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RESUMO 
NAKAO, VW. Efeitos da Proteína Klotho na Modulação de Processos Inflamatórios 
em Células da Glia frente ao Estímulo Pró-Inflamatório LPS. 2019. 72 f. Dissertação 
(Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo; 2020. 
A Klotho é uma proteína anti-envelhecimento, sua superexpressão aumenta por volta 
de 30% a expectativa de vida em camundongos. Animais hipomórficos para Klotho 
apresentam uma diminuição acentuada da expectativa de vida, além do surgimento 
precoce de doenças e síndromes relacionadas ao envelhecimento. A Klotho possui 
uma ação anti-inflamatória e protetora em células renais através da inibição da 
ativação de NF-κB e a subsequente produção de citocinas inflamatórias em resposta 
ao estímulo de TNF-α. Além disto, estudos tem demonstrado o efeito neuroprotetor da 
Klotho em diferentes condições em que há a presença da neuroinflamação, como o 
envelhecimento, modelos animais de doenças neurodegenerativas e a lesão cerebral 
isquêmica. Diante disso, objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da proteína 
Klotho em cultura primária de células da glia frente ao estímulo pró-inflamatório LPS. 
As células da glia foram pré-tratadas com Klotho e estimuladas com LPS, o 
sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas pró-inflamatórias. O meio 
condicionado das células da glia (MCG: proveniente do tratamento com LPS; MCG-
KL: proveniente do pré-tratamento com Klotho e estímulo com LPS) foi utilizado em 
cultura de neurônio para avaliar se o MCG é capaz de induzir morte neuronal e se o 
MCG-KL é capaz de reverter esse efeito. Foi observado que o LPS induz as células 
da glia a produzirem mediadores pró-inflamatorios, como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ e 
que o MCG levou a um aumento da morte neuronal. O pré-tratamento com a proteína 
Klotho diminuiu a produção de TNF-α e IL-6, e o MCG-KL foi capaz de reverter a morte 
neuronal causada pelo MCG. Esses dados sugerem, um efeito anti-inflamatório e 
neuroprotetor da proteína Klotho no SNC. Evidenciado assim, um potencial 
terapêutico da Klotho em processos patológicos que possuem um componente 
neuroinflamatório. 
Palavras-chave: Klotho. Neuroinflamação. Glia. LPS. Neurônio. 



ABSTRACT 
NAKAO, VW. Effects of Klotho Protein on the Modulation of Inflammatory Processes 
in Glial Cells against the Pro-Inflammatory Stimulus LPS. 2019. 72 s. Dissertation 
(Master thesis in Pharmacology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2020. 
Klotho is an anti-aging protein, and its overexpression extends the life span in mice. 
Klotho hypomorphic animals have a marked decrease in life expectancy, in addition to 
the early onset of aging-related diseases and syndromes. Klotho has an anti-
inflammatory and protective action on renal cells by inhibiting NF-κB activation and 
subsequent production of inflammatory cytokines in response to TNF-α stimulation. 
Furthermore, studies have shown the neuroprotective effect of Klotho on different 
conditions in which neuroinflammation is present, such as aging, animal models of 
neurodegenerative disease and ischemic brain injury. Therefore, this work aimed to 
evaluate the effects of Klotho protein on primary glial cell culture against the pro-
inflammatory stimulus LPS. Glial cells were pretreated with Klotho and stimulated with 
LPS. The supernatant was collected for proinflammatory cytokine analysis. Glial 
conditioned medium (GCM: from LPS treatment; GCM-KL: from Klotho pretreatment 
and LPS stimulation) was used in neuron culture to assess whether GCM is capable 
of inducing neuronal death and if GCM-KL can reverse this effect. LPS induced glial 
cells to produce proinflammatory mediators such as TNF-α, IL-1β, IL-6 and IFN-γ, and 
GCM increased neuronal death. Pretreatment with Klotho decreased TNF-α and IL-6 
production, and MCG-KL was able to reverse neuronal death caused by GCM. These 
data suggest an anti-inflammatory and neuroprotective effect of Klotho protein in the 
CNS. This work demonstrated a therapeutic potential of Klotho in pathological 
processes that have a neuroinflammatory component. 
Keywords: Klotho. Neuroinflammation. Glial cells. LPS. Neuron. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 Neuroinflamação 

A neuroinflamação, termo utilizado para descrever a inflamação do sistema 
nervoso central (SNC), envolve um conjunto de respostas bioquímicas e celulares que 
pode ser desencadeado por uma variedade de estímulos, como infecções, estresse, 
lesões ao cérebro, dentre outros. Tem como objetivo proteger a região de patógenos, 
estímulos nocivos e promover o reparo do tecido lesado. Embora a neuroinflamação 
seja iniciada para exercer efeitos benéficos, dependendo do grau e duração da 
inflamação, que é influenciada pelo contexto, natureza, intensidade e tempo do 
estímulo, ela pode ser detrimentrial. Isto porque, a neuroinflamação pode 
desencadear diferentes respostas inflamatórias e os mesmos fatores gerados para 
lidar com o estímulo inicial, quando exacerbados e/ou produzidos de forma crônica 
podem levar ou agravar um dano tecidual. Tanto que, comumente, o termo possui 
uma conotação negativa. 

