Mista de Neurdnios/Células da Glia apds tratamento prévio com CORT seguido

ou nao por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nucleo de microglias expostas ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-IBA ou Lectina de Tomate-
FITC (verde), anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias mistas de
neurdnios/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas com
etanol e PBS, (B) Culturas tratadas com CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 pg/mL e (D)
Culturas tratadas com CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposicdo das imagens; coluna da direita
— RELA. As setas exemplificam microglia com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.23 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Mista de Neurbnios/Células da Glia apds tratamento prévio com CORT na
Presenca de RU486, seguido ou ndo por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nldcleo de microglias expostas ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 pug/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com lectina de tomate-FITC (verde) e anticorpo anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em
culturas primarias mistas de neurdnios/células da glia derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A)
Culturas tratadas com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com
RU486 e LPS 10 pg/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda —
sobreposicdo das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam microglia com localizagdo nuclear
do RELA. Escala = 100 pm.
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J4 na microglia de culturas enriquecidas de neurénios (figuras 4.24 a 4.26), o padrdo
de localizagdo nuclear do RELA nos grupos expostos ao LPS foi similar a aquele observado
nas microglias de culturas mistas (figura 4.21). Ou seja, o tratamento com LPS induziu a
translocacdo para o nucleo da subunidade RELA quando comparado ao grupo controle. O
bloqueio da sinalizacdo de GR pela adicdo de RU486 foi capaz de inibir, de maneira
significativa, tanto a translocacdo basal da subunidade nas células ndo estimuladas, que ndo
foram expostas ao LPS, quanto das células expostas ao LPS, independentemente do

tratamento prévio ou ndo com CORT.

Figura 4.24 - Localizagdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Enriquecidas de Neurdnios.
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Localizacdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com veiculo (etanol) ou CORT 1 uM por 24 h, com ou
sem adi¢do de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 pug/mL por 1 hora, em microglia de culturas primarias
enriquecidas de neurdnio derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. Resultados expressos em
porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para IBA ou lectina de tomate-FITC (microglia) +
erro padrdao da média de 3 experimentos independentes.***p <0.001, **p <0.01 e *p <0.05 vs CONT EtOH, #p
<0.05 vs LPS, lJJlJ’p <0.01 vs CORT+LPS, £p <0.05 vs CORT (ANOVA um critério, seguido de pds-teste Newman-
Keuls).



69

Figura 4.25 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Enriquecidas de Neurdnios apés tratamento prévio com CORT seguido ou ndo
por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nucleo de microglias expostas ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com Lectina de Tomate-FITC (verde) e anticorpos
anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias enriquecidas de neurénios
derivadas do cdrtex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas com etanol e PBS, (B) Culturas
tratadas com CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 ug/mL e (D) Culturas tratadas com CORT e
LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposigdo das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam
microglia com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.26 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Microglia de Culturas
Enriquecida de Neuronios apds tratamento prévio com CORT na Presenca de
RU486, seguido ou ndo por LPS.

D

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nlcleo de microglias expostas ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com Lectina de tomate-FITC (verde) e anticorpo anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em
culturas primdrias enriquecidas de neurénios derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas
tratadas com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com RU486 e
LPS 10 pg/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposicdo
das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam microglia com localiza¢do nuclear do RELA. Escala
=100 pm.
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O gréfico de comparacdo da localizacdo nuclear de RELA na microglia (figura 4.27)
entre os modelos de cultura mistas e enriquecidas de neurdnios evidencia que ndo houve
diferenca de padrdo de localizacdo deste fator.

Figura 4.27 - Comparac¢ao da Localizacdo Nuclear de RELA em Microglia entre as Culturas
Mistas e Enriquecidas de Neuronios.
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Comparacgao da localizagdo nuclear da subunidade RELA em microglia apds os tratamentos indicados (CONT —
EtOH, CORT 1 uM, RU486 10 uM — 24 h), seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, entre as culturas
primérias mistas de neurénios/células da glia e enriquecida de neurdnios derivadas do cortex frontal de ratos
neonatos Wistar. Resultados expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para
IBA ou Lectina de tomate-FITC (microglia) + erro padrdao da média de 3 experimentos independentes. (ANOVA
dois critérios).

4.8.3 Astrocitos

Nossos resultados mostraram que em astrécitos de cultura mista de
neurdnios/células da glia (figuras 4.28 a 4.30), o LPS, aumentou a localiza¢do nuclear de
RELA. Ja o pré-tratamento com CORT ndo foi capaz de modular a translocagao nuclear de
RELA induzida por LPS quando comparado ao grupo exposto apenas ao LPS. Entretanto, o
bloqueio de GR pela adicdo de RU486 foi capaz de atenuar a translocacdo nuclear nas células
previamente expostas a CORT seguido pela estimulagdao com LPS, um efeito ndo observado
nos ensaios de EMSA que avaliam a ligagdo do NFKB a sua sequéncia consenso no nucleo das

células. Podemos também observar que a exposicdo a CORT, RU486 e RU486+CORT, na
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auséncia do desafio inflamatério, ndo aumentou a localizagdo nuclear de RELA quando
comparado ao controle. Esses resultados sugerem que o GR astrocitdrio pode ser
parcialmente responsavel pela manutencdo da localizacdo nuclear do NFKB induzida pelo
LPS, na presenca de altas concentra¢des de corticosterona.

Figura 4.28 - Localiza¢do Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Mistas de Neurdnios/Células da Glia.
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Localizagdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com etanol veiculo (EtOH) ou CORT 1 uM por 24 h,
na presenga ou auséncia de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, em astrécitos de
culturas primarias mistas de neurdnio/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar.
Resultados expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para GFAP (astrdcitos) +
erro padrdo da média de 3 experimentos independentes.***p <0.001 vs CONT EtOH, Mp <0.001 vs CORT+LPS,
Ll""p <0.01 vs RU486 LPS, £p <0.05 vs LPS (ANOVA um critério, seguido de pds-teste Newman-Keuls).
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Figura 4.29 - Localiza¢do Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Mista de Neurdnios/Células da Glia apds tratamento prévio com CORT seguido
ou nao por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presencga de RELA no nucleo de astrdcitos expostos ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-GFAP (verde), anti-RELA
(vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias mistas de neurdnios/células da glia
derivadas do cdrtex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas com etanol e PBS, (B) Culturas
tratadas com CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 pg/mL e (D) Culturas tratadas com CORT e
LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposigdo das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam
astrocitos com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.30 - Localizacdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Mista de Neurbnios/Células da Glia apds tratamento prévio com CORT na
Presenca de RU486, seguido ou ndo por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenca de RELA no nlcleo de microglias expostas ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 ug/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com anticorpos anti-GFAP (verde), anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas
primdrias mistas de neurénios/células da glia derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas
tratadas com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com RU486 e
LPS 10 pg/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposicdo
das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam astrécitos com localizagdo nuclear do RELA. Escala
=100 pum.
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Ja os astrécitos de culturas enriquecidas de neurbnios ndo apresentaram o mesmo
perfil de transloca¢do nuclear que os astrécitos de culturas mistas (figuras 4.31 a 4.33). O
LPS, diferentemente do encontrado nas culturas mistas (figura 4.28), e independente da
exposicdo prévia a CORT e/ou RU486, ndo foi capaz de aumentar a localiza¢do nuclear de
RELA, quando comparados ao grupo controle (figura 4.31). Esse resultado sugere que os
astrécitos em cultura enriquecida ndo sao sensiveis ao estimulo por LPS no que diz respeito
a localizacdo nuclear de RELA. Ainda, podemos também observar que a sinalizacdo mediada
por GR é importante para a translocacdo de RELA na presenca de LPS, uma vez que a adicao
de RU486 levou a uma drastica diminuicdo da localizacdo nuclear desta subunidade tanto no
grupo RU486+LPS como também no RU486+CORT+LPS, quando comparados ao LPS sozinho
(figura 4.31). Esses resultados sugerem um papel importante do receptor de GR na
sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear NFKB e sua transloca¢do para o nucleo em
astracitos.

Figura 4.31 - Localizagdo Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Enriquecidas de Neuronios.
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Localizagdo nuclear da subunidade RELA apds tratamento com etanol veiculo (EtOH) ou CORT 1 uM por 24 h,
na presenca ou auséncia de RU486 10 uM, seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, , em astrécitos de
culturas primdrias enriquecida de neurénios derivadas do cdrtex frontal de ratos neonatos Wistar. Resultados
expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para GFAP (astrdcitos) + erro padrdo
da média de 3 experimentos independentes. ###p <0.001 vs LPS (ANOVA um critério, seguido de pds-teste
Newman-Keuls).
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Figura 4.32 - Localiza¢do Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Enriquecidas de Neurdnios apés tratamento prévio com CORT seguido ou ndao
por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenca de RELA no nucleo de astrdcitos expostos ou ndo a CORT (1 uM, 24 h)
seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-GFAP (verde), anti-RELA
(vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas primarias enriquecida de neurénios derivadas do
cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas com etanol e PBS, (B) Culturas tratadas com
CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com etanol e LPS 10 pug/mL e (D) Culturas tratadas com CORT e LPS 10 ug/mL.
Coluna da esquerda — sobreposi¢do das imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam astrdcitos
com localizagdo nuclear do RELA. Escala = 100 um.
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Figura 4.33 - Localiza¢do Nuclear da subunidade RELA do NFKB em Astrécitos de Culturas
Enriquecidas de Neurdnios apds tratamento prévio com CORT na Presencga de
RU486 seguido ou ndo por LPS.

