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Santos, P. C. F. Efeito do acionamento do receptor 2-adrenergico (2AR) na 
interação astrócito-micróglia em modelo inflamatório in vitro. [tese (Doutorado 
em Imunologia)] – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo; 2021. 
 

Astrócitos são importantes células gliais que desempenham um papel 

fundamental na manutenção da homeostase do Sistema Nervoso Central. Além 

disso, astrócitos também participam do processo inflamatório que ocorre em 

doenças como Parkinson, acidente vascular cerebral e Esclerose Múltipla (EM). 

Nosso grupo está interessado em entender se e como a sinalização pelo receptor 

2-adrenérgico (2AR) pode interferir na função dos astrócitos diante de 

estímulos inflamatórios. Neste trabalho, apresentamos dados que demonstram 

que a ativação do 2AR em uma cultura enriquecida de astrócitos regula 

negativamente a produção induzida por LPS de CCL2 e TNF- de maneira 

independente de PKA. Além disso, demonstramos que astrócitos purificados 

regulam positivamente a expressão de Ccl2, Tnf-a, NOS2 e Il-10 quando tratados 

com meio condicionado de microglias estimuladas por LPS (MCM, usado como 

estímulo), em contraste com o controle (não tratado) MCM. E que o pré-

tratamento com Fenoterol (agonista 2AR) é capaz de induzir uma regulação 

positiva de Il-10 e uma regulação negativa da expressão de Ccl2, Tnf-a e NOS2 

em astrócitos. Ademais, a ativação de 2AR em astrócitos ou na micróglia 

estimulada por LPS reduziu os níveis de CCL2 detectados por ELISA no 

sobrenadante de astrócitos estimulados com o MCM. Também descrevemos que 

a sinalização pelo 2AR reduz a produção de TNF- por culturas de microglia 

estimuladas por LPS. Descrevemos também que o uso de um anticorpo 

bloqueador anti-TNF- em estímulos de MCM reverte parcialmente o efeito de 

LPS-MCM na secreção de CCL2 por astrócitos purificados. Demonstramos que 

o uso do antagonista 2AR e H89 reverte total e parcialmente, respectivamente, 

a fosforilação de CREB induzida pelo Fenoterol. Em conclusão, nossos 

resultados indicam que a interação micróglia-astrócitos desempenha importante 

papel no microambiente inflamatório, especialmente na secreção de TNF- pela 

micróglia, que induz a expressão de importantes citocinas e quimiocinas nos 

astrócitos. Além disso, nossos resultados demonstram que a sinalização por 



 
 

2AR regula negativamente o efeito pró-inflamatório da microglia nos astrócitos 

e na microglia diretamente. 

 

Palavras-chave: Astrócito. Microglia. 2AR. LPS. TNF-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Santos, P. C. F. Role of the 2-adrenergic Receptor (2AR) on the astrocyte-
microglia interaction in in vivo inflammatory model. Ph.D thesis [(Department of 
Immunology)] – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo; 2021. 
 

Astrocytes are important glial cells that play a key role in maintaining CNS 

homeostasis. In addition, astrocytes also participate in the inflammatory process 

that occurs in diseases such as Parkinson's, stroke and Multiple Sclerosis (MS). 

Our group is interested in understanding whether and how 2-adrenergic receptor 

(2AR) signaling can interfere with astrocyte function in during inflammatory 

stimuli. In this work, we present data demonstrating that activation of 2AR in an 

enriched culture of astrocytes downregulates the LPS-induced production of 

CCL2 and TNF-α in a PKA-independent manner. Furthermore, we demonstrated 

that purified astrocytes upregulate the expression of Ccl2, Tnf-a, NOS2 and Il-10 

when treated with LPS-stimulated microglia conditioned medium (MCM, used as 

stimulus), in contrast to the control (untreated) MCM And that pretreatment with 

Fenoterol (2AR agonist) is capable of inducing an up-regulation of Il-10 and a 

down-regulation of the expression of Ccl2, Tnf-a and NOS2 in astrocytes. 

Furthermore, activation of 2AR in astrocytes or in microglia stimulated by LPS 

reduced the levels of CCL2 detected by ELISA in the supernatant of astrocytes 

stimulated with MCM. We also describe that 2AR signaling reduces TNF- 

production by LPS-stimulated microglia cultures. We also describe that the use 

of a blocking anti-TNF-α antibody in MCM stimuli partially reverses the effect of 

LPS-MCM on the secretion of purified astrocytes of CCL2 and TNF-α. We 

demonstrated that the use of 2AR and H89 antagonists totally and partially 

reversed, respectively, Fenoterol-induced CREB phosphorylation. In conclusion, 

our results indicate that the microglia-astrocyte interaction plays an important role 

in the inflammatory microenvironment, especially in the secretion of TNF-α by the 

microglia, which induces the expression of important cytokines and chemokines 

in astrocytes. Furthermore, our results demonstrate that the 2AR trigger down-

regulates the pro-inflammatory effect of microglia on astrocytes and microglia 

directly. 

 

Keywords: Astrocyte. Microglia. 2AR. LPS. TNF-. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Sistema Nervoso é formado basicamente por neurônios e células da 

glia, sendo que este último pode compor até 50% das células que compõe todo 

o sistema. (1). Entre as células da glia, estão os oligodendrócitos, importantes 

na composição da bainha de mielina (2), astrócitos, mais abundantes e 

heterogêneos (3), e as micróglias, com origem e funções semelhantes a 

macrófagos (4). 

1.1 Astrócitos 

1.1.1 Origem e funções  

 Astrócitos são derivados da diferenciação de uma camada única de 

células comuns a neurônios e oligodendrócitos (5). Esta diferenciação envolve 

principalmente as vias de JAK-STAT e de LIF (6). Outros fatores são importantes 

para que ocorra a astrogliogênese, como a interação de BMP com o próprio LIF, 

desencadeando a expressão de proteína ácida fibrilar glial (GFAP), marcador 

característico de astrócitos (5, 7, 8).  

Astrócitos podem ser divididos quanto a sua morfologia e localização em 

dois grandes grupos: os protoplasmáticos, dispersos por toda a matéria cinzenta 

e com ramificações abundantes, e;  os fibrosos, encontrados na matéria branca, 

com aspectos que se assemelham a fibras e sem tantas ramificações (9, 10). 

Astrócitos são o tipo celular mais abundante do SNC, não existindo sequer 

uma região do mesmo em que não sejam encontrados, formando uma rede não-

sobreposta que é essencial para o desempenho de várias e importantes funções 

(11-16). Esse tipo celular é capaz de formar associações entre si por meio de 

junções do tipo GAP que garantem a passagem de várias moléculas, tais como 

íons de K+ Ca+ e neurotransmissores, como o glutamato (17).  

Em se tratando de íons, astrócitos apresentam receptores e canais 

iônicos diversos, tão vastos quanto os próprios neurônios, e de suma importância 

para a sua função de controle de íons presentes no estroma do SNC (13, 18). O 

funcionamento de canais como KIR e aquaporina 4 (AQP4) garantem o controle 

iônico do SNC, indispensável para o equilíbrio e bom funcionamento do órgão 
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(19). A presença de canais de sódio e potássio em astrócitos evidencia seu 

potencial de membrana e aumento de corrente elétrica mesmo que incapaz de 

deflagrar esse potencial de forma ordenada como os neurônios, mas não menos 

importante para a comunicação entre estes tipos celulares (13, 17). 