Em muitas doenças ou lesões que afetam o SNC possuem um componente 
inflamatório que pode estar relacionado a um dano tecidual e disfunções cognitivas. 
No envelhecimento há um desequilíbrio dos processos pró e anti-inflamatórios que 
resulta em um estado de inflamação sistêmica crônica de baixo grau, denominado de 
inflammaging por Franceschi et al. (FRANCESCHI et al., 2000). A desregulação da 
inflamação no cérebro está associada não apenas com o déficit cognitivo relacionado 
ao envelhecimento (OWNBY, 2010), mas também na patogênese e na progressão de 
doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer, a doença de Parkinson e 
a esclerose múltipla (KEMPURAJ et al., 2016). Já o traumatismo cranioencefálico e o 
acidente vascular cerebral isquêmico ativam processos inflamatórios que, quando 
exacerbados, podem levar a um aumento do dano cerebral (DOYLE; SIMON; 
STENZEL-POORE, 2008; LOZANO et al., 2015). 

As respostas neuroinflamatórias são mediadas por citocinas, quimiocinas, 
segundos mensageiros e espécies reativas de oxigênio que são produzidas no SNC, 
principalmente, pelas células da glia, células endoteliais e células imunes infiltrantes 
(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016). Além de atuarem como células de suporte 
para os neurônios, as células da glia possuem papel importante na homeostasia e na 
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imunidade do SNC. No SNC, as células da glia podem ser divididas em 4 tipos: 
astrócitos, microglia, oligodendrócitos e as células ependimárias, sendo que as células 
mais importantes do ponto de vista inflamatório são a microglia e os astrócitos.  

A microglia e os astrócitos são células da imunidade inata residentes do cérebro 
e podem detectar mudanças no seu microambiente por meio de receptores de 
membrana como os receptores de reconhecimento de padrão (PRR). Por meio dos 
PRRs, essas células são capazes de reconhecer padrões moleculares associados a 
patógenos (PAMPs) e padrões moleculares associados a danos (DAMPs). Dentre os 
PRRs, temos os receptores do tipo Toll (TLRs) que reconhecem uma variedade de 
moléculas endógenas e exógenas, e possuem papel importante na sinalização no 
SNC assim como na resposta do sistema imune. 

 A ativação tanto da microglia como dos astrócitos constitui uma característica 
importante da neuroinflamação. A ativação dessas células frente a um estímulo 
inflamatório pode ter efeitos benéficos ou negativos dependendo da intensidade e 
duração da resposta. Em condições patológicas como doenças neurodenerativas há 
uma desregulação na atividade da microglia e dos astrócitos, que as desviam de suas 
funções fisiológicas, benéficas e essas células passam a secretar de forma crônica 
mediadores pró-inflamatórios que podem levar a disfunção neural e morte celular 
(HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014).  

As células da microglia são consideradas como o conjunto de macrófagos 
residentes do cérebro e são as principais células da imunidade inata do SNC 
(HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). A microglia é derivada de células progenitoras do 
saco vitelino (GINHOUX et al., 2010). Diferentemente de outros macrófagos 
residentes de tecidos, a reposição da microglia adulta não é feita pela medula óssea 
mas pela auto-renovação de um pool intrínseco de microglia (AJAMI et al., 2007; 
HUANG et al., 2018).  

Em condições fisiológicas, a microglia está em estado de “repouso”, 
caracterizado por uma morfologia ramificada com muitos prolongamentos que estão 
constantemente monitorando o ambiente de patógenos e estímulos nocivos 
(DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). Após sua 
ativação, a microglia sofre alterações morfológicas, há uma retração de seus 
prolongamentos, aumento do corpo celular, passando de uma forma ramificada para 
uma forma ameboide (DAVALOS et al., 2005; KETTENMANN et al., 2011). A microglia 
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ativada também sofre alterações na expressão genica, no perfil de moléculas 
secretadas e há um aumento na sua atividade fagocítica (LI; BARRES, 2018). Sua 
ativação pode levar a um fenótipo pró-inflamatório, geralmente associado aos efeitos 
neurotóxicos da ativação da microglia, ou a um fenótipo anti-inflamatório, 
normalmente associado aos efeitos protetores. Importante ressaltar que a ativação da 
microglia é um processo dinâmico no qual há uma ampla gama de respostas com 
diferentes produções de citocinas e diferentes estados pró e anti-inflamatórios.  