Fotomicrografias ilustrando a presenga de RELA no nldcleo de microglias expostas ao RU486
concomitantemente ou ndo a CORT (1 uM, 24 h) seguido de LPS (10 pg/mL, 1 h). Imunofluorescéncia realizada
com anticorpos anti-GFAP (verde), anti-RELA (vermelho) e DAPI (marcador nuclear — azul) em culturas
primarias enriquecida de neurénios derivadas do cortex frontal de ratos neonatos Wistar. (A) Culturas tratadas
com RU486 e PBS, (B) Culturas tratadas com RU486+CORT e PBS, (C) Culturas tratadas com RU486 e LPS 10
pug/mL e (D) Culturas tratadas com RU486+CORT e LPS 10 pg/mL. Coluna da esquerda — sobreposi¢do das
imagens; coluna da direita — RELA. As setas exemplificam astrécitos com localizagdo nuclear do RELA. Escala =
100 um
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Ao compararmos os efeitos dos tratamentos seja CORT e/ou LPS na localizacdo
nuclear da subunidade RELA do NFKB nos astrdcitos de cultura mista com aqueles das
culturas enriguecidas de neuroénios, (figura 4.34) observamos diferencas significantes nos
seguintes grupos: RU486+LPS, CORT+LPS e RU486+CORT+LPS.

Figura 4.34 - Comparagdo da localizagdo nuclear de RELA em astrécitos entre as culturas
mistas e enriquecidas de neuronios.
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Comparacgao da localizagdo nuclear da subunidade RELA apds os tratamentos indicados (CONT — EtOH, CORT 1
UM, RU486 10 uM — 24 h), seguido de PBS ou LPS 10 pg/mL por 1 hora, entre as culturas primarias mistas de
neurdnios/células da glia e enriquecida de neurdnios derivadas do cértex frontal de ratos neonatos Wistar.
Resultados expressos em porcentagem de células com RELA nuclear e imunorreativas para GFAP (astrécitos) +
erro padrdo da média de 3 experimentos independentes.***p <0.001 vs respectivos grupos (ANOVA dois
critérios, seguido de pds-teste Bonferroni).

5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da Cultura Primaria

Diversos protocolos para obtencdo de culturas primarias neuronais, capazes de gerar
diferentes padrées (fendtipos) em termos de composicdo de neurdnios, células da glia e seus
subtipos, estdo disponiveis na literatura cientifica. Na grande maioria deles, as culturas sao

confeccionadas com encéfalo de fetos de aproximadamente 18 dias intra-uterinos e
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utilizadas entre o 10° e 12° dias in vitro. Porém, o uso de ratos neonatos (P1-P4) na
confeccdo de culturas primarias de células do sistema nervoso central tem sido cada vez mais
relatado, uma vez que se minimiza o numero de animais, ja que as matrizes podem ser
preservadas e pode se estudar as células num estado de maturagdo mais avancado e ao
longo de seu desenvolvimento (Azmitia, 1990; Kivell et al., 2000). Embora seja ainda bastante
discutido se células, principalmente neur6nios, obtidas de fetos tenham uma melhor
sobrevida em cultura que células provenientes de neonatos, ja existem varios protocolos
disponiveis mostrando o sucesso de se cultivar células, inclusive neurénios, provenientes de
diferentes regides do encéfalo de neonatos e inclusive animais adultos (Brewer et al., 2007,
Lesuisse et al., 2002a).

Kivell et al., (2000) discutem que areas rostrais do encéfalo sdo mais faceis de serem
mantidas em cultura e mostraram, usando um protocolo muito similar ao descrito nesse
estudo, que embora culturas de neurénios do tronco encefalico provenientes de fetos (14, 16
e 20 dias pré-natais) tenham maior porcentagem de neurdnios e mais neurénios bipolares
gue culturas confeccionadas com encéfalos de neonatos (P1 — P6), que apresentam maior
quantidade de neurbénios multipolares, a sobrevivéncia das células em cultura é comparavel
em todas as idades testadas (Kivell et al., 2000). Além disso, esses autores também
mostraram que a razdo neurdnios/células da glia em cultura se manteve constante com o
tempo em todas as idades testadas e que os neurdnios foram vidveis por até 9 dias em
cultura. Ainda, nas culturas de neonatos, a porcentagem de astrdcitos foi de 50 a 72%, bem
parecida com as porcentagens obtidas da padronizacdo das culturas utilizadas nos nossos
experimentos.

O uso de meios de cultura quimicamente bem definidos, como o Neurobasal® e
Hibernate®, complementos como o B27® e F12® e a porcentagem de soro no meio de cultura
ou inibidores do crescimento de células da glia, como o citosina-arabinosideo (AraC) sdo
extremamente importantes para a diferenciacdo dos fenétipos celulares encontrados em
culturas tanto de fetos como neonatos (Brewer, 1995; Geller et al., 2001; Lesuisse et al.,
2002b; Velasco et al., 2003; Xie et al., 2000) e a variacdo de cada um desses compostos pode
explicar as diferencas encontradas nos diferentes protocolos.

Por exemplo, Ahlemeyer & Baumgart-Vogt (Ahlemeyer et al., 2005), usando
camundongos C57BI/6J neonatos, obtiveram culturas primarias corticais no 62 DIV com 5%

de células imunorreativas para astrocitos e menos que 1% de células imunorreativas para
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oligodendrdcitos utilizando meio de cultura Neurobasal/®B27®. Wang et al., (Wang et al.,
2010) obtiveram mais de 95% de neur6nios em cultura no 92 e 102 DIV em meio DMEM/F12
suplementado com 15% de soro fetal bovino, 5% de soro de cavalo e adicdo no 32 DIV de 1
UM de citosina arabinosideo (AraC) por 48 horas em culturas primadrias derivadas de cortex
frontal de ratos neonatos da linhagem Sprague-Dawley. Numakawa et al., (2007) (Numakawa
et al., 2007), utilizando ratos neonatais com dois dias (P2), obtiveram culturas com 80% de
células positivas para MAP2 no 52 DIV em culturas corticais mantidas em DMEM/F12
suplementado com 5% de soro de bezerro neonato pré-colostro e 5% de soro de cavalo. Este
ultimo, com dados semelhantes aos obtidos em nosso fendtipo de cultura enriquecida de
neurdnios.

Com isso, baseados na literatura e na morfologia das células obtidas em cultura,
concluimos que o protocolo de cultura aqui descrito foi capaz de gerar células vidveis e pode
ser considerado um bom modelo para estudos in vitro.

O sistema imune tem papel importante em manter a homeostase tecidual e em
resposta a infeccdes e danos (Glass et al., 2010). Tradicionalmente, a inflamacdo envolve a
sintese e liberagdo de mediadores inflamatdrios, e no SNC, pode ser tanto neuroprotetora
como neurotoxica, dependendo do tipo de dano, intensidade e duracdo da resposta
inflamatéria e composicdo dos infiltrados inflamatérios (Hanamsagar et al, 2012;
O'Callaghan et al., 2008).

Neste estudo, utilizamos como modelo de inflamacdo o tratamento com LPS,
componente majoritario da parede celular de bactérias Gram-negativas. O LPS tem a
capacidade de ativar o sistema imune inato, levando a sintese e secrecao de mediadores
inflamatdrios essenciais para a resposta imune inata e subsequente resposta adaptativa do
hospedeiro (Glass et al., 2010). No SNC, a microglia e os astrdcitos expressam receptores
capazes de reconhecer ndo somente patdégenos (PAMPs) como também ligantes endégenos
(DAMPs) liberados apds dano tecidual ou estresse (Saijo et al., 2011; Yu et al., 2011). A
microglia expressa a maioria dos TLRs, dentre eles o receptor TLR4 (Toll-like receptor 4) que
reconhece e transduz o sinal gerado pelo LPS (Holm et al., 2012; Saijo et al., 2011). Em nosso
modelo, verificamos que a microglia apresentou forte marcag¢ao deste receptor em ambos os
fendtipos de cultura testados, os neurdnios foram fracamente marcados e os astrécitos nao
apresentaram marcacdo detectavel pelo método utilizado, sugerindo a auséncia de TLR4

nestas células.
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A presenca de TLR4 em células do SNC outras que ndo a microglia segue um assunto
controverso (Hanamsagar et al., 2012; Holm et al., 2012; Lehnardt et al., 2003; Pascual et al.,
2012; Tang et al., 2007). Em estudo recente, Holm et al., (2012) demonstraram em culturas
ultrapuras de astrdcitos que estes ndo expressam TLR4 nem CD14, um componente do
receptor de alta afinidade ao LPS, e por isso ndo seriam diretamente sensiveis a este PAMP.
Neste mesmo estudo, os autores mostraram que a ativagao dos astrdcitos por LPS ocorreu
somente na presenca de microglia, sugerindo que esta célula poderia liberar fatores soluveis,
tais como as citocinas TNF-a e IL-1B, que contribuiriam para resposta dos astrécitos ao
estimulo inflamatério (Holm et al., 2012). Por outro lado, Saijo et al., (2009) sugerem que os
astrocitos expressam TLR4 em baixos niveis, mas ndo expressam CD14 e, portanto, sdo
menos sensiveis que a microglia para responder ao LPS (Saijo et al., 2009).

Em relagdo a expressdo neuronal de TLR4, a divergéncia na literatura é ainda maior.
Enquanto Lehnardt et al., (2003) demonstraram que os neurénios ndo expressam TLR4 e ndo
respondem ao LPS na auséncia de microglia (Lehnardt et al., 2003), Tang et al., (2007, 2008)
demonstraram expressdao aumentada de receptores TLR4 em neurdnios apds estimulacao
com peptideo B-amildide e morte neuronal dependente do receptor TLR4, ja que neurdnios
de camundongos knockout para este receptor apresentaram redu¢do na morte por apoptose
induzida pelo peptideo B-amiléide (Tang et al., 2007; Tang et al., 2008). Esses autores
discutem ainda que a expressao neuronal de TLR4 pode estar associada a estados
patolégicos, ja que esses receptores poderiam ser induzidos em reposta a situacoes

deletérias e de estresse (Lehnardt et al., 2003; Tang et al., 2007).

5.2 LPS, Glicocorticoides e Viabilidade Celular

Como muitas doencas neurodegenerativas, tais como as doencas de Alzheimer,
Parkinson, esclerose amiotroéfica lateral e esclerose multipla, estdo associadas a um grande
processo inflamatério [revisado em (Glass et al., 2010)], decidimos avaliar se apenas a
exposicao ao LPS era capaz de alterar a viabilidade das células em cultura, tanto em culturas
mistas como nas enriquecidas de neurdnios.