Durante a ontogênese do SN, astrócitos participam da formação das 

ligações entre os neurônios (sinapses) por meio da liberação de moléculas 

sinalizadoras que podem tanto orientar os prolongamentos dos neurônios, ou 

auxiliar na poda sináptica através da indução de C1q, suscetível a ação de 

micróglias (14, 20-23). Ainda relacionado a função dos astrócitos, este tipo 

celular participa ativamente do sequestro de glutamato da fenda sináptica após 

a passagem do impulso nervoso de um neurônio para o próximo, processo 

essencial  no SNC (24). O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais 

abundante em todo o SNC, além de ser também uma neurotoxina dependendo 

das suas concentrações (25). Assim, a sua retirada da fenda sináptica, ou do 

meio extracelular em geral, evita eventual hiperativação dos receptores 

glutamatérgicos em neurônios, o que pode causar morte celular em função do 

grande influxo de cálcio. Os astrócitos são uma das células do SNC que contém 

os transportadores de glutamato e o tipo celular que consegue retirar mais deste 

neurotransmissor do sistema, quantitativamente (24). 

Além do sequestro de glutamato e de redistribuir essas quantidades pelo 

órgão, astrócitos são responsáveis também pela reposição do neurotransmissor 

aos neurônios (26). Os astrócitos apresentam a enzima glutamina sintetase, a 

qual, junto com amônia, converte glutamato em glutamina, só então capaz de 

ser absorvida pelos neurônios, os quais a utilizam para síntese do glutamato (27, 

28). 

Astrócitos são também muito importantes para a manutenção da barreira 

hematoencefálica (11, 29). Os prolongamentos destas células estão projetados 

por sobre os microvasos que passam pelo SNC. Esse contato íntimo indica que 

substancias liberadas pelos astrócitos são capazes de modular, por exemplo, a 

permeabilidade do endotélio, o que de fato acontece (30). Experimentos in vitro 

evidenciaram que apenas com o co-cultivo de astrócitos e células neuro-

endoteliais, o crescimento destas células mantem o aspecto encontrado na 
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barreira hematoencefálica, incluindo todos os marcadores encontrados in vivo e 

a presença de proteínas que compõem as tight junctions (31, 32). 

Recentemente, a participação de astrócitos em processos patológicos tem 

chamado a atenção para uma nova função dessas células: a inflamatória. 

Astrócitos também apresentam Receptores de Reconhecimento Padrão (PRR), 

tais como TLRs, NLR, receptores de complemento e receptores do tipo 

scavenger (33, 34). A participação de astrócitos em processos inflamatórios e o 

desfecho que o mesmo terá está intimamente relacionada com o acionamento 

desses receptores, uma vez astrócitos apresentam plasticidade fenotípica 

variada de acordo com os estímulos considerados no microambiente em 

questão, favorecendo, assim, o acionamento de classes diferentes de PRRs, o 

que garante uma variedade de possibilidades de desfecho quanto ao insulto 

inflamatório original e os produtos do mesmo (35).  

 

1.1.2 Astrócitos e a neuropatologia 

Dada a sua capacidade de reconhecer DAMPs e PAMPs, astrócitos são 

capazes de participar dos processos inflamatórios no SNC. Além disso, lesões 

no tecido nervoso podem levar ao aumento nos níveis de glutamato no estroma 

do órgão. Esse aumento é capaz de induzir astrócitos a aumentar a expressão 

de GFAP e a multiplicação desse tipo celular, causando um evento chamado de 

astrogliose reativa (36, 37). A astrogliose é tida como uma cicatriz tecidual 

neural, caracterizada pela presença de astrócitos reativos e que participam 

ativamente na liberação de mediadores inflamatórios, como Il-1, IL-6, IL-10 e  

TGFOutro efeito que a astrogliose induz é o remodelamento da estrutura 

tecidual, impedindo o crescimento de axônios na região da cicatriz, 

redirecionando as terminações nervosas às margens da cicatriz glial. (38, 39).  A 

astrogliose é relatada em casos de derrame hemorrágico, por exemplo, onde há 

a presença de cicatriz astrocítica altamente marcada por GFAP margeando a 

zona da lesão, sendo perceptíveis já entre 3 a 5 dias após injúria (40). 

Placas de astrogliose não são eventos exclusivos de derrames 

hemorrágicos, sendo encontradas também em estágios avançados da Doença 

de Parkinson (DP) (41, 42). Na DP, ocorre a degeneração de neurônios 
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dopaminérgicos da substância negra do cérebro, região com menor densidade 

astrocítica, se comparada com a da branca (43). Ainda que não comprovada que 

a falta de astrócitos possa contribuir com a progressão da DP, a ausência de 

resposta robusta astroglial pode ser um dos fatores que desencadeie a 

degeneração dos neurônios dopaminérgicos, uma vez que esses neurônios não 

teriam mais o suporte dos astrócitos para perfeita fisiologia (44).  

A aparição de placas de astrogliose em amostras pós mortem de 

pacientes e modelos animais da Doença de Alzheimer (DA) tem sido observada 

desde o próprio relato da Doença (45, 46). Vale ressaltar que a DA é um quadro 

clinico relacionado com a idade e com o aparecimento de sinais de demência, 

entre outros sintomas como o tremor/falta de controle de movimentos fNOS2. 

Análises de amostras de indivíduos senis evidenciaram uma possível relação 

entre o maior aparecimento de placas de astrogliose e placas senis, frequentes 

em quadros de demência (47). Estudos in vitro mostraram que a morte de 

neurônios e a deposição do peptídeo -amilóide (A) poderiam ser o gatilho para 

a ativação dos astrócitos quanto a cicatriz glial (48). 

Astrócitos são primordiais no surgimento e desenvolvimento da 

Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), modelo animal para Esclerose 

Múltipla (EM) (49, 50). A  EAE reproduz os aspectos clínicos da EM, doença 

humana na qual o sistema imune induz uma resposta inflamatória mediada 

também por linfócitos T que reconhecem antígenos associados à bainha de 

mielina (51). Os fatores que levam ao quadro de EM ainda necessitam ser 

elucidados, embora a predisposição genética do indivíduo seja um fator 

predominante nos casos (52). Como resultado à inflamação, ocorre 

desmielinização do Sistema Nervoso (SN) Central (SNC) e lesões axonais, que 

levam a sinais clínicos heterogêneos como perda de coordenação muscular e 

função sensorial (52). A maioria dos pacientes apresentam eventos de surto, 

seguidos de remissão (surto-remissão). A doença mais grave ocorre, em geral, 

tardiamente, quando a soma de danos causados por eventos de surtos-remissão 

se acumulam e levam à fase secundária progressiva da doença (53).  

Estudos demonstram a presença de astrócitos hipertrofiados associados 

a locais de danos axonais antes do surgimento de perda de função dos mesmos 
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(54, 55). Além disso, o estímulo de TNF- em astrócitos faz com que eles 

produzam endotelina-1, que modifica a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica, além de induzir a produção de fatores envolvidos na 

quimiotaxia e migração de leucócitos, como CXCL-2, CXCL-3, CCL2, VCAM1 e 

ICAM1, que estão relacionadas a via de NF-B (56). Logo, os astrócitos tem 

participação importante no extravasamento de material oriundo do sangue no 

estroma do SNC. (57, 58). Além disso, citocinas pró-inflamatórias tais como o 

TNF- promovem uma diminuição da expressão de transportadores de 

glutamato e de glutamina sintetase em astrócitos, prejudicando a capacidade 

dessas células em manter níveis adequados de glutamato no meio extracelular 

dentro do SNC(59, 60).  