Os astrócitos estão integrados nas redes neurais e são essências para a 
homeostase do SNC. Algumas de suas funções incluem regulação de íons e 
neurotransmissores na fenda sináptica, fornecer suporte metabólico aos neurônios e 
participar no controle do fluxo sanguíneo do SNC (SOFRONIEW; VINTERS, 2010). 
Além disso, os astrócitos são uma das células que constituem a barreira 
hematoencefálica, barreira de proteção do SNC que limita a entrada de certas 
moléculas conforme sua polaridade e tamanho. 

Em condições patológicas do SNC, os astrócitos passam a responder de forma 
reativa, na qual há alterações moleculares, celulares e funcionais (SOFRONIEW; 
VINTERS, 2010). Essas alterações podem levar os astrócitos reativos a produzirem 
tanto mediadores pró como anti-inflamatórios. Assim como na microglia, a resposta 
dos astrócitos reativos varia de acordo com o estímulo e podem ter efeitos benéficos 
ou detrimentriais dependendo do tipo, duração e intensidade da resposta. Além disso, 
os astrócitos reativos são um dos constituintes e participam da formação das cicatrizes 
gliais (FITCH; SILVER, 2008).  
1.2 LPS e o modelo de neuroinflamação 

Como dito anteriormente, a neuroinflamação está presente nas doenças e nas 
lesões que afetam o SNC e ela pode ter tanto efeitos benéficos como detrimentriais. 
Logo, é de suma importância entender os mecanismos celulares e moleculares que 
regulam a neuroinflamação. 

O lipopolissacarídeo (LPS) é um componente da parede celular de bactérias 
gram-negativas que é capaz de induzir respostas inflamatórias, sendo assim, uma 
importante ferramenta para o estudo dos processos inflamatórios. Seu principal alvo 
é o receptor do tipo Toll 4 (TLR4). No SNC, o TLR4 é prioritariamente expresso na 
microglia (GORINA et al., 2011).  
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O LPS é liberado quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e 
degradada pelas células de defesa. Uma vez que o LPS entra em contato com o 
organismo animal, seja a partir de uma bactéria gram-negativa como a Escherichia 
coli, ou pela administração direta do mesmo, inicia-se uma série de respostas. 

O LPS liga-se a proteína ligadora de LPS (LBP), formando o complexo 
LPS:LBP. O LBP facilita a transferência do LPS para o CD14, presente na superfície 
de membrana dos monócitos e que também existe na forma solúvel (LU; YEH; 
OHASHI, 2008). O CD14 apresenta o LPS ao complexo TLR-4-MD-2 (PARK; LEE, 
2013), iniciando a ativação celular. O MD-2 é um coreceptor do TLR4 que é essencial 
para o reconhecimento do LPS (SHIMAZU et al., 1999). Após a ligação do LPS a esse 
complexo é iniciada a geração do sinal transmembranar para o núcleo, ocorrendo uma 
série de reações em cascata até a ativação do fator de transcrição nuclear kappa B 
(NF-κB), que ativa os genes que codificam proteínas envolvidas na defesa contra a 
infecção, como as citocinas pró-inflamatórias (ADEREM; ULEVITCH, 2000). Entre as 
citocinas pró-inflamatórias ativadas e liberadas a partir do contato com o LPS, 
destacam-se o fator de necrose tumoral α (TNF-α), a interleucina 6 (IL-6), interleucina 
1 beta (IL-1β) além de algumas outras (MILLER; ERNST; BADER, 2005).  