Nos resultados apresentados aqui, o LPS por si sé6 ndo foi capaz de diminuir a
viabilidade celular em nenhuma das concentracdes, tempos de exposicdio e modelos de

cultura estudados. Esses dados vdao ao encontro daqueles de Kim et al., (2000), no qual
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relatam menor sensibilidade do cértex aos danos induzidos por LPS (72 h) entre as culturas
primarias mistas de varias regides derivadas do cérebro de embriGes de ratos expostas a
concentracdes crescentes de LPS (1 ng/mla 1 pg/ml) (Kim et al., 2000) .

Os trabalhos que mostram que o LPS poderia ser neurodegenerativo relatam que
esse efeito ocorre apenas apds exposicdo prolongada ao PAMP, por alguns dias ou meses,
apos uma Uunica injecdo de LPS perifericamente (Ling et al., 2006). Ainda, a auséncia de
diminuicdo da viabilidade celular por LPS aqui relatada foi observada mesmo na vigéncia da
exposic3o a alta concentracdo de K* extracelular, que segundo alguns trabalhos, potencializa
os efeitos inflamatdrios induzidos por LPS (Chang et al., 2000; Lehnardt et al., 2003).

No SNC, flutuacdes de K' extracelular ocorrem tanto em condicdes fisioldgicas
quanto em situacdes patoldgicas. As variagdes locais e fisioldgicas na concentracdo de K*
ocorrem apods atividade neuronal, podendo alterar os niveis basais (3 mM) para niveis tdao
elevados quanto 10-12 mM, este ultimo considerado nivel “teto” dependendo da regido do
cérebro (Somjen, 2002). Essa concentracdo “teto” é excedida somente em condi¢Oes
patoldgicas. Niveis patoldgicos de K* extracelular s3o atribuidos a hiperexcitabilidade e morte
celular, como as que ocorrem em uma atividade epiléptica, quando a concentracio de K*
chega a 15 mM, ou durante estados de andxia, hipoglicemia e depressdo “alastrante”
(spreading depression - SD) quando a concentracdo de K* pode aumentar a niveis de 30-80
mM. Segundo Chang et al., (2000), a adigdo de 20 mM de KCl mimetizaria uma SD, levando
ao aumento da neurotoxicidade ao LPS de culturas primarias corticais mistas de
neurdnios/células da glia de embrides de camundongos (Chang et al., 2000). O mesmo foi
verificado em culturas primarias corticais mistas de astrdcitos/microglia e em culturas
primarias corticais enriquecidas de microglia derivadas de camundongos neonatos. Neste
estudo, o LPS (10 pg/mL por 5 dias) induziu neurotoxicidade apenas quando foi utilizando a
mesma concentra¢do aqui utilizada de 20 mM de K* extracelular (Lehnardt et al., 2003).
Esses autores observaram que este tratamento induziu perda axonal, de oligodendrdcitos e
de microglia em culturas primarias mista de neurénios/ células da glia de embrides de ratos.
A perda axonal e de dentritos também foi observada em cultura primdria da espinha dorsal
de embrides de camundongos e embrides de galinha, como também em co-cultura primaria
de células de ganglios da raiz dorsal de embrides de galinha e células primdrias mista de glia.
E que ainda, estes efeitos decorrentes do LPS nestas culturas foram dependentes da

presenca da microglia (Lehnardt et al., 2003). Um dos mecanismos sugeridos por Chang et
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al., (2000) foi que a elevada concentracdo de K* extracelular pode levar ao aumento da
producao de mediadores inflamatdrios como NO e TNF-a pelas células da glia (Chang et al.,
2000).

Por esse racional e devido ao fato dos astrdcitos serem responsaveis pela
manutencdo da concentracdo de K extracelular via captura por canais compostos pelas
proteinas chamadas panexinas, por transportadores, como a Na*/K* ATPase, e por dissipacdo,
processo chamado de tamponamento espacial, parcialmente dependente das juncdes do
tipo GAP [revisado em (Scemes et al., 2012a)], esperavamos que as células em culturas
enriguecidas, com uma populacdo reduzida de astrocitos, fossem particularmente sensiveis
a neurotoxicidade induzida por LPS, o que ndo ocorreu.

Como controle de nosso modelo, os mesmos ensaios de viabilidade celular foram
realizados em células expostas ou ndao ao KCl (dados ndo mostrados). Nossos resultados
mostraram que a presenca de concentracdes elevadas de KCl n3o altera a viabilidade das
células controles, ndo expostas ao LPS, em cultura.

Os GCs sdo os principais hormonios sinalizadores de estresse e os farmacos anti-
inflamatdrios mais prescritos para o tratamento de inflamagdo cronica (Schweingruber et al.,
2012) e na reducgao de edema cerebral (Kaal et al., 2004). Entretanto, é bem estabelecido
gue concentracOes elevadas de GCs podem aumentar o dano cerebral induzido por trauma,
isquemia e convulsdes, sendo os neurdnios particularmente sensiveis a esses efeitos
(Sorrells et al., 2009). Particularmente no SNC, os GCs aumentam o infiltrado de células
inflamatdrias (macréfagos, granulécitos e microglia) e a expressdo de citocinas proé-
inflamatdrias tais como TNF-a e IL-1B apds administracao intra-hipocampal de acido cainico
(Dinkel et al., 2003). Neste trabalho, os autores mostraram que e a morte neuronal
observada foi diretamente proporcional ao infiltrado inflamatério. Desta maneira,
resolvemos analisar se a exposicao prévia a CORT era capaz de alterar os efeitos do LPS na
viabilidade das células em cultura. Nossos resultados apontaram para um efeito neurotéxico
da CORT apenas nas células de cultura mista expostas ao LPS. De maneira interessante, ndo
foi observada uma curva dose-resposta classica quando essas células foram expostas a
diferentes concentra¢des de LPS, sugerindo uma resposta do tipo “tudo ou nada”, pois a
diminuicdo da viabilidade nos grupos das culturas mistas foram em média 12% menor em

relagdo aos seus respectivos controles.
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5.3 LPS, Glicocorticoides e NFKB

Uma das acles anti-inflamatdérias dos GCs se da pela inibicdo direta ou indireta da
ativacdo de fatores de transcricdo, principalmente o NFKB. Porém, estudos recentes vém
mostrando que os GCs ndo sdo totalmente anti-inflamatdrios, podendo mesmo ser pro-
inflamatodrios, e que esta mudanca pode depender, em parte, da ordem temporal entre o
estimulo estressor e o desafio inflamatdrio (Frank et al., 2010; MacPherson et al., 2005).
Neste sentindo, nosso laboratdrio mostrou que niveis elevados de GCs s3o capazes de
potencializar a ativacdo do NFKB induzida por LPS sistémico e que este efeito é dependente
da ativacdo de GR (Munhoz et al., 2006).

Nossos resultados mostraram que células corticais de ratos neonatos sdao responsivas
ao LPS quando analisada a ativagdao do NFKB, entretanto, neste modelo, a CORT nao alterou
a ativacdo de NFKB induzida por LPS, ndo impedindo-a e tampouco potencializando-a, como
observado em modelo de cultura cortical mista com embrides de ratos (Munhoz, 2007).
Uma das possiveis explicacdes pode residir na diferenga quanto a expressao de receptores
GR entre as culturas de embriGes e a de neonatos (Pannasch et al., 2011), também relatada
no desenvolvimento do cérebro humano (Giaume, 2010; Johnson et al., 2008). Outra
possibilidade poderia ser um efeito-teto na ativacao do NFKB induzida por LPS e, portanto, o
efeito da CORT ndo poderia ser revelado. Nossas culturas foram mantidas em soro (10% SFB
e 10% SC) durante seu crescimento e estes produtos apresentam niveis elevados de
esteroides. Desta maneira, as células em cultura estariam expostas durante todo o seu
desenvolvimento a niveis elevados de CORT, tornando as células ndo responsivas a
alteracdes da concentracdo deste hormonio, um ponto bastante sensivel para a revelacdo do
seu efeito proé-inflamatério.

Ja nas culturas enriquecidas de neurénios, o LPS nao foi capaz de ativar o NFKB. Esse
resultado também foi observado em cultura de embrides (Munhoz, 2007), sugerindo que
ativacdo do NFKB induzida por LPS nas células corticais ocorre principalmente em células da
glia. Nas células neuronais, a literatura descreve ativacao constitutiva do NFKB em neurdnios
glutamatérgicos no hipocampo e cértex cerebral, como também em outras partes do
cérebro, como amigdala, bulbo olfatério, cerebelo e hipotdlamo; e sugere ainda a
participacdo do NFKB no aprendizado e na meméria, plasticidade estrutural, diferenciacdo