 

1.2 Micróglia 

1.2.1 Origem e Funções 

Diferente das outras células da glia, as micróglias não possuem origem 

de tecidos embrionários relacionados com o tecido neuroepitelial. Macrófagos 

embrionários detectáveis bem no início do período pré-natal são os responsáveis 

por migrar para a região do SN. Assim, estas células darão origem a população 

de micróglias a partir de divisão celular de forma independente de seus 

precursores hematopoiéticos (61-63). Experimentos de parabiose entre animais 

CD45.1 e CD45.2 evidenciam que as células mieloides encontradas 

posteriormente no SN mantem a sua expressão original dos seus variantes  de 

CD45, enquanto que as amostras de alvéolos pulmonares apresentaram graus 

de miscigenação de marcadores celulares (64). Após a migração do saco 

vitelínico para a região que dará origem ao SN, estas células diferenciam-se do 

estado ameboide em células de vastas ramificações, dando um aspecto único 

as mesmas, sem impedir a sua locomoção por emissão de pseudópodes (65). 

Durante o desenvolvimento do SN, micróglias participam ativamente da 

remodelação e orientação dos circuitos neurais a serem formados. Essa 

participação ocorre, por exemplo, promovendo a morte de algumas células de 

Purkinje (66), estimulando a formação de sinapses essenciais para o 

aprendizado a partir da liberação de fatores que estimulam os neurônios (67) e 
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até removendo células desnecessárias da cascata neurológica do hipocampos 

(68). 

Devido a sua origem e funções, as micróglias são tidas como as células 

efetoras do sistema imune que são residentes do SN. Ao se deslocar pelo 

estroma do tecido neural, micróglias efetuam varreduras completas do SN em 

busca de alterações fisiológicas que possam indicar infecções e/ou lesões 

através da ativação de seus receptores, intimamente relacionados com a 

imunidade inata. Uma vez ativados esses receptores, micróglias podem sair 

rapidamente de um estado quiescente/de repouso para um perfil ativado, 

acionando processos de fagocitose e/ou secreção de mediadores inflamatórios 

(69). Atualmente, essa ativação de micróglias contrapõe o clássico perfil M1/M2 

(pró-inflamatório e antinflamatório, respectivamente), uma vez que as 

características apresentadas por estas células são transientes e condizem muito 

com a região na qual a célula está, bem como o momento em que o 

microambiente se encontra: se de manutenção fisiológica ou de combate a 

situações patológicas (70). 

Alguns dos receptores que micróglias apresentam são: TLR4, levando a 

uma robusta produção de TNF-, dando às micróglias o posto de principal 

produtor de tal citocina no SNC (71);  o receptor de glutamato -amino-3-hidroxi-

metil-5-4-isoxazolpropiónico (AMPA) que, quando ativado, também desencadeia 

produção de TNF- (72); receptores purinérgicos do tipo P2X, ativados em casos 

de dor crônica causada por lesão neuronal (73); receptores de TNF-, 

funcionando como retroalimentação em processos onde já há a produção de 

TNF- (74); receptores IL-1, como gatilho para multiplicação de micróglias (75), 

podendo ter efeito neuroprotetivo (76). Além desses, é interessante ressaltar que 

micróglias podem apresentar proteínas do MHC-II, evidenciando a sua função 

de apresentação de antígeno e como um link entre a imunidade inata e a 

adaptativa (77, 78). 

 

1.2.2 Micróglias e Neuropatologia 
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 Por ser a célula imune efetora residente e também a ponte entre a 

imunidade inata e adaptativa no SN, micróglias tem papel importante em 

processos inflamatórios locais (79). Na DP, por exemplo, vários estudos 

analisando amostras post mortem relacionaram marcadores de ativação de 

micróglias com o aumento frequência da doença em pacientes e em modelos 

animais, como aumento de MHC-II, marcadores de atividade lisossomal CD68, 

aumento de integrinas ICAM-I (CD54) e LFA-1 (CD11a),  e células positivas para 

TNF- e IL-6 (80-82). 

 Na DA, experimentos com animais deficientes para Triggering receptor 

expressed on myeloid cells 2 (TREM2), um importante receptor microglial que 

reconhece alterações lipídicas em seu microambiente, apontam que a ausência 

desse receptor em micróglias é suficiente para que placas de A sejam menos 

densas e que ocorra menor dano neural, evidenciando ainda mais o 

envolvimento de micróglias em processos degenerativos do SN (64). Vale 

ressaltar que foram encontradas características comuns de micróglias ativadas 

em amostras post mortem de pacientes com DA e DP (82). 

Em um modelo de EAE, a presença de micróglias em placas 

desmielinizantes do SNC de animais no curso da doença é uma evidência da 

participação dessas células no desenvolvimento da patologia (83). Essa 

participação tem um papel duplo: as micróglias podem atuar como células 

efetoras pró-inflamatórias, participando de sistemas de retroalimentação que 

induz aumento de lesões e secretando citocinas como TNF- e IL-6, bem como 

envolver-se em situações de regeneração tecidual, fagocitando debris de células 

mortas e de mielina e secretando TGF-, por exemplo, que tem papel 

regenerador neural (84, 85). Outros dados com animais transgênicos (CD11b-

HSVTK) passíveis de bloquear a ação de micróglias para avaliação de seu efeito 

na EAE apontam que a ausência de sua participação na doença, não liberando 

NO e de citocinas pró-inflamatórias, indicam melhora do score clínico dos 

animais (86). 

 

1.3 Interação astrócito-micróglia 
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A comunicação entre as células da glia é essencial para o 

desenvolvimento do SN, bem como para o ótimo desempenho de suas funções 

e resolução de processos patológicos locais, podendo ocorrer de forma 

bidirecional entre astrócitos e micróglias (87).  

Por exemplo, micróglias respondem rapidamente ao LPS, produzindo 

TNF- e NO, os quais podem levar ao aumento da expressão gênica também 

de TNF- e NO em astrócitos, mesmo que em concentrações muito inferiores 

quando comparadas as da própria micróglia (88, 89). Alguns experimentos 

reforçam essa influência, mostrando que animais WT tratados com LPS são 

capazes de induzir astrócitos com perfil de expressão gênica de células reativas, 

ao passo que animais Csf1r-/- (animais que não possuem micróglias) estimulados 

com LPS não conseguiram obter o mesmo padrão astrocítico. Outros 

experimentos desse mesmo trabalho apontam que as moléculas secretadas por 

micróglias capazes de induzir esse estado chamado de A1 em astrócitos são IL-

1, TNF- e C1q (90). Em experimentos de EAE, Rothhammer et al. mostraram 

que o VEGF-B de micróglias é capaz de induzir ativação de astrócitos, 

proporcionando a piora no quadro clínico dos animais, ao passo que o TGF- 

também de micróglias é capaz de limitar a atividade patogênica dos astrócitos, 

frenando o desenvolvimento da patologia (91).  