O LPS é capaz de ativar o TLR4 da microglia e fazer com que ela produza e 
secrete citocinas pró-inflamatórias que podem levar a ativação dos astrócitos e 
amplificar a resposta inflamatória (SAIJO et al., 2009). Elas também podem ser 
neurotóxicas, agindo diretamente nos neurônios e levar a morte neuronal (GLASS et 
al., 2010). 
1.3 Klotho 

O gene da proteína Klotho foi descoberto fortuitamente em 1997, quando Kuro-
o e colaboradores estavam tentando produzir camundongos transgênicos que 
superexpressassem a isoforma 1 do trocador de Na+/H+ de coelho. Uma mutação 
insercional desse transgene na região promotora do gene da Klotho, resultou em um 
alelo hipomórfico, que em homozigose levou esses camundongos a apresentarem 
uma síndrome de envelhecimento acelerado (KURO-O et al., 1997). Esses animais 
crescem normalmente até a 3-4 semana, após esse período começa a ocorrer o 
surgimento precoce de doenças relacionadas ao envelhecimento como 
arteriosclerose, osteoporose, infertilidade, atrofia da pele, enfisema pulmonar, 
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calcificação vascular, degeneração neural e esses animais apresentam uma 
diminuição acentuada na expectativa de vida, com uma morte prematura por volta de 
8-9 semanas (KURO-O et al., 1997). 

Em camundongos, seu gene codifica uma proteína transmembranar single pass 
do tipo I, composta por 1014 aminoácidos com peso molecular de 130 kDa (KURO-O 
et al., 1997; OHYAMA et al., 1998; WANG; SUN, 2009). A Klotho transmembranar 
possui um domínio intracelular curto e dois domínios extracelulares, conhecidos por 
KL1 e KL2, cujas sequências apresentam fraca homologia com as β-glicosidades 
(KURO-O et al., 1997). Estes domínios extracelulares podem ser clivados pelas 
proteases desintegrina A e metaloproteinase 10 (ADAM10), desintegrina A e 
metaloproteinase 17 (ADAM17) e a β-secretase 1 (BACE1) e atuar como fator 
humoral, podendo ser detectados no sangue, urina e fluido cerebroespinal (IMURA et 
al., 2004; CHEN et al., 2007; BLOCH et al., 2009). Além disso, por meio de um splicing 
alternativo, ocorre também a formação de uma proteína secretada com um único 
domínio KL1 (OHYAMA et al., 1998). Desta forma, podem ser encontradas duas 
formas da proteína Klotho: uma transmembranar e uma solúvel, esta última composta 
tanto pela Klotho clivada como pela Klotho secretada (Figura 1).  

O gene da Klotho de camundongos é altamente homóloga a de ratos, o cDNA 
e a proteína Klotho de camundongo possuem 93 e 94% de homologia, 
respectivamente, com a de rato (OHYAMA et al., 1998). Já o cDNA e a proteína Klotho 
de humanos têm por volta de 80% de homologia com a de ratos e camundongos 
(OHYAMA et al., 1998). Apesar de seus genes apresentarem alta homologia, existem 
diferenças na expressão da Klotho entre as espécies. Em camundongos a expressão 
da forma trasmembrana da Klotho predomina sobre a secretada (SHIRAKI-IIDA et al., 
1998), já em humanos a principal forma de expressão da Klotho é a forma secretada 
(MATSUMURA et al., 1998). A forma secretada da proteína Klotho não foi encontrada 
em ratos (OHYAMA et al., 1998). 
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Figura 1. Isoformas da Klotho. A proteína klotho pode ser encontrada tanto na forma de membrana 
quanto na forma solúvel, a qual pode ser decorrente da clivagem da klotho de membrana pela ADAM 10, ADAM 17 e BACE1 ou de um splicing alternativo do RNA mensageiro. Fonte: Adaptado de Cararo-
Lopes et al., 2017 (CARARO-LOPES et al., 2017). 

Embora a mutação no gene da Klotho leve ao aparecimento de múltiplas 
doenças e síndromes relacionadas ao envelhecimento em diversos órgãos e tecidos, 
sua expressão é limitada a algumas regiões, demonstrando a importância dos efeitos 
pleiotrópicos da forma solúvel da Klotho. Em camundongos a Klotho é prioritariamente 
expressa nos rins e no plexo coroide, e minoritariamente expresso em outras regiões 
como hipófise, musculo esquelético, pâncreas, testículos e ovário (KURO-O et al., 
1997). Já em ratos sua expressão também ocorre principalmente nos rins e é pouco 
expressa no cérebro, pulmões, intestino e ovários (OHYAMA et al., 1998). Em 
humanos a Klotho é expressa predominantemente nos rins, e pode ser detectada na 
placenta, próstata, intestino delgado e no cérebro (MATSUMURA et al., 1998; LIM et 
al., 2015). 