celular, neurogénese e neuroprotecao (Kaltschmidt et al., 2009)
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Os GCs exercem seus efeitos através da ativacao de seus receptores GR e MR. Devido
a auséncia de efeito da CORT na ativacao do NFKB induzida por LPS nas células de cultura
mistas, resolvemos analisar se a inibicdo dos GR, na presenca de CORT, poderia resultar na
modulacdo do NFKB pelo LPS em nosso modelo. Nossos resultados sugerem que existe, de
fato, uma dependéncia da sinalizacdo de GR na modulac¢do da ativacdo de NFKB induzida por
LPS quando CORT esta presente. Na verdade, a inibicdo de GR revelou um possivel efeito
anti-inflamatorio classico da CORT, uma vez que o tratamento com RU486 foi capaz de
potencializar a ativagdo de NFKB induzida por LPS nas células de cultura mistas pré-expostas
ao hormonio. A auséncia de efeito da CORT dificulta a interpretacdo desses resultados e ndo
podemos excluir a participacdo dos MR nos efeitos observados. De fato, foi mostrado que o
bloqueio dos GR pode exacerbar a acdo dos MR também presentes (Patel et al., 2008; Yu et
al., 2010) e esses receptores sdao considerados mediarem as respostas neuroprotetoras da
CORT, normalmente em condic¢des fisioldgicas. Crochemore et al., (2005) mostraram, em
cultura hipocampal de ratos neonatos, que a aldosterona, agonista dos MR, diminui o
nimero de neurdnios em apoptose induzida pelo tratamento com dexametasona, um
andlogo sintético de GCs e agonista GR, enquanto que a administracdo do antagonista de
MR, a espironolactona, aumenta o nimero de neurdnios apoptéticos (Crochemore et al.,
2005). Um ensaio clinico em humanos com espironolactona e mifepristona (RU486,
antagonistas GR), mostrou que o bloqueio de MR compromete a recupera¢dao de meméoria,
enguanto que o bloqueio de GR aumenta-a (Rimmele et al.,, 2012). Entretanto, em uma
abordagem diferente, Ogita et al., (2012) relataram uma ac¢do pro-inflamatdria de MR no
hipocampo de camundongos injetados perifericamente com TMT (trimetilestanho),
conhecido por causar degeneragao neuronal. TMT concomitante com aldosterona ou
mifepristona teve sua neurotoxicidade aumentada, enquanto que no tratamento
concomitante com espironolactona, a neurotoxicidade do TMT foi reduzida (Ogita et al.,
2012). Esses trabalhos mostram, em sua maior parte, os efeitos opostos destes dois
receptores, corroborando a teoria do balan¢o da ativacdo entre MR/GR ser essencial para o
efeito final, que pressupde que a acdo conjunta de ambos leva a homeostase, enquanto que
a ativacdo preferencial leva a patologia (Joels et al., 2008; Yu et al., 2010). O “desbalanco”
entre os receptores no cértex pré-frontal e regides hipotalamicas vem sendo implicado

como uma das causas da depressdo maior em pacientes (Marin-Teva et al., 2011).
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Experimentos em voluntarios humanos sauddaveis também revelaram efeitos opostos
entre os receptores. Este estudo mostrou que o pré-tratamento com cortisol em
concentracGes correspondentes a niveis basais, niveis moderados de estresse e niveis altos
considerados farmacoldgicos, possuiu efeitos bifasicos frente ao estimulo inflamatodrio
posterior com LPS. Em concentracdes basais e farmacoldgicas, os GCs exerceram papel anti-
inflamatorio, e nas concentracdes moderadas correspondentes a niveis de estresse,
exerceram papel pré-inflamatdrio, analisado através do aumento da citocina IL-6 no plasma

destes individuos apds injecdo de LPS (Yeager et al., 2011).

5.4 NFKB e Tipos Celulares

Como ja mencionado anteriormente, a fungdo do NFKB no SNC depende do tipo
celular onde ele é ativado. Trabalhos sugerem que enquanto a ativacdao neuronal deste fator
seria benéfica e poderia estar envolvida em processos de plasticidade neuronal e
desenvolvimento celular, sua ativacdo em células da glia, principalmente na microglia,
estaria envolvida nos processos inflamatdrios e degenerativos, com aumento da sintese e
liberacdo de citocinas e producdo de espécies reativas de oxigénio (Marin-Teva et al., 2011;
Saijo et al., 2011). Desta maneira, devido a diferenca de sensibilidade das células em culturas
mistas e enriquecidas ao LPS e CORT, e devido as diferentes fun¢des do NFKB nos diferentes
tipos celulares, nosso préximo passo, foi verificar os papéis desempenhados por cada tipo
celular, neurdnios, microglia e astrdcitos, nas diferentes respostas observadas nos modelos
de cultura testados.

Nossos resultados mostraram um elevado padrdo de localizacdo nuclear da
subunidade RELA do NFKB em neuronios, em torno de 55-60%, em ambos os modelos de
culturas primarias corticais, independentemente dos estimulos dados (CORT e/ou LPS),
apontando, de fato, para um papel constitutivo do NFKB neste tipo celular. O bloqueio de
GR, pela adicdao de RU486, foi capaz de atenuar a localizagao nuclear de RELA em ambos os
modelos de cultura, também independente dos tratamentos realizados. Esses resultados
sugerem que o GR poderia participar da manutenc¢ao do RELA no nucleo de neurdnios.
Curiosamente, a localizagao nuclear de RELA em células neuronais ndo necessariamente se
traduziu em aumento atividade do NFKB, ja que pelos nossos resultados de EMSA, o qual

mensura a ligacdo deste fator ao DNA, ndo observamos esse efeito.
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Ao compararmos os dois modelos de cultura, a manuten¢do nuclear de RELA em
células neuronais parece ser independente dos demais tipos celulares presentes (astrdcitos
e micréglia). Achados recentes da literatura evidenciam que os neurdnios podem, de fato,
participar ativamente da modula¢do da resposta inflamatdria desencadeada pela microglia
(Biber et al., 2007; Boddeke et al., 1999; Jurgens et al., 2012). Biber et al., (1999, 2007)
discutem que as células neuronais ndo seriam apenas alvos passivos da acdo da microglia e,
sim poderiam modular sua atividade através de sinais “on/off” (Biber et al., 2007; Boddeke et
al., 1999; Saijo et al., 2011). Estes sinais podem ser fisicos e depender do contato célula-
célula, aumentado nas culturas enriquecidas de neuronios, como também podem ser fatores
soluveis secretados por ambas as células, ja que existem ligantes e receptores especificos
nesses tipos celulares que se complementam (Boddeke et al., 1999). Por exemplo, neurdnios
sauddveis expressam constitutivamente altos niveis da quimiocina CX3CL1 (quimiocina
ligante 1 da CX3C), também conhecida como fractalkine, enquanto seu receptor, o CX3CR1, é
expresso em microglia (Biber et al., 2007). A ligacdo CX3CL1-CX3CR1 é protetora, uma vez
que foi observada reducgdo dose dependente da morte neuronal por inflamacgao induzida por
LPS e INF-y em co-culturas primarias de neurdnios e microglia, derivadas de camundongos,
expostas a concentragdes crescentes de CX3CL1 (Mizuno et al., 2003). Além disso, Boddeke
et al., (1999) relataram que a expressdao de CX3R1 em microglia é suprimida apds exposicdo
ao LPS de maneira tempo-dependente.

Os efeitos na localizagdo nuclear de RELA na microglia sdao mais evidentes.
Observamos forte localizagao nuclear na maioria das microglias em cultura (cerca de 80%)
de ambos os modelos frente ao desafio inflamatério com LPS, independentemente do
tratamento prévio com CORT. A microglia é o principal efetor da resposta imune no SNC e
uma de suas principais funcdes é a de ser “vigilante” contra patdégenos. Assim como as
células imunes periféricas, ela tem a habilidade de migrar por grandes distancias, proliferar e
fagocitar. A microglia pode passar de um estado chamado de “repouso” e vigilancia do
ambiente, para “ativada”, na vigéncia de um estimulo nocivo, como o LPS, que, como ja
mencionado, via TLR4 ativa o fator de transcricdo NFKB, com consequente producdo de
mediadores pro-inflamatérios (Glezer et al., 2007; Holm et al., 2012; Kim et al., 2000;
Kreutzberg, 1996; Marin-Teva et al., 2011; Saijo et al., 2011). Alguns autores classificam o
estado de ativacdo da microglia em M1, neurotdxica, que produz mediadores pro-

inflamatérios tais como TNFa, IL-1B e espécies reativas de oxigénio, e que estariam
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relacionados com a progressao de doencas neurodegenerativas; e M2, neuroprotetora, com
funcgdes neurotroficas e de protecao, tais com secregdo de fatores neurotréficos como IGF1,
TGFB e BDNF, e mediadores anti-inflamtérios como IL-4 e IL-10 (Marin-Teva et al., 2011; Saijo
et al., 2011). O gatilho que desencadearia essa mudanca de estado e funcdo ainda ndo esta
muito bem descrito, mas ha uma hipdtese dele ser dependente do balanco final entre os
mediadores pro- e anti-inflamatdrios (Marin-Teva et al., 2011; Saijo et al., 2011).

Os GCs podem estar envolvidos nessa mudanca de estado da microglia, limitando sua
ativacdo, como relatado por Sugama et al.,, (2012). Estes autores mostraram que os
camundongos sham, ou adrenalectomizados, submetidos ao estresse agudo (2h de
imobilizagdo em 4gua), apresentaram microglias ativadas, sendo que nos
adrenalectomizados, a ativagao foi muito maior em hipocampo e hipotdlamo. Eles ainda
mostraram que a reposi¢do com doses fisioldgicas de corticosterona (0,3 pg/ml) diminuiu a
ativacdo microglial pds-estresse agudo, sugerindo que a magnitude da ativacdo da micrdglia
por estresse é negativamente regulada por CORT (Sugama et al., 2012). Por outro lado, os
GCs também podem sensibilizar a microglia, como relatado por De Pablos et al., (2006) em
modelo de estresse cronico imprevisivel de 9 dias consecutivos, seguido de desafio
inflamatdrio com LPS intracerebroventricular em cortex pré-frontal de ratos. Esses autores
observaram uma microglia ativada, em proliferacdo e com alta producdo de TNFa, com
consequente morte neuronal e astrocitaria na regido de aplica¢do, que foram reduzidos pelo
tratamento com antagonista de GR (RU486) (de Pablos et al., 2006), resultados estes
semelhantes aos observados em nosso laboratério. Neste trabalho, ndo avaliamos o perfil de
ativacdo das micréglias em cultura e nem a quais fendtipos, M1 ou M2, era o predominante
nos diferentes modelos de cultura.

Frank et al., (2012) observaram o mesmo visto por de De Pablos (Frank et al., 2012).
Eles mostraram que a microglia do hipocampo de ratos adrenalectomizados ou tratados com
RU486 submetidos ao estresse agudo e estimulada com LPS ex vivo, ndo tiveram a mesma
resposta que a microglia de ratos controles ou sham submetidos as mesmas condicdes.
Nestes Ultimos houve um aumento na producdo de IL-1B, TNFa e IL-6, enquanto que nos
adrenalectomizados e tratados com RU486, o mesmo ndo ocorreu (Frank et al., 2012).

Nossos resultados também apontam para uma agao do GR microglial na manutengao
dos niveis nucleares de RELA na vigéncia ou ndo de um estimulo inflamatdrio. Assim como

para as células neuronais, esse efeito ndo pareceu ser dependente das interacdes celulares,
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jd que as microglias de culturas mistas se comportaram igual aquelas das culturas
enriquecidas de neuroénios.