Por outro lado, a ativação de vias de NF-B de astrócitos em modelos de 

DA por A leva a liberação do fator C3 do complemento (92), agindo sobre 

micróglias graças ao seu receptor C3aR, prejudicando sua função fagocítica 

sobre A, piorando o score clínico (93). Em outro estudo, imuno-histoquímica de 

amostras post-mortem de pacientes com EM apontaram que astrócitos 

hipertrofiados e micróglias ficam as margens das lesões desmielinizantes. Além 

disso, mostram um gradiente de CCL2/MIP-1 e IL-10 em altas concentrações à 

margem, colocalizados com os astrócitos hipertrofiados, e baixas no centro das 

lesões. Essa co-localização indica que astrócitos são os responsáveis pela 

produção de quimioatraentes CCL2 e IP-10 e que essas quimiocinas ativam e 

atraem micróglias para a região da lesão (94). Em concordância, outro grupo de 

pesquisa demonstrou que micróglias tratadas com LPS são capazes de 

aumentar a expressão de IL-10  e que essa citocina é capaz de induzir astrócitos, 
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que expressam IL-10R1, a secretar TGF (95), levando a um processo de 

looping no qual o TGF, por sua vez, atua em micróglias diminuindo a produção 

de IL-1 e aumentando a expressão de IL-4R, induzindo processo 

antinflamatório (96). 

Por estes trabalhos, evidencia-se a participação e interação entre estes 

dois tipos celulares durante processos fisiológicos, seja em homeostase ou ainda 

devido a insultos inflamatórios. Entretanto, ainda há muito a se investigar para 

determinar a função compartimentalizada, sobretudo dos astrócitos (87, 88). 

Holm et al. realizaram experimentos in vitro com culturas enriquecidas de 

astrócitos rigorosamente purificadas quanto a contaminação de micróglias, 

mostrando que a resposta de astrócitos a estímulos de TLR2 e TLR3 são 

potencializadas na presença de micróglias, e ainda que a resposta de astrócitos 

a TLR4 só é possível na presença de micróglias (97).   

Mesmo com essa dicotomia quanto a independência e autonomia da 

participação dos astrócitos em processos inflamatórios, é consenso na literatura  

que astrócitos e micróglias interagem entre si, causando regulação celular no 

microambiente em que ocupam, o SN. Esses trabalhos também exemplificam 

como relações celulares no microambiente do SN podem sofrer influência e 

serem reguladas de diferentes maneiras durante modelos patológicos. Em se 

tratando de processos inflamatórios, a interação entre o sistema imune (SI) e o 

SN podem ser um dos motivos pelos quais a comunicação entre astrócitos e 

micróglias pode ser modulada.  

 

1.4 O sistema nervoso e o sistema imune 

O SNC é capaz de interagir e influenciar o Sistema Imune por pelo menos 

três formas bem descritas (98): (i) através do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA), onde o fator liberador de corticotrofina (CRF) produzido pela hipotálamo 

atua na hipófise, estimulando a produção do hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH) que, por sua vez, induz as glândulas suprarrenais a liberarem 

glicocorticoides, que podem atuar diretamente em células da resposta imune 

(99); (ii) por meio do sistema nervoso simpático, mediada pela liberação direta 

de neurotransmissores, como a dopamina e a noradrenalina por fibras pós-
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ganglionares que inervam órgaos linfóides primários e secundários(100), e; (iii) 

pelo reflexo inflamatório vagal, segundo o qual, embora não exista inervação 

parassimpática nos órgãos linfoides, em casos de inflamação sistêmica, o nervo 

vago poderia estimular nervos adrenérgicos com consequente liberação de 

noradrenalina nesses órgãos (especialmente o baço) e, através do receptor 

2AR de linfócitos, desencadear a produção de acetilcolina, a qual atuaria em 

macrófagos,inibindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias (101, 102). 

 

1.4.1 O receptor 2-adrenérgico (2AR) 

 Nos últimos anos, a participação do SNS na regulação de diferentes 

aspectos da resposta imune tem sido descrita. Obviamente, é necessário que as 

células do sistema imune, para que possam responder aos estímulos oriundos 

do SNS, expressem receptores adrenérgicos (98). Esses receptores são 

caracterizados por apresentarem sete alças que transpassam pela membrana 

plasmática, sendo acopladas a proteína G (GPCR), classificados então, de 

acordo com a propriedade da proteína G. 

 No caso do 2AR, o acoplamento é realizado pela proteína G estimulante 

(Gs), cuja ativação canônica leva a indução de adenosina monofosfato cíclico 

(cAMP), o qual funciona como segundo mensageiro, sobretudo para a ativação 

da proteína quinase A (PKA). A partir de então, PKA fosforila uma série de 

proteínas de vias de sinalização de efeitos variados (98, 103). Por exemplo, 

nosso grupo mostrou que o acionamento do receptor 2AR em linfócitos T 

reguladores CD4+ FoxP3+ aumenta seu potencial supressor, aumentando sua 

expressão de CTLA-4 e induzindo uma diminuição de IL-2 mRNA em células 

CD4+ efetoras, mecanismos os quais são mediados pelo aumento de cAMP e 

fosforilação de CREB dependente de PKA (104). 

Sabe-se também que uma das vias de sinalização de 2AR envolve a 

inibição de NF-B (105). A interação de -arrestinas 1 e 2, induzidas pelo 

acionamento de 2AR, com o complexo IB impede sua fosforilação e 

conseguinte translocação de NF-B para o núcleo. Isso impede que genes pró-

inflamatórios, sobretudo de citocinas e quimiocínas, sejam transcritos (106-108). 
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Em um outro trabalho, nosso grupo determinou que o 2AR de células 

dendríticas é funcional e o perfil de citocinas produzidas é alterado quando há 

acionamento deste receptor nas células desafiadas com LPS. Este efeito é 

independente da ativação de PKA e está associado à inibição da via de AP-1 e 

NF-B. A alteração no perfil de citocinas produzidas pelas células dendríticas 

nesta condição impacta a diferenciação de células T efetoras (108). Nosso grupo 

também demonstrou que animais com hiperatividade do SNS, mediada pela 

deleção dos receptores responsáveis pelo feedback negativo na produção de 

noradrenalina, apresentam quadro clinico de EAE menos severo e menor grau 

de infiltrado inflamatório no SNC quando comparados com animais WT. Essa 

diminuição na severidade da doença se deve ao efeito da noradrenalina sobre 

os receptores 2AR na montagem da resposta contra antígenos da bainha de 

mielina de camundongos, suprimindo a expressão de IL-2, IFN- e GM-CSF, 

importantes citocinas para o desenvolvimento da resposta celular CD4+ na EAE 

(109). 

 

1.5 O 2AR e a interação astrócitos-micróglia 

Sabe-se que astrócitos expressam 2AR e que os mesmos desempenham 

importantes funções, incluindo na modulação o metabolismo do glutamato e da 

glicose (110). Além disso, a ausência dele parece comprometer o controle de 

proliferação e aumenta a expressão de GFAP nessas células, todos esses 

eventos relacionados com astrogliose. Também, estudos já verificaram a 

redução na expressão do 2AR em pacientes com EM (49, 103, 111, 112).  