Finalmente, enquanto os astrécitos ativados por LPS seguiram o mesmo padrao de
localizacdo nuclear da subunidade RELA do NFKB que a microglia nas culturas mistas de
neurdnios/células da glia, ficou evidente que a modulagdo por GR deste efeito, neste tipo
celular, é dependente da interagdo entre os tipos celulares em cultura, diferente do que foi
observado tanto para os neurdnios quanto para as microglias. Vale a pena ressaltar que em
nosso modelo de cultura, os astrécitos ndo expressaram o receptor TLR4 e mesmo assim
foram extremamente responsivos ao LPS.

Sdo crescentes os relatos que apontam para a participacdo ativa dos astrocitos na
fisiologia do SNC, ndo somente como células de preenchimento e suporte para os neurdnios,
mas como verdadeiros protagonistas, necessarios para a homeostase e sobrevivéncia
neuronal (Giaume et al., 2010; Magistretti, 2011; Volterra et al., 2005). Desde a descoberta
de receptores para neurotransmissores, os astrécitos foram alvo de intensa investigacao e,
desde entdo, novas fungdes tem sido dadas a essas células (Volterra et al., 2005).

Uma funcgdo classica dos astrocitos é a recaptagdao do glutamato liberado na fenda
sinaptica, limitando o acesso de neurotransmissores e a duracdo da estimulacdo, além da
reciclagem de glutamato em glutamina, pela glutamina sintetase (Anderson et al., 2000). A
regulacdo do metabolismo energético local, devido a um aumento de atividade neuronal,
esta acoplada a captacdo do glutamato liberado, levando os astrécitos a aumentarem a
utilizacdo de glicose, pertencente aos seus estoques de glicogénio, e liberacdo de lactato que
pode ser prontamente utilizado pelos neurdnios (revisado (Magistretti, 2011)).

Outras func¢oes dos astrécitos incluem modulacdo atividade neuronal, controle da
funcdo e formacdo de sinapses, neurogénese e ténus vascular (Volterra et al., 2005), além de
regular o meio extracelular, como a concentracio de K*, por tamponamento espacial,
parcialmente dependente de suas jun¢des do tipo GAP (Wallraff et al., 2006), como discutido
anteriormente.

Os astrocitos sao organizados em redes e se comunicam através destes canais
especializados chamados de jun¢des do tipo GAP (GJC). As GIC sdo compostas pelo
acoplamento de dois canais entre duas células adjacentes, cada um composto por seis
subunidades de proteinas conexinas (Cx). As GJC sdo permeaveis a uma grande variedade de

moléculas, dependendo de sua carga e formato, tais como ATP, glutamato, glicose, Ca2+, K" e
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Na®, destacando sua importancia na manutenc3o da estabilidade idnica do SNC (Allaman et
al., 2011; Giaume et al., 2010; Scemes et al., 2012a). As conexinas, e também outras
proteinas como as Panexinas (Panx), formam hemicanais. Os hemicanais de conexinas sdo
regulados por ca”, diferencas de pH e alteracdo do potencial de membrana, sendo os canais
de panexina sensiveis ao K (Scemes et al., 2012b) Recentemente, Silverman et al., (2009)
mostrou que um aumento na concentracdo extracelular de K*, levou a abertura dos
hemicanais de panexina e consequente ativacdao do inflamassoma e caspase-1 em neurbnios
e astrécitos de culturas primarias corticais de ratos (Silverman et al., 2009), relatando um
outro mecanismo pelo qual concentracfes elevadas de K poderiam aumentar a toxicidade do
LPS.

GCs e inflamagdo podem modular a fungdo das GJC em astrdcitos. . Sun et al., (2012)
relataram que o estresse cronico imprevisivel por 28 dias reduz a expressao da proteina
Cx43, levando a um aumento da distancia entre GCJ e, portanto, diminuicdo na difusdo
intercelular entre astrdcitos. Esses efeitos foram revertidos com o tratamento com
antidepressivos, fluoxetina e duloxetina, como também com o antagonista de GR, o RU486
(Sun et al., 2012). O tratamento prolongado com LPS (>18 horas) também foi relatado como
inibidor das Cx43 em astrécitos (Liao et al., 2010).

O papel das Cx43 em danos no SNC vem sendo estudado e atualmente existem duas
vertentes conflitantes entre os efeitos neuroprotetores, como tamponamento, via dissipacao
entre as células, de substdncias potencialmente excitotdxicas ap6s dano tecidual por
isquemia; e os efeitos neurotodxicos, relacionadas a propagacao de gradientes iGnicos e morte
neuronal (Chew et al., 2010). Entretanto, ndo podemos afirmar se isto estaria ocorrendo nos
astrocitos das culturas mistas aqui descritas e experimentos que confirmem tal informacao
precisam ser realizados.

Outros estudos também relataram que os astrécitos sdo possiveis alvos das acdes dos
GCs. Yu et al., (2012) mostraram que a exposi¢ao de cultura de astrécitos do hipocampo de
ratos a dexametasona por 48 horas leva a inibicdo do crescimento astrocitico, resistindo a
apoptose por ela induzida, a qual foi observada em neurdnios (Yu et al., 2011). Resultados
similares foram relatados por Unemura et al., (2012), em experimentos in vivo e in vitro nos
quais mostraram que os GCs diminuem o nimero de astrécitos e que esta reduc¢do é devido
a diminuicdo da expressdo de GR, observada apds realizarem o silenciamento deste receptor

(Unemura et al., 2012).
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Além disso, a secre¢do de citocinas inflamatdrias pela microglia pode modular e
alterar as fungGes astrocitarias. Cultura de astrécitos tratadas com IL-1B ou TNF-a levam ao
aumento da utilizacdo de glicose e diminuicdo nos niveis de glicogénio. A combinacdo das
duas citocinas exercem um efeito sinérgico, aumentando ainda mais a utilizacdo de glicose e
mudando o fendtipo metabdlico dos astrécitos. Além disso, o tratamento com ambas
citocinas reduzem os estoques de glutationa dos astrécitos, pois estas sao liberadas no meio
extracelular em razdo de um estresse oxidativo com intuito de protecdo dos neurénios, ja
que os estoques neuronais sdo menores do que os astrociticos (Gavillet et al., 2008). Essas
mudancas no fendtipo metabdlico dos astrécitos podem contribuir para a vulnerabilidade
dos neurOnios frente a uma neuroinflamacdo cronica, frequentemente observada em
condicdes patoldgicas e doencas neurodegenerativas (revisado em (Giaume et al., 2010)).
N3do podemos afirmar se a morte celular observada nas culturas mistas tratadas com CORT e
LPS seja decorrente da diminuicdo da funcdo astrocitdria induzida por CORT, que levaria a
uma diminui¢do da viabilidade neuronal. Nossos resultados em astrocitos de culturas
enriquecidas confirmam a dependéncia dessas células com os outros tipos celulares
(neurdnios e micrdglia) e levantam algumas possibilidades. Por exemplo, que ocorre um
acoplamento deficiente das GJC nos astrdcitos, com diminuicdo da intercomunicacdo e
consequente diminui¢cdo da resposta quanto a ativacdo e localizacdo do NFKB, amplificada
nas culturas mistas quando na presenca de microglia. Ou ainda, os neurénios podem exercer
modulacdo inibitdria das microglias e consequente diminuicdo da resposta dos astrécitos. Ou
ainda, que a diminuicdo somente da microglia poderia levar a diminuicdo da resposta
astrocitaria dependente de microglia (figura 6.1) (Holm et al., 2012; Kim et al., 2000).

Deste modo, podemos concluir que a interacdo dos astrocitos com os outros tipos
celulares é importante para que essas células exercam suas funcdes na modulacdo da
resposta inflamatéria induzida por LPS e na modulacdo da sinalizacdo de GCs nessas
condicdes. O mecanismo destas interagbes requer mais estudos e ainda estd por ser

elucidado.
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Figura 6.1 - Interacdes entre Astrdcitos, Neurdnios e Microglia
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Esquema simplificado representativo das interagdes entre neurdnios, astrocitos e microglia em uma condi¢do
normal (a) e uma condigdo patoldgica (b) do SNC. Fonte: Modificado de Tian et al., 2012 (Tian et al., 2012)

Em suma, nossos resultados corroboram dados da literatura que sugerem que os GCs
ndo exercem somente acdes anti-inflamatdrias e que estas acdes sdo especificas para cada
tipo celular e suas interagdes em cada regido encefalica. Além disso, nossos resultados
apontam para uma ac¢ao dos GR na manutencdo da localizacdo nuclear da subunidade RELA
NFKB, independente da vigéncia de um estimulo inflamatdrio, reforcando que a ativagao
deste fator nos diferentes tipos celulares pode resultar na amplitude das funcdes conhecidas

do NFKB no SNC.

6 CONCLUSAO

e O tratamento com LPS foi capaz de ativar o fator de transcricio NFKB em células de
cultura mistas de neurénios/células da glia, mas ndo em células de culturas enriquecidas
de neuronios.

e A corticosterona nao exerceu sua atividade anti-inflamatdria classica nas células em
cultura mista, uma vez que este hormonio ndo foi capaz de diminuir a ativagdo do NFKB
induzida pelo LPS.

e Os neurdnios ndao foram sensiveis ao LPS quanto a localizagdao nuclear de RELA,
contrariamente a microglias, no qual este fator estava fortemente presente no nucleo
apos estimulo com LPS. Em nenhum dos dois tipos celulares, a corticosterona foi capaz
de diminuir estes efeitos e a sinalizagdo via GR foi importante para a manutengao

nuclear de RELA, independente da exposicdo a corticosterona ou LPS.
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As interacdes celulares ndo foram determinantes para a localizacdo nuclear do RELA em
microglia e neurdnios, ja que ambos responderam de forma idéntica a todos os
tratamentos, independentemente se em culturas mistas ou enriquecidas.

Apesar da possivel falta de expressdo de TLR4, os astrécitos se mostraram altamente
responsivos ao LPS quanto a localizacdo nuclear de RELA.

A exposicdo ao antagonista de GR diminuiu a localizagao nuclear de RELA nos astrdcitos,
sugerindo uma agdo proé-inflamatdria dos GCs nesse tipo celular.

As interacOes celulares sdo necessdrias para a acdo dos astrécitos uma vez que
astrocitos de culturas enriquecidas foram menos sensiveis ao LPS do que os mesmos em

culturas mistas.



94

REFERENCIAS*

Ahlemeyer B, Baumgart-Vogt E (2005). Optimized protocols for the simultaneous
preparation of primary neuronal cultures of the neocortex, hippocampus and cerebellum
from individual newborn (P0.5) C57BI/6J mice. J Neurosci Methods 149(2): 110-120.

Akassoglou K, Probert L, Kontogeorgos G, Kollias G (1997). Astrocyte-specific but not neuron-
specific transmembrane TNF triggers inflammation and degeneration in the central nervous
system of transgenic mice. J Immunol 158(1): 438-445.

Akira S (2011). Innate immunity and adjuvants. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 366(1579):
2748-2755.

Allaman |, Belanger M, Magistretti PJ (2011). Astrocyte-neuron metabolic relationships: for
better and for worse. Trends Neurosci 34(2): 76-87.

Allan SM, Rothwell NJ (2001). Cytokines and acute neurodegeneration. Nat Rev Neurosci
2(10): 734-744.

Anderson CM, Swanson RA (2000). Astrocyte glutamate transport: review of properties,
regulation, and physiological functions. Glia 32(1): 1-14.

Avila M, Gonzalez-Espinosa C (2011). Signaling through Toll-like receptor 4 and mast cell-
dependent innate immunity responses. IUBMB Life 63(10): 873-880.

Azmitia EC (1990). Microcultures of dissociated primary central nervous system neurons. In:
Conn PM (ed)”(eds). Cell Culture, edn. San Diego: Academic Press. ppp 263 - 275.

Bartholome B, Spies CM, Gaber T, Schuchmann S, Berki T, Kunkel D, et al. (2004). Membrane
glucocorticoid receptors (mGCR) are expressed in normal human peripheral blood
mononuclear cells and up-regulated after in vitro stimulation and in patients with
rheumatoid arthritis. FASEB J 18(1): 70-80.

Behl C, Trapp T, Skutella T, Holsboer F (1997). Protection against oxidative stress-induced
neuronal cell death--a novel role for RU486. Eur J Neurosci 9(5): 912-920.

Biber K, Neumann H, Inoue K, Boddeke HW (2007). Neuronal 'On' and 'Off' signals control
microglia. Trends Neurosci 30(11): 596-602.

Boddeke EW, Meigel |, Frentzel S, Biber K, Renn LQ, Gebicke-Harter P (1999). Functional
expression of the fractalkine (CX3C) receptor and its regulation by lipopolysaccharide in rat
microglia. Eur J Pharmacol 374(2): 309-313.

*De acordo com:

International Committee of Medical Journal Editors. [Internet]. Uniform
requirements for manuscripts submitted to Biomedical Journal: sample
references. [updated 2011 Jul 15]. Available from: http://www.icmje.org



95

Bradford MM (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72: 248-254.

Brewer GJ (1995). Serum-free B27/neurobasal medium supports differentiated growth of
neurons from the striatum, substantia nigra, septum, cerebral cortex, cerebellum, and
dentate gyrus. J Neurosci Res 42(5): 674-683.

Brewer GJ, Torricelli JR (2007). Isolation and culture of adult neurons and neurospheres. Nat
Protoc 2(6): 1490-1498.

Buchanan MM, Hutchinson M, Watkins LR, Yin H (2010). Toll-like receptor 4 in CNS
pathologies. J Neurochem 114(1): 13-27.

Busillo JM, Azzam KM, Cidlowski JA (2011). Glucocorticoids sensitize the innate immune
system through regulation of the NLRP3 inflammasome. J Biol Chem 286(44): 38703-38713.

Busillo JM, Cidlowski JA (2013). The five Rs of glucocorticoid action during inflammation:
ready, reinforce, repress, resolve, and restore. Trends Endocrinol Metab.

Camandola S, Mattson MP (2007). NF-kappa B as a therapeutic target in neurodegenerative
diseases. Expert Opin Ther Targets 11(2): 123-132.

Campbell IL, Abraham CR, Masliah E, Kemper P, Inglis JD, Oldstone MB, et al. (1993).
Neurologic disease induced in transgenic mice by cerebral overexpression of interleukin 6.
Proc Natl Acad Sci U S A 90(21): 10061-10065.

Cato AC, Wade E (1996). Molecular mechanisms of anti-inflammatory action of
glucocorticoids. Bioessays 18(5): 371-378.

Chang RC, Hudson PM, Wilson BC, Liu B, Abel H, Hong JS (2000). High concentrations of
extracellular potassium enhance bacterial endotoxin lipopolysaccharide-induced
neurotoxicity in glia-neuron mixed cultures. Neuroscience 97(4): 757-764.

Chew SS, Johnson CS, Green CR, Danesh-Meyer HV (2010). Role of connexin43 in central
nervous system injury. Exp Neurol 225(2): 250-261.

Crochemore C, Lu J, Wu Y, Liposits Z, Sousa N, Holsboer F, et al. (2005). Direct targeting of
hippocampal neurons for apoptosis by glucocorticoids is reversible by mineralocorticoid
receptor activation. Mol Psychiatry 10(8): 790-798.

Cronstein BN, Kimmel SC, Levin RI, Martiniuk F, Weissmann G (1992). A mechanism for the
antiinflammatory effects of corticosteroids: the glucocorticoid receptor regulates leukocyte
adhesion to endothelial cells and expression of endothelial-leukocyte adhesion molecule 1
and intercellular adhesion molecule 1. Proc Natl Acad Sci U S A 89(21): 9991-9995.



96

De Bosscher K, Vanden Berghe W, Haegeman G (2003). The interplay between the
glucocorticoid receptor and nuclear factor-kappaB or activator protein-1: molecular
mechanisms for gene repression. Endocr Rev 24(4): 488-522.

De Bosscher K, Vanden Berghe W, Haegeman G (2000). Mechanisms of anti-inflammatory
action and of immunosuppression by glucocorticoids: negative interference of activated
glucocorticoid receptor with transcription factors. J Neuroimmunol 109(1): 16-22.

de Kloet ER, Joels M, Holsboer F (2005). Stress and the brain: from adaptation to disease.
Nat Rev Neurosci 6(6): 463-475.

De Kloet ER, Vreugdenhil E, Oitzl MS, Joels M (1998). Brain corticosteroid receptor balance in
health and disease. Endocr Rev 19(3): 269-301.

de Pablos RM, Villaran RF, Arguelles S, Herrera AJ, Venero JL, Ayala A, et al. (2006). Stress
increases vulnerability to inflammation in the rat prefrontal cortex. J Neurosci 26(21): 5709-
5719.

Dinkel K, MacPherson A, Sapolsky RM (2003). Novel glucocorticoid effects on acute
inflammation in the CNS. J Neurochem 84(4): 705-716.

Dirnagl U, ladecola C, Moskowitz MA (1999). Pathobiology of ischaemic stroke: an integrated
view. Trends Neurosci 22(9): 391-397.

Feuerstein GZ, Wang X, Barone FC (1998). The role of cytokines in the neuropathology of
stroke and neurotrauma. Neuroimmunomodulation 5(3-4): 143-159.

Floyd RA (1999). Neuroinflammatory processes are important in neurodegenerative
diseases: an hypothesis to explain the increased formation of reactive oxygen and nitrogen
species as major factors involved in neurodegenerative disease development. Free Radic Biol
Med 26(9-10): 1346-1355.

Frank MG, Miguel ZD, Watkins LR, Maier SF (2010). Prior exposure to glucocorticoids
sensitizes the neuroinflammatory and peripheral inflammatory responses to E. coli
lipopolysaccharide. Brain Behav Immun 24(1): 19-30.

Frank MG, Thompson BM, Watkins LR, Maier SF (2012). Glucocorticoids mediate stress-
induced priming of microglial pro-inflammatory responses. Brain Behav Immun 26(2): 337-
345,

Gary DS, Bruce-Keller AJ, Kindy MS, Mattson MP (1998). Ischemic and excitotoxic brain injury
is enhanced in mice lacking the p55 tumor necrosis factor receptor. J Cereb Blood Flow
Metab 18(12): 1283-1287.

Gavillet M, Allaman |, Magistretti PJ (2008). Modulation of astrocytic metabolic phenotype
by proinflammatory cytokines. Glia 56(9): 975-989.



97

Geller HM, Cheng KY, Goldsmith NK, Romero AA, Zhang AL, Morris EJ, et al. (2001). Oxidative
stress mediates neuronal DNA damage and apoptosis in response to cytosine arabinoside. J
Neurochem 78(2): 265-275.

Getting SJ, Flower RJ, Perretti M (1997). Inhibition of neutrophil and monocyte recruitment
by endogenous and exogenous lipocortin 1. Br J Pharmacol 120(6): 1075-1082.

Ghosh S, Karin M (2002). Missing pieces in the NF-kappaB puzzle. Cell 109 Suppl: S81-96.

Giaume C (2010). Astroglial Wiring is Adding Complexity to Neuroglial Networking. Front
Neuroenergetics 2.

Giaume C, Koulakoff A, Roux L, Holcman D, Rouach N (2010). Astroglial networks: a step
further in neuroglial and gliovascular interactions. Nat Rev Neurosci 11(2): 87-99.

Glass CK, Saijo K, Winner B, Marchetto MC, Gage FH (2010). Mechanisms underlying
inflammation in neurodegeneration. Cell 140(6): 918-934.

Glezer I, Simard AR, Rivest S (2007). Neuroprotective role of the innate immune system by
microglia. Neuroscience 147(4): 867-883.

Gomez-Sanchez EP (2010). The mammalian mineralocorticoid receptor: tying down a
promiscuous receptor. Experimental physiology 95(1): 13-18.