Em se tratando das micróglias, estimular cultura de micróglias com os 

agonistas de 2AR adrenalina, isoproterenol e forskolina suprimem a 

multiplicação desse tipo celular (113). Além disso, o acionamento do receptor 

2AR por baixas doses do composto farmacêutico salmeterol tem efeito protetivo 

sobre o SNC, uma vez que, frente ao estímulo com LPS, reduz a expressão de 

TNF-, NO produzido por micróglias, os quais tem efeito deletério sobre 

neurônios e outras células do SN (114). 
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 Pelo exposto, sabe-se que o acionamento do receptor 2AR tem efeito em 

processos fisiológicos e de resposta inflamatória de astrócitos e micróglias 

independentemente. Entretanto, ainda é necessário estabelecer a relação entre 

esse acionamento do receptor 2AR e o efeito a ser observado quando essas 

células atuam em conjunto, sobretudo pormenorizando os efeitos da resposta 

inflamatória desencadeada em astrócitos. O entendimento de como esse 

receptor atua nessas situações servirá como mais uma evidência para o uso 

desse receptor como alvo terapêutico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 O objetivo do presente trabalho é avaliar os efeitos do acionamento do 

receptor 2-adrenergico (2AR) na interação astrócito-micróglia em modelo 

inflamatório in vitro. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Determinar a produção de citocinas de cultura celular mista de astrócitos 

e micróglias primários frente ao estímulo de LPS; 

 Determinar se o acionamento do 2AR em cultura mista de astrócitos e 

micróglias interfere na produção de quimiocinas e citocinas após o 

estímulo dessas células com LPS;  

 Estudar vias de sinalização envolvidas em eventuais fenômenos 

observados quando há o acionamento do receptor 2AR na cultura mista; 

 Determinar a produção de citocinas de cultura enriquecida de astrócitos, 

livre de micróglias, estimulada com LPS; 

 Determinar se as citocinas produzidas em culturas enriquecidas de 

micróglias estimuladas com LPS é capaz de induzir expressão de 

citocinas e quimiocinas em culturas enriquecidas de astrócitos; 

 Determinar se o acionamento do receptor 2AR é capaz interferir na 

produção de citocinas pela cultura enriquecida de micróglias e seu 

impacto na relação astrócitos-micróglias; 

 Determinar se o TNF- oriundo de micróglias é um bom indutor de 

produção de citocinas em cultura enriquecida de astrócitos; 

 Estudar vias de sinalização envolvidas no acionamento do receptor 2AR 

em astrócitos; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Aspectos éticos 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo as 

determinações do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), Lei nº 11.794, de 

08/10/2008, Resolução normativa nº 1 – CONCEA, como aprovado sob o 

protocolo 06/2017. Todos os procedimentos também estão de acordo com as 

normas do Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de 

São Paulo, aprovado em 19/05/2017 sob o nº 2872270317. 

3.2 Cultura enriquecida de astrócitos 

 Astrócitos primários foram obtidos de cultura mista de células corticais 

(115). Encéfalos de animais C57BL-6 neonatos foram coletados e separados do 

bulbo olfatório e do cerebelo. O tecido cortical foi mecanicamente dissociado e 

submetido a digestão enzimática em solução de Tripsina 5% (Instituto Adolfo 

Lutz, Núcleo de Cultura de Células, São Paulo, Brasil) por 30 minutos em banho-

maria (Sieger Equipamentos Médicos Laboratoriais, PR, Brasil) a 37ºC, sendo 

agitado a cada 10 minutos. A solução foi posteriormente centrifugada (HERMLE 

Labortechnik GmbH, Alemanha) a 300 g por 5 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante para obtenção da massa celular. As células foram ressuspendidas 

em 10 ml de meio DMEM (Life Technologies Corp., NY, Estados Unidos) 

suplementado com 10% de SFB (Life Technologies do Brasil, Brasil), 5 g/ml de 

piruvato (Life Technologies Corp., China), 2 mmol/L de glutamina (Life 

Technologies Corp., NY, Estados Unidos), 50 u/ml de penicilina e de 

estreptomicina, HEPES (Life Technologies Corp., NY, Estados Unidos). O 

conteúdo foi homogeneizado até a obtenção de uma solução de células 

individualizadas em suspenção. A solução foi passada para garrafa de 75 cm2 

(SARSTEDT AG & Co., Alemanha) de área e completos com o meio DMEM 

suplementado até o volume final de 20 ml. A primeira troca de meio é feita 48 

horas após a obtenção do mix cortical, sendo refeito após 72 horas em diante, 

até atingir a confluência. Para a obtenção de células suficientes para uma garrafa 

T75 cm2 de área, são usados 4 animais entre 0 e 3 dias de vida. 
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 Para o repique e separação de outros tipos celulares, as garrafas de 

cultura são submetidas a agitação orbital (Novatecnica, SP, Brasil) a 37ºC por 6 

horas. O sobrenadante contendo micróglias é descartado. O repique segue com 

a lavagem da cultura com PBS e digestão enzimática por tripsina, inativação com 

meio DMEN suplementado, centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos, descarte 

do sobrenadante e ressuspenção em meio completo para recolocar em outras 

duas garrafas de 75 cm2 de área. Este procedimento foi repetido semanalmente 

quando a cultura celular atingia confluência em monocamada até o 20º dia após 

a extração.  

Entre 21º e 28º dia após a extração, os astrócitos atingiam sua maturação 

(115), estando aptas para os experimentos ex-vivo. A cultura celular passou pelo 

mesmo processo de repique para serem mantidas em cultura em placa de 6 

poços (SARSTEDT AG & Co., Alemanha) até atingirem confluência celular em 

monocamada. Cada poço de placa de 6 poços rendem um total de 5x106 a 107 

células. 

3.3 Ensaios ex-vivo. 

3.3.1 Pureza da cultura celular 

 Para verificar a pureza da cultura celular de astrócitos primárias oriundas 

do mix cortical, as células foram submetidas a aquisição de imagens de Reação 

de Imunofluorescência (RIFI) e a citometria de fluxo. 

3.3.2 Reação de Imunofluorescência Indireta – RIFI 

Para a obtenção das lâminas dos astrócitos primários, as células foram 

recolocadas a partir do 21º dia em placa de 6 poços contendo em seu fundo, 4 

lamínulas por poço. Quando atingiram a confluência celular, as lamínulas 

contendo as células foram lavadas 3 vezes em PBS (Sigma-Aldrich, CA, Estados 

Unidos) e alocadas em poços individuais de placa de 24 poços (SARSTEDT AG 

& Co., Alemanha). As células foram fixadas com PFA (Comercial Bono Ltda., SP, 

Brasil) 4% por 1 hora à temperatura ambiente. Para a marcação, foram utilizados 

os anticorpos 1os para as estruturas de GFAP (-GFAP primário (anti-mouse [G-

A-5], 1:1000, Cy3®) (Abcam Plc, Cambridge, Reino Unido) em solução 

permeabilizante de PGN-saponina por 1 hora em câmara úmida e ao abrigo da 
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luz. A marcação do núcleo foi realizada com DAPI (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, Estados Unidos), também por 1 hora em câmara escura e úmida. 

As lâminas foram montadas com meio anti-decaimento PGN em glicerol e 

esmaltadas. As imagens foram obtidas em microscópio de fluorescência 

Olympus BX51, câmera Olympus DP71. 

3.3.3 Citometria de Fluxo 

Para a realização da citometria de fluxo da cultura mista cortical primária, 

as células foram recolocadas a partir do 21º dia em placa de 6 poços até 

atingirem a confluência celular. As células foram, então, lavadas com PBS, 

centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante, descartado. Foi 

utilizado uma solução com bloqueadores de receptores Fc com -CD16-32 – 2 

l/100l de MACs buffer (Ebioscience, CA, Estados Unidos) por 10 minutos a 

temperatura ambiente. As células foram lavadas em PBS antes de passaram por 

marcação superficial com Mix de anticorpo para CD45 (anti-mouse CD45 (Ly-5), 

1:100, PE) e CD11b (anti- mouse CD11b, 1:100, eFluor® 450) em PBS, por 20 

minutos ao abrigo da luz. As células são então lavadas para a fixação e 

permeabilização celular, feita com o kit FIX/PERM BUFFER. (Ebioscience, CA, 

Estados Unidos). A marcação intracelular de GFAP (anti- mouse CD11b, 1:100, 

eFluor® 660) foi feita de acordo com o protocolo do fabricante do kit de 

permeabilização, por 20 a 30 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Após 

a lavagem, as células foram ressuspendidas em MACs buffer. A leitura de 

citometria foi realizada no citômetro FACs Canto II (BD Bioscience, San Diego, 

CA, Estados Unidos), e as análises, com o uso do software FlowJow® (Stanford 

University, CA, Estados Unidos). 

A realização da separação das células de cultura mista cortical para uso 

em experimento com culturas de micróglias purificas e astrócitos purificados 

seguiu o mesmo protocolo, excluindo os passos de fixação com o kit FIX/PERM 

BUFFER e marcação intracelular de GFAP. A leitura dessa citometria se deu em 

citometro de fluxo FACSAria II (BD Bioscience, San Diego, CA, Estados Unidos). 

As células eram coletadas em tubos em concentração final de 20 % SFB. As 

células eram lavadas após a obtenção de populações distintas: CD45+CD11b+ 

(consideradas como micróglias) e CD45-CD11b- (astrócitos). Micróglias eram 
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mantidas em meio RPMI a 20% SFB até o dia do experimento. Astrócitos eram 

mantidos em DMEM a 20 %SFB até alcançarem confluência para a realização 

do experimento. 

3.3.4 Produção de citocinas 

Para quantificar a produção de citocinas por cultura mista cortical, as 

células foram ativadas com LPS (1 g/ml) por 6, 12 ou 24 horas. Para avaliar os 

efeitos do receptor 2AR  na produção de citocinas induzida pelo LPS, as células 

foram previamente tratadas com agonista específico (fenoterol Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, MI, Estados Unidos, 1 M, 15 minutos) ou Noradrenalina (1 M, 15 

minutos Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, Estados Unidos). 

Em se tratando dos experimentos que usaram MCM (meio condicionado 

de micróglias), micróglias foram estimulados em DMEM com LPS na 

concentração de (1 g/ml) por 24 horas, após terem sido previamente tratadas 

ou não com fenoterol (1 M) por 15 minutos. O meio era então coletado para a 

utilização em astrócitos por 24 horas, tendo estes últimos também passado ou 

não pelo tratamento prévio de fenoterol (1 M, 15 minutos). 

O sobrenadante das culturas foi então coletado nos respectivos pontos 

para a dosagem de citocinas (IL-6, TNF- e CCL2) por ELISA de acordo com o 

protocolo do fabricante (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Estados 

Unidos).  

3.3.5 Análise de ativação de via de sinalização 

Para avaliar a via de sinalização envolvida no acionamento dos 2AR, as 

células passaram por tratamento com o inibidor da proteína quinase A (PKA), 

H89 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, Estados Unidos) a 20 ou 40 M, por 30 

minutos antes do tratamento com noradrenalina descrito acima. O sobrenadante 

foi coletado 24 horas após o desafio com LPS a 1 g/ml para a dosagem de 

citocinas por ELISA de acordo com o protocolo do fabricante (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Viena, Áustria). 

Ainda para avaliar vias de sinalização envolvidas no acionamento do 

2AR, utilizamos a técnica de Western Blot para detectar a presença de CREB 
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fosforilado e de NF-B, analisado em extrato proteico total (para CREB 

fosforilado) e em extratos proteicos de citoplasma e nuclear (para NF-B e CREB 

fosforilado). Células foram tratadas ou não com o inibidor de 2AR (ICI 118.551), 

inibidor de PKA (H89), Fenoterol ou Noradrenalina, tal como já descrito e 

indicado nas figuras. Para experimentos envolvendo LPS, foi feito o estímulo das 

culturas na concentração de 1 g/ml por 1, 2 e 3 horas. Após a lavagem da 

cultura celular em PBS, foi obtido o extrato proteico. O extrato proteico total foi 

obtido com o uso de tampão de lise, contendo inibidor de proteases. Para a 

obtenção de extratos dos compartimentos celulares de citoplasma e núcleo, foi 

feita a separação dos compartimentos celulares usando o “Cell Fractionation Kit” 

(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, Estados Unidos). A dosagem proteica 

de cada um dos extratos celulares foi feita com o Kit “Micro BCA Protein Assay 

Kit” (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, Estados Unidos). A dosagem 

proteica de cada um dos extratos celulares foi feita com o Kit “Micro BCA Protein 

Assay Kit” (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, Estados Unidos). A 

quantidade proteica utilizada para cada dosagem foi de 20 g em gel 12% de 

acrilamida, utilizando o kit “TGX FasCast Acrylamide Kit, 12%” bem como os 

tampões do mesmo fabricante (Bio-Rad, Estados Unidos). A transferência do gel 

foi feita para membrana de polivinil difluorido (PVDF) (Merck Millipore Ltd., 

Tullagreen, CO, Irlanda). O bloqueio dos sítios ausentes de proteína na 

membrana foi feito com solução de Tris-buffer salina (TBS) (Bio-rad) com de 1% 

Tween 20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T) contendo 5% de Blocker (Bio-Rad) por 1 hora. 

A marcação dos anticorpos primários para NF-B (NF-B p65 (C22B4) rabbit 

mAb, 1:1000, Cell Signaling Technology), CREB fosforilado (P-CREB (S133) 

rabbit mAb, 1:1000, Cell Signaling Technology), GAPDH (GAPDH (14C10) rabbit 

mAb, 1:1000) e H3 total (Histone H3 (D1H2) rabbit mAb, 1:700) foi feita overnight 

a 4ºC sob agitação leve em diluição 1:1000 em TBS-T contendo 5% de BSA 

(Sigma Aldrich). A marcação com anticorpo secundário (anti-rabbit IgG, HRP-

linked antibody, 1:3000, Cell Signaling Technology) foi feita em 1 hora a 

temperatura ambiente sob agitação leve em solução de TBS-T contendo 5% de 

MILK (Bio-Rad). Para obtenção do sinal foi utilizado o quimiorevelador (Clarity 

Western ECL Substrate, Bio-Rad)  e as imagens foram adquiridas em foto-

documentador Alliance 4,7 (UVITEC, Cambridge, Reino Unido). Cada proteína 
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foi marcada individualmente e feito a aquisição da imagem. Entre cada marcação 

primária, foi feita a lavagem da membrana com solução “Re-Blot Plus Mild 

Solution” (Merck Millipore) por 15 minutos sob agitação moderada a temperatura 

ambiente. Entre cada marcação, foram feitas séries de três lavagens da 

membrana com TBS-T, cada uma durando 5 minutos sob agitação moderada e 

a temperatura ambiente. 

3.4 Estatística 

O número de cópias experimentais realizadas está indicado em cada 

ensaio. A significância dos mesmos foi determinada com o auxílio do programa 

GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, Estados Unidos) 

versão 6.01, sendo utilizado o método One-way ANOVA  e Tukey como pos test. 