Gonzalez-Scarano F, Baltuch G (1999). Microglia as mediators of inflammatory and
degenerative diseases. Annu Rev Neurosci 22: 219-240.

Hanamsagar R, Hanke ML, Kielian T (2012). Toll-like receptor (TLR) and inflammasome
actions in the central nervous system. Trends in immunology 33(7): 333-342.

Henao-Mejia J, Elinav E, Strowig T, Flavell RA (2012). Inflammasomes: far beyond
inflammation. Nat Immunol 13(4): 321-324.

Holm TH, Draeby D, Owens T (2012). Microglia are required for astroglial Toll-like receptor 4
response and for optimal TLR2 and TLR3 response. Glia 60(4): 630-638.

Joels M, de Kloet ER (1994). Mineralocorticoid and glucocorticoid receptors in the brain.
Implications for ion permeability and transmitter systems. Prog Neurobiol 43(1): 1-36.

Joels M, Karst H, DeRijk R, de Kloet ER (2008). The coming out of the brain mineralocorticoid
receptor. Trends Neurosci 31(1): 1-7.

John S, Sabo PJ, Thurman RE, Sung MH, Biddie SC, Johnson TA, et al. (2011). Chromatin
accessibility pre-determines glucocorticoid receptor binding patterns. Nature genetics 43(3):
264-268.



98

Johnson RF, Rennie N, Murphy V, Zakar T, Clifton V, Smith R (2008). Expression of
glucocorticoid receptor messenger ribonucleic acid transcripts in the human placenta at
term. J Clin Endocrinol Metab 93(12): 4887-4893.

Jung DY, Lee H, Jung BY, Ock J, Lee MS, Lee WH, et al. (2005). TLR4, but not TLR2, signals
autoregulatory apoptosis of cultured microglia: a critical role of IFN-beta as a decision
maker. J Immunol 174(10): 6467-6476.

Jurgens HA, Johnson RW (2012). Dysregulated neuronal-microglial cross-talk during aging,
stress and inflammation. Exp Neurol 233(1): 40-48.

Kaal EC, Vecht CJ (2004). The management of brain edema in brain tumors. Curr Opin Oncol
16(6): 593-600.

Kaltschmidt B, Kaltschmidt C (2009). NF-kappaB in the nervous system. Cold Spring Harb
Perspect Biol 1(3): a001271.

Kaltschmidt B, Linker RA, Deng J, Kaltschmidt C (2002). Cyclooxygenase-2 is a neuronal target
gene of NF-kappaB. BMC Mol Biol 3(1): 16.

Karin M, Chang L (2001). AP-1--glucocorticoid receptor crosstalk taken to a higher level. J
Endocrinol 169(3): 447-451.

Kauppi B, Jakob C, Farnegardh M, Yang J, Ahola H, Alarcon M, et al. (2003). The three-
dimensional structures of antagonistic and agonistic forms of the glucocorticoid receptor
ligand-binding domain: RU-486 induces a transconformation that leads to active antagonism.
J Biol Chem 278(25): 22748-22754.

Kim WG, Mohney RP, Wilson B, Jeohn GH, Liu B, Hong JS (2000). Regional difference in
susceptibility to lipopolysaccharide-induced neurotoxicity in the rat brain: role of microglia. J
Neurosci 20(16): 6309-6316.

Kivell BM, McDonald FJ, Miller JH (2000). Serum-free culture of rat post-natal and fetal
brainstem neurons. Brain Res Dev Brain Res 120(2): 199-210.

Kolber BJ, Wieczorek L, Muglia LJ (2008). Hypothalamic-pituitary-adrenal axis dysregulation
and behavioral analysis of mouse mutants with altered glucocorticoid or mineralocorticoid
receptor function. Stress 11(5): 321-338.

Kreutzberg GW (1996). Microglia: a sensor for pathological events in the CNS. Trends
Neurosci 19(8): 312-318.

Lee MS, Choi HS, Kwon SH, Morita K, Her S (2009). Identification of the functional domain of
glucocorticoid receptor involved in RU486 antagonism. J Steroid Biochem Mol Biol 117(1-3):
67-73.



99

Lehnardt S, Massillon L, Follett P, Jensen FE, Ratan R, Rosenberg PA, et al. (2003). Activation
of innate immunity in the CNS triggers neurodegeneration through a Toll-like receptor 4-
dependent pathway. Proc Nat! Acad Sci U S A 100(14): 8514-8519.

Lesuisse C, Martin LJ (2002a). Immature and mature cortical neurons engage different
apoptotic mechanisms involving caspase-3 and the mitogen-activated protein kinase
pathway. J Cereb Blood Flow Metab 22(8): 935-950.

Lesuisse C, Martin LJ (2002b). Long-term culture of mouse cortical neurons as a model for
neuronal development, aging, and death. J Neurobiol 51(1): 9-23.

Lewis-Tuffin U, Jewell CM, Bienstock RJ, Collins JB, Cidlowski JA (2007). Human
glucocorticoid receptor beta binds RU-486 and is transcriptionally active. Mol Cell Biol 27(6):
2266-2282.

Li MD, Yang X (2011). A Retrospective on Nuclear Receptor Regulation of Inflammation:
Lessons from GR and PPARs. PPAR research 2011: 742785.

Liao CK, Wang SM, Chen YL, Wang HS, Wu JC (2010). Lipopolysaccharide-induced inhibition
of connexin43 gap junction communication in astrocytes is mediated by downregulation of
caveolin-3. Int J Biochem Cell Biol 42(5): 762-770.

Ligr M, Li Y, Logan SK, Taneja S, Melamed J, Lepor H, et al. (2012). Mifepristone inhibits
GRbeta coupled prostate cancer cell proliferation. J Urol 188(3): 981-988.

Ling Z, Zhu Y, Tong C, Snyder JA, Lipton JW, Carvey PM (2006). Progressive dopamine neuron
loss following supra-nigral lipopolysaccharide (LPS) infusion into rats exposed to LPS
prenatally. Exp Neurol 199(2): 499-512.

MacPherson A, Dinkel K, Sapolsky R (2005). Glucocorticoids worsen excitotoxin-induced
expression of pro-inflammatory cytokines in hippocampal cultures. Exp Neurol 194(2): 376-
383.

Magistretti PJ (2011). Neuron-glia metabolic coupling and plasticity. Experimental physiology
96(4): 407-410.

Marin-Teva JL, Cuadros MA, Martin-Oliva D, Navascues J (2011). Microglia and neuronal cell
death. Neuron Glia Biol 7(1): 25-40.

McEown K, Treit D (2011). Mineralocorticoid receptors in the medial prefrontal cortex and
hippocampus mediate rats' unconditioned fear behaviour. Horm Behav 60(5): 581-588.

McEwen BS, De Kloet ER, Rostene W (1986). Adrenal steroid receptors and actions in the
nervous system. Physiol Rev 66(4): 1121-1188.



100

McKay LI, Cidlowski JA (2000). CBP (CREB binding protein) integrates NF-kappaB (nuclear
factor-kappaB) and glucocorticoid receptor physical interactions and antagonism. Mol
Endocrinol 14(8): 1222-1234.

Medzhitov R (2010a). Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell 140(6): 771-
776.

Medzhitov R (2010b). Innate immunity: quo vadis? Nat Immunol 11(7): 551-553.

Medzhitov R (2008). Origin and physiological roles of inflammation. Nature 454(7203): 428-
435,

Meijsing SH, Pufall MA, So AY, Bates DL, Chen L, Yamamoto KR (2009). DNA binding site
sequence directs glucocorticoid receptor structure and activity. Science 324(5925): 407-410.

Mizuno T, Kawanokuchi J, Numata K, Suzumura A (2003). Production and neuroprotective
functions of fractalkine in the central nervous system. Brain Res 979(1-2): 65-70.

Munhoz CD, Lepsch LB, Kawamoto EM, Malta MB, Lima Lde S, Avellar MC, et al. (2006).
Chronic unpredictable stress exacerbates lipopolysaccharide-induced activation of nuclear
factor-kappaB in the frontal cortex and hippocampus via glucocorticoid secretion. J Neurosci
26(14): 3813-3820.

Munhoz CD, Sorrells SF, Caso JR, Scavone C, Sapolsky RM (2010). Glucocorticoids exacerbate
lipopolysaccharide-induced signaling in the frontal cortex and hippocampus in a dose-
dependent manner. J Neurosci 30(41): 13690-13698.

Munhoz CDea (2007). Glucocorticoids (GCs) potentiate LPS-induced inflammatory response
in frontal cortex by changing the expression of anti and pro-inflammatory genes. In: Society
for Neuroscience.

Nguyen MD, Julien JP, Rivest S (2002). Innate immunity: the missing link in neuroprotection
and neurodegeneration? Nat Rev Neurosci 3(3): 216-227.

Nixon M, Andrew R, Chapman KE (2013). It takes two to tango: dimerisation of
glucocorticoid receptor and its anti-inflammatory functions. Steroids 78(1): 59-68.

Numakawa Y, Matsumoto T, Yokomaku D, Taguchi T, Niki E, Hatanaka H, et al. (2007).
17beta-estradiol protects cortical neurons against oxidative stress-induced cell death
through reduction in the activity of mitogen-activated protein kinase and in the
accumulation of intracellular calcium. Endocrinology 148(2): 627-637.

O'Brien J, Wilson I, Orton T, Pognan F (2000). Investigation of the Alamar Blue (resazurin)
fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur J Biochem 267(17):
5421-5426.



101

O'Callaghan JP, Sriram K, Miller DB (2008). Defining "neuroinflammation". Ann N Y Acad Sci
1139: 318-330.

Oakley RH, Cidlowski JA (2011). Cellular processing of the glucocorticoid receptor gene and
protein: new mechanisms for generating tissue-specific actions of glucocorticoids. J Biol
Chem 286(5): 3177-3184.

Oeckinghaus A, Hayden MS, Ghosh S (2011). Crosstalk in NF-kappaB signaling pathways. Nat
Immunol 12(8): 695-708.