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05 

(5%). 
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4 RESULTADOS 

 

Astrócitos estão envolvidos em diversos e importantes processos 

fisiológicos no SNC (116). Na tentativa de entender seu envolvimento na 

inflamação, utilizamos da técnica de cultura primária enriquecida de astrócitos 

derivada de mix de células corticais de animais C57BL-6 neonatos. Estes 

astrócitos atingem sua maturidade funcional entre o 21º e 28º dia de cultura 

(115). Para verificar o fenótipo da cultura obtida, utilizamos RIFI e Citometria de 

Fluxo (Fig. 1). 

A cultura de células obtida apresentou uma monocamada de células 

grandes e com expressão do marcador de astrócitos GFAP em intensidade 

variada (Fig. 1A). Corroborando com esse dado, na citometria, apenas uma 

parcela muito baixa de células CD45-CD11b- não expressam GFAP, enquanto 

que a grande maioria dessa população apresenta expressão baixa do marcador, 

enquanto poucas expressam muito. A citometria evidenciou ainda que a cultura 

celular obtida é composta por aproximadamente 90-95% de células CD45-

CD11b-, sendo o restante (~5-10%) de células CD45+CD11b+. A critério de 

classificação neste texto, consideraremos a partir daqui, que as células 

CD45+CD11b+ desta cultura são micróglias, e que as células CD45-CD11b-, 

astrócitos. 
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Figura 2 – Cultura enriquecida de astrócitos, derivada de mix de células corticais 

Células foram mantidas em cultura em meio DMEM suplementado. Análises foram feitas entre 21°-28° dias. 
A. Aumento de 200x de campo claro e suas respectivas marcações para -GFAP e DAPI. A barra indica 
escala representativa de 100 m. B. Citometria de fluxo das células marcadas com -CD45, -CD11b e -
GFAP. 
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Para verificar a funcionalidade da cultura enriquecida de astrócitos em 

possíveis processos inflamatórios, foi realizado uma cinética quanto a produção 

de citocinas típicas desse tipo celular quando desafiado com LPS (Fig. 2). 

Células de mix de córtex de camundongos neonatos apresentam 

produção das citocinas IL-6, TNF- e CCL2 nos pontos de coleta de 

sobrenadante de 6, 12 e 24 horas. Essa produção aumenta de forma tempo-

dependente (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 2 – Curva de produção de citocinas por cultura enriquecida de astrócitos, derivada de mix de células 
corticais, frente ao desafio de LPS. 
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Culturas enriquecidas de astrócitos, derivada de mix de células corticais, foram tratadas com LPS (1 g/ml). 
O sobrenadante foi coletado nos tempos de 6, 12 ou 24 horas para dosagem de citocinas (ELISA). A, B e 
C. Dosagem de IL-6, TNF- e CCL2, respectivamente. Dados representativos de um experimento realizado 
(n=3). 
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A expressão de citocinas observada no tempo de 24 horas é a mais 

abundante (Fig. 2). Dessa forma, julgamos que seria o melhor tempo para 

verificar se haveria modulação desta produção de citocinas quando estas células 

fossem previamente tratadas com ligantes do 2AR. 

Sabe-se do efeito de neurotransmissores e, em particular, da 

noradrenalina ativando o 2AR em células do sistema imune (98, 108). 

Foi feito, então, o tratamento das células com o agonista (Fenoterol) e o 

antagonista (ICI 118.551) do 2AR, previamente ao desfaio com LPS (Fig. 3). 

Esse procedimento foi realizado para verificar se a ativação dos 2AR nas células 

presentes na cultura é capaz de modular o perfil de expressão de citocinas frente 

ao estímulo inflamatório. 

O tratamento com Fenoterol não foi capaz de modular a expressão de IL-

6 (Fig. 3A). Entretanto, a administração de Fenoterol à cultura celular antes do 

desafio com LPS foi capaz de diminuir a produção de TNF- e CCL2. 

Concomitantemente, quando as células eram submetidas a incubação com ICI 

118.551 antes do tratamento com Fenoterol, o efeito redutor da expressão de 

citocinas foi revertido parcialmente (Fig. 3B e 3C). 
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Uma vez que não houve modulação na produção de IL-6 pelas células em 

resposta ao tratamento com Fenoterol e LPS, a investigação desta citocina, bem 

como sua dosagem, foi deixada em segundo plano. 

Mesmo que o Fenoterol possuísse efeito biológico, ainda se fazia 

necessário o teste com o agonista fisiológico dos 2AR: a Noradrenalina. Assim, 

o mesmo experimento foi realizado para verificar se a Noradrenalina reproduzia 

os efeitos na redução da produção de citocinas pelas células. 

 

 

Figura 3 – Produção de citocinas por cultura enriquecida de astrócitos, derivada de mix de células corticais, 
frente a ativação de 2AR com fenoterol e desafio de LPS. 

 

Cultura enriquecida de astrócitos foi tratada com Antagonista de 2AR (ICI118.551; 1 hora; 1 M), Agonista 
de 2AR (Fenoterol; 30 min; 1 M) e/ou LPS (24 horas; 1 g/ml). O sobrenadante foi coletado para dosagem 
de citocinas (ELISA). A, B e C. Dosagem de IL-6, TNF- e CCL2, respectivamente. Dados representativos 
de dois experimentos realizados (n=3). ***p<0,001 ****p<0,0001.  
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Assim como usando o Fenoterol (Fig. 3B e 3C), o tratamento das células 

com Noradrenalina foi capaz de reduzir a produção de TNF- e CCL2 pelas 

mesmas quando desafiadas com LPS. Ainda, o tratamento com ICI 118.551 

também foi capaz de reverter parcialmente o efeito da Noradrenalina (Fig. 4). 

 

Figura 4 – Produção de citocinas por cultura enriquecida de astrócitos, derivada de mix de células 
corticais, frente a ativação de 2AR por Noradrenalina e desafio de LPS. 

 

Cultura enriquecida de astrócitos foi tratada com Antagonista de 2AR (ICI118.551; 30 min; 10 M), 
Noradrenalina (30 min; 1 M) e/ou LPS (24 horas; 1 g/ml). O sobrenadante foi coletado para dosagem de 
citocinas (ELISA). A e B. Dosagem de TNF- e CCL2, respectivamente. Dados representativos de dois
experimentos realizados (n=3). ****p<0,0001. 



45 
 

5 DISCUSSÃO 

 

No nosso modelo, o estímulo de micróglias em contato direto ou indireto 

com astrócitos propicia a ativação destes últimos, culminando na produção de 

citocinas pró-inflamatórias, de sabidas ações autócrinas e parácrinas. A 

atividade inflamatória de células não relacionadas diretamente com a origem do 

Sistema Imunológico tem sido evidenciada cada vez mais. Assim, astrócitos 

desempenham importantes e essenciais funções no sistema nervoso, também 

relacionados a inflamação. 