Ogita K, Sugiyama C, Acosta GB, Kuramoto N, Shuto M, Yoneyama M, et al. (2012). Opposing
roles of glucocorticoid receptor and mineralocorticoid receptor in trimethyltin-induced
cytotoxicity in the mouse hippocampus. Neurosci Lett 511(2): 116-119.

Palm NW, Medzhitov R (2009). Pattern recognition receptors and control of adaptive
immunity. Immunological reviews 227(1): 221-233.

Pannasch U, Vargova L, Reingruber J, Ezan P, Holcman D, Giaume C, et al. (2011). Astroglial
networks scale synaptic activity and plasticity. Proc Natl Acad Sci U S A 108(20): 8467-8472.

Pascual O, Ben Achour S, Rostaing P, Triller A, Bessis A (2012). Microglia activation triggers
astrocyte-mediated modulation of excitatory neurotransmission. Proc Natl Acad Sci U S A
109(4): E197-205.

Patel PD, Katz M, Karssen AM, Lyons DM (2008). Stress-induced changes in corticosteroid
receptor expression in primate hippocampus and prefrontal cortex.
Psychoneuroendocrinology 33(3): 360-367.

Piccioli P, Porcile C, Stanzione S, Bisaglia M, Bajetto A, Bonavia R, et al. (2001). Inhibition of
nuclear factor-kappaB activation induces apoptosis in cerebellar granule cells. J Neurosci Res
66(6): 1064-1073.

Pruett SB, Fan R, Zheng Q (2003). Characterization of glucocorticoid receptor translocation,
cytoplasmic lkappaB, nuclear NFkappaB, and activation of NFkappaB in T lymphocytes
exposed to stress-inducible concentrations of corticosterone in vivo. Int Immunopharmacol
3(1): 1-16.

Quan N, He L, Lai W, Shen T, Herkenham M (2000). Induction of lkappaBalpha mRNA
expression in the brain by glucocorticoids: a negative feedback mechanism for immune-to-
brain signaling. J Neurosci 20(17): 6473-6477.

Rimmele U, Besedovsky L, Lange T, Born J (2012). Blocking Mineralocorticoid Receptors
Impairs, Blocking Glucocorticoid Receptors Enhances Memory Retrieval in Humans.
Neuropsychopharmacology.

Sabban EL, Kvetnansky R (2001). Stress-triggered activation of gene expression in
catecholaminergic systems: dynamics of transcriptional events. Trends Neurosci 24(2): 91-98.



102

Saijo K, Crotti A, Glass CK (2013). Regulation of microglia activation and deactivation by
nuclear receptors. Glia 61(1): 104-111.

Saijo K, Glass CK (2011). Microglial cell origin and phenotypes in health and disease. Nat Rev
Immunol 11(11): 775-787.

Saijo K, Winner B, Carson CT, Collier JG, Boyer L, Rosenfeld MG, et al. (2009). A
Nurrl/CoREST pathway in microglia and astrocytes protects dopaminergic neurons from
inflammation-induced death. Cell 137(1): 47-59.

Scemes E, Spray DC (2012a). Extracellular K(+) and Astrocyte Signaling via Connexin and
Pannexin Channels. Neurochemical research.

Scemes E, Spray DC (2012b). Extracellular K(+) and astrocyte signaling via connexin and
pannexin channels. Neurochemical research 37(11): 2310-2316.

Schweingruber N, Reichardt SD, Luhder F, Reichardt HM (2012). Mechanisms of
glucocorticoids in the control of neuroinflammation. J Neuroendocrinol 24(1): 174-182.

Shahidi H, Vottero A, Stratakis CA, Taymans SE, Karl M, Longui CA, et al. (1999). Imbalanced
expression of the glucocorticoid receptor isoforms in cultured lymphocytes from a patient
with systemic glucocorticoid resistance and chronic lymphocytic leukemia. Biochem Biophys
Res Commun 254(3): 559-565.

Sierra A, Gottfried-Blackmore A, Milner TA, McEwen BS, Bulloch K (2008). Steroid hormone
receptor expression and function in microglia. Glia 56(6): 659-674.

Silverman WR, de Rivero Vaccari JP, Locovei S, Qiu F, Carlsson SK, Scemes E, et al. (2009). The
pannexin 1 channel activates the inflammasome in neurons and astrocytes. J Biol Chem
284(27): 18143-18151.

Smoak KA, Cidlowski JA (2004). Mechanisms of glucocorticoid receptor signaling during
inflammation. Mech Ageing Dev 125(10-11): 697-706.

Somjen GG (2002). lon regulation in the brain: implications for pathophysiology.
Neuroscientist 8(3): 254-267.

Sorrells SF, Caso JR, Munhoz CD, Sapolsky RM (2009). The stressed CNS: when
glucocorticoids aggravate inflammation. Neuron 64(1): 33-39.

Sousa AR, Lane SJ, Cidlowski JA, Staynov DZ, Lee TH (2000). Glucocorticoid resistance in
asthma is associated with elevated in vivo expression of the glucocorticoid receptor beta-
isoform. J Allergy Clin Immunol 105(5): 943-950.

Strober W (2001). Trypan blue exclusion test of cell viability. Curr Protoc Immunol Appendix
3: Appendix 3B.



103

Strowig T, Henao-Mejia J, Elinav E, Flavell R (2012). Inflammasomes in health and disease.
Nature 481(7381): 278-286.

Sugama S, Takenouchi T, Fujita M, Kitani H, Conti B, Hashimoto M (2012). Corticosteroids
limit microglial activation occurring during acute stress. Neuroscience 232C: 13-20.

Sun ID, Liu Y, Yuan YH, Li J, Chen NH (2012). Gap junction dysfunction in the prefrontal
cortex induces depressive-like behaviors in rats. Neuropsychopharmacology 37(5): 1305-
1320.

Tang SC, Arumugam TV, Xu X, Cheng A, Mughal MR, Jo DG, et al. (2007). Pivotal role for
neuronal Toll-like receptors in ischemic brain injury and functional deficits. Proc Natl Acad
Sci U S A104(34): 13798-13803.

Tang SC, Lathia JD, Selvaraj PK, Jo DG, Mughal MR, Cheng A, et al. (2008). Toll-like receptor-4
mediates neuronal apoptosis induced by amyloid beta-peptide and the membrane lipid
peroxidation product 4-hydroxynonenal. Exp Neurol 213(1): 114-121.

Thompson C, Gary D, Mattson M, Mackenzie A, Robertson GS (2004). Kainic acid-induced
naip expression in the hippocampus is blocked in mice lacking TNF receptors. Brain Res Mol
Brain Res 123(1-2): 126-131.

Tian L, Ma L, Kaarela T, Li Z (2012). Neuroimmune crosstalk in the central nervous system
and its significance for neurological diseases. J Neuroinflammation 9: 155.

Tolosa E, Ashwell JD (1999). Thymus-derived glucocorticoids and the regulation of antigen-
specific T-cell development. Neuroimmunomodulation 6(1-2): 90-96.

Unemura K, Kume T, Kondo M, Maeda Y, Izumi Y, Akaike A (2012). Glucocorticoids decrease
astrocyte numbers by reducing glucocorticoid receptor expression in vitro and in vivo. J
Pharmacol Sci 119(1): 30-39.

Unlap MT, Jope RS (1997). Dexamethasone attenuates NF-kappa B DNA binding activity
without inducing | kappa B levels in rat brain in vivo. Brain Res Mol Brain Res 45(1): 83-89.

Velasco |, Velasco-Velazquez MA, Salazar P, Lajud N, Tapia R (2003). Influence of serum-free
medium on the expression of glutamate transporters and the susceptibility to glutamate
toxicity in cultured cortical neurons. J Neurosci Res 71(6): 811-818.

Volterra A, Meldolesi J (2005). Astrocytes, from brain glue to communication elements: the
revolution continues. Nat Rev Neurosci 6(8): 626-640.

Wallraff A, Kohling R, Heinemann U, Theis M, Willecke K, Steinhauser C (2006). The impact of
astrocytic gap junctional coupling on potassium buffering in the hippocampus. J Neurosci
26(20): 5438-5447.



104

Wang Q, Gong Q, Wu Q, ShiJ (2010). Neuroprotective effects of Dendrobium alkaloids on rat
cortical neurons injured by oxygen-glucose deprivation and reperfusion. Phytomedicine
17(2): 108-115.

Weber CM, Eke BC, Maines MD (1994). Corticosterone regulates heme oxygenase-2 and NO
synthase transcription and protein expression in rat brain. J Neurochem 63(3): 953-962.

Whitehead D, Carter DA (1997). cAMP response element-binding protein phosphorylation
and DNA binding activity are increased in the anterior pituitary gland following
glucocorticoid depletion. J Mol Endocrinol 19(3): 291-297.

Wyss-Coray T, Mucke L (2002). Inflammation in neurodegenerative disease--a double-edged
sword. Neuron 35(3): 419-432.

Xie C, Markesbery WR, Lovell MA (2000). Survival of hippocampal and cortical neurons in a
mixture of MEM+ and B27-supplemented neurobasal medium. Free Radic Biol Med 28(5):
665-672.

Yang CS, Shin DM, Jo EK (2012). The Role of NLR-related Protein 3 Inflammasome in Host
Defense and Inflammatory Diseases. International neurourology journal 16(1): 2-12.

Yeager MP, Pioli PA, Guyre PM (2011). Cortisol exerts bi-phasic regulation of inflammation in
humans. Dose-response : a publication of International Hormesis Society 9(3): 332-347.

Yoles E, Hauben E, Palgi O, Agranov E, Gothilf A, Cohen A, et al. (2001). Protective
autoimmunity is a physiological response to CNS trauma. J Neurosci 21(11): 3740-3748.

Yu S, Patchev AV, Wu Y, Lu J, Holsboer F, Zhang JZ, et al. (2010). Depletion of the neural
precursor cell pool by glucocorticoids. Ann Neurol 67(1): 21-30.

Yu S, Yang S, Holsboer F, Sousa N, Almeida OF (2011). Glucocorticoid regulation of astrocytic
fate and function. PLoS One 6(7): e22419.