Uma vez envolvidos em situações inflamatórias diversas, como o Mal de 

Alzheimer, derrames, Parkinson e Esclerose Múltipla, astrócitos são sensíveis 

as alterações do microambiente em questão, produzindo uma série de citocinas 

e alterando seu metabolismo. De fato, a participação de astrócitos nesses 

processos não o colocam em papel de destaque ou protagonismo direto, de 

forma que sejam os causadores dessas doenças. Entretanto, é importante 

ressaltar que essas alterações metabólicas fazem com que suas funções de dar 

suporte ao restante do sistema nervoso sejam comprometidas. Por exemplo, 

doenças do sistema nervoso central podem estar relacionadas ao estresse do 

retículo endoplasmático, uma vez que o proteoma das células do microambiente 

em questão possam estar em desbalanço, já que passam a produzir e secretar 

citocinas de forma demasiada em resposta à inflamação local, o que pode levar 

a ativação da via UPR (do inglês, Unfolded Protein Response) (117). Em relação 

aos astrócitos, a ativação da UPR, mais especificamente a relacionada a PERK 

(do inglês, protein kinase R-like endoplasmic reticulum (ER) kinase), leva a 

condições neurodegenerativas in vivo e in vitro, uma vez que o proteoma de 

astrócitos é prejudicado e deixa de secretar proteínas importantes para a 

manutenção de sinapses e do desenvolvimento neuronal. Além disso, a 

utilização de modelos animais infectados com Prion onde a via de PERK é 

bloqueada apenas em astrócitos evidencia seu potencial protetivo, uma vez que 

previne a perda neural e prolonga significativamente a vida desses animais 

(118).  
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Nossos dados mostram que a presença de mediadores inflamatórios, 

sobretudo de TNF-, no sobrenadante condicionado de micróglias incitadas com 

LPS é capaz de estimular astrócitos a aumentarem seus níveis de mRNA de 

moléculas pró-inflamatórias como Tnf-a, NOS2 e Ccl2. Em concordância com 

nossos dados, Oliveira et.al demonstraram que a infecção de astrócitos com 

vírus SARS-CoV2 culmina com a expressão de Tnf-a, Il-1b, Il-6 e Ifn-a. Além 

disso, a presença do vírus causa alterações fisiológicas nos astrócitos, 

aumentando o gasto de energia e consumindo mais moléculas energéticas, 

como a glutamina, além de aumentar a taxa de multiplicação celular, 

corroborando com os nossos dados de efeitos na transcrição genética e com os 

presentes na literatura (119). 

Aqui, não abordarei a possibilidade de que essa multiplicação celular 

induzida possa ser um mecanismo o qual faz com o que o próprio vírus se 

mantenha no sistema. Por outro lado, destaco a via de glutamato relacionado a 

astrócitos, já que, assim como supracitado, astrócitos são mantenedores de 

níveis de glutamato extracelular e fornecedores de glutamina para neurônios, 

sendo essencial para a homeostase do sistema nervoso. Sob essa óptica, 

ressalto que os astrócitos são sensíveis ao processo inflamatório causada pela 

infecção viral de células vizinhas ainda antes mesmo da consolidação de 

infecção do próprio astrócito e de todo o processo de infecção e alteração de 

metabolismo caracterizado por este modelo do trabalho de Oliveira et.al (119). 

Em suma, a sensibilização dos astrócitos nesse ambiente inflamatório 

pode se dar diretamente (ex., presença do vírus) e, principalmente, 

indiretamente pela ativação de receptores dessas células sensíveis a citocinas 

pró-inflamatórias. A origem dessas citocinas pode ser de células regionais, como 

micróglias ou até mesmo de outros astrócitos, as quais foram primeiramente 

ativados graças a dano tecidual e/ou a presença de patógenos (PAMPs e 

DAMPs). Seja quaisquer a origem, fato é que a ativação leva a produção de mais 

citocinas e a potencialização de processos inflamatórios. No nosso modelo, a 

ativação de astrócitos pelo meio condicionado evidenciou sua importante função 

em processos que envolvam o recrutamento celular de fagócitos, uma vez que 

culminou na grande produção de CCL2, conhecida quimiocína relacionada a 

migração de monócitos, macrófagos, micróglias, entre outras células. 
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Ainda relacionado ao trabalho de Oliveira et.al, 2021, a infecção por 

SARS-CoV2 em astrócitos leva a alteração metabólica significativa relacionada 

a via do glutamato no sistema nervoso. Aqui, embora a alteração metabólica 

astrocítica não seja o protagonista dos danos causados pela própria infecção 

viral no sistema nervoso, fica ainda mais evidente de que a participação de 

astrócitos em processos de homeostase é prejudicada fortemente, 

potencializando os danos causados pela infecção viral. De forma semelhante, 

nossos dados mostram que o estímulo de LPS em si sobre astrócitos não tem 

efeito direto, uma vez que o LPS por si só não foi capaz de estimular astrócitos.  

Mas, que a presença deste insulto no meio é capaz de provocar uma reação em 

série, levando a ativação e alterações em astrócitos, oriundas de células 

parácrinas. 

Assim como consta na literatura (87), durante nossa revisão bibliográfica, 

encontramos trabalhos que utilizam modelos semelhantes aos nossos, com o 

uso de culturas ditas purificadas de astrócitos e que atribuíam o efeito biológico 

observado tão somente a eles, seja por desprezar a quantidade “ínfima” de 

micróglias encontradas após a purificação (1-10%), ou até mesmo por não 

mencionar a possibilidade de que essas culturas de astrócitos poderiam ter 

outros tipos células, descartando, em todos os casos, a participação de outras 

células no fenômeno observado. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados apontam que micróglias ativadas com LPS in vitro são 

capazes de produzir e secretar citocinas, sobretudo TNF-, o qual irá estimular 

astrócitos a produzirem citocinas pró-inflamatórias, principalmente CCL2. Além 

disso, o uso de agonistas do 2AR foi capaz de diminuir tanto a produção de 

citocinas por parte de micróglias quanto por parte dos astrócitos.  

Baseado no que a literatura norteia, este trabalho reforça que a interação 

entre astrócitos e micróglias é essencial para o bom funcionamento de qualquer 

resposta no sistema nervoso central, seja ela homeostática ou dinâmica, 

inflamatória ou não.  

Figura 18 – Esquema de interação micróglia-astrócito durante indução inflamatória in vitro por LPS e 
modulação por acionamento do 2AR. 

Esquema representa a interação micróglia-astrócito durante modelo in vitro de inflamação por LPS. A. 
Microglias são sensíveis a LPS, produzindo citocinas, tal como TNF-, que, por sua vez, estimula astrócitos 
a produzirem mais citocinas, tal como CCL2. B. Quando há o acionamento do 2AR, em micróglias, há uma 
diminuição na produção de TNF-, que estimula fracamente astrócitos, induzindo menor produção de CCL2 
pelos astrócitos. C. O acionamento do 2AR somente em astrócitos também é capaz de reduzir a produção 
de CCL2, mesmo com o mesmo estímulo de TNF- oriundo de micróglias. 
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Além disso, nosso trabalho sugere dois importantes alvos terapêuticos: a 

regulação da produção de TNF- em micróglias, capaz de estimular astrócitos 

(e outras células de forma sistêmica ou parácrina), e; o envolvimento de 

agonistas de 2AR em ambas as células, diminuindo possíveis efeitos deletérios 

que os processos inflamatórios exacerbados possam ter. Diante de uma 

variedade de doenças no sistema nervoso central, que por vezes se apoiam em 

processos com chekcpoints de sinalização celular em comum, nossos dados 

contribuem com o respaldo de que o uso terapêutico suplementar de agonistas 

de 2AR, sobretudo em relações astrócito-microglia, possam ser explorados de 

forma a melhorar a qualidade de vida de pacientes que sofram desses males. 
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