A expressão da Klotho é influenciada por processos fisiológicos e patológicos. 
Ratos com hipertensão espontânea, 5/6 nefrectomizado e diabetes tipo 1 tiveram os 
níveis de mRNA de Klotho diminuída (AIZAWA et al., 1998). Ainda, fatores endógenos 
como a insulina e o glutamato são capazes de modular a expressão da Klotho em 
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neurônios de camundongos (MAZUCANTI et al., 2019). Além disso, a expressão da 
Klotho aumenta significativamente após o nascimento e na idade adulta (OHYAMA et 
al., 1998; CLINTON et al., 2013) e há uma diminuição no envelhecimento (XIAO et al., 
2004; DUCE et al., 2008; YAMAZAKI et al., 2010; KING; ROSENE; ABRAHAM, 2012).  

A superexpressão da Klotho aumenta por volta de 30% a expectativa de vida 
de camundongos (KUROSU et al., 2005). Em humanos, foi descoberta uma variante 
polimórfica do gene da proteína Klotho, KL-VS, em que a heterozigose tem sido 
associada com aumento da expectativa de vida em idosos com mais de 75 anos, 
diminuição de eventos cardiovasculares (ARKING et al., 2002, 2005), aumento da 
massa cortical e melhora cognitiva (DUBAL et al., 2014; YOKOYAMA et al., 2015). 

As duas isoformas (forma transmembranar e a forma solúvel) da proteína 
Klotho exercem funções diferentes que parecem convergir para o aumento da 
longevidade. A forma transmembrana da proteína Klotho atua como coreceptor do 
fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) (KUROSU et al., 2006; URAKAWA et 
al., 2006). O FGF23 é um hormônio produzido no osso que inibe a reabsorção do 
fosfato e a síntese do calcitriol, forma ativa da vitamina D3. Além disso, camundongos 
hipomórficos para Klotho e camundongos knockout para o FGF23 desenvolvem 
fenótipos muitos semelhantes, como diminuição da expectativa de vida, infertilidade, 
atrofia muscular, calcificação vascular, sendo que ambos apresentam hiperfosfatemia 
(KUROSU et al., 2006). 

Já a forma solúvel da Klotho atua como um fator humoral exercendo uma ação 
pleiotrópica. Ela pode inibir as vias de sinalização da insulina/fator de crescimento 
similar à insulina tipo I (IGF-1), da Wnt e do fator de transformação de crescimento 
beta 1 (TGF-β1) e esses efeitos estão relacionados com a atividade 
antienvelhecimento da Klotho (KUROSU, 2005; LIU et al., 2007; WOLF et al., 2008; 
DOI et al., 2011).  No entanto, os mecanismos pelos quais a forma solúvel da Klotho 
inibe essas vias ainda não estão bem estabelecidos. Esta isoforma também possui 
atividade de sialidase, podendo inibir a internalização do canal de cálcio, receptor de 
potencial transitório vaniloide 5 (TRPV5), e o canal de potássio medular externo renal 
I (ROMK1) (CHA et al., 2008, 2009). Ainda, recentemente, foi demonstrado que a 
forma solúvel da Klotho também pode agir como cofator do FGF23 (CHEN et al., 
2018). 
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No SNC, a Klotho desempenha papel importante para seu funcionamento 
correto. Os animais hipomórficos para Klotho apresentam alterações como déficit 
cognitivo, diminuição no número de sinapses no hipocampo, redução da mielizanação, 
perturbações no transporte axonal e degeneração das células de Purkinje (KURO-O 
et al., 1997; UCHIDA et al., 2001; NAGAI et al., 2003; SHIOZAKI et al., 2008; CHEN 
et al., 2013).  

Corroborando com esses dados, estudos recentes têm demonstrando que a 
Klotho é capaz de aumentar a capacidade cognitiva e ter um efeito neuroprotetor em 
camundongos. A superexpressão sistêmica de Klotho foi capaz de melhorar o 
desempenho de animais em testes de aprendizado, memória e estimular a 
potencialização a longo prazo, bem como aumentar a expressão sináptica da 
subunidade GluN2B do receptor glutamatérgico de N-metil-D-aspartato (NMDAR) 
(DUBAL et al., 2014). Ainda, foi demonstrado que a administração periférica da Klotho 
induz uma melhora no desempenho cognitivo e resiliência neuronal tanto em 
camundongos jovens como em modelo animal de envelhecimento e de doença 
neurodegenerativa (LEON et al., 2017). 
1.4 Klotho e a inflamação 
 Existe uma interação entre a Klotho e processos inflamatórios. Como já 
mencionado a expressão da Klotho está diminuída em processos patológicos. Sua 
expressão no rim está diminuída em ratos com hipertensão, doença renal e diabetes 
do tipo I (AIZAWA et al., 1998). No envelhecimento, no qual há um estado de 
inflamação crônica, também há uma diminuição da expressão da Klotho (XIAO et al., 
2004; DUCE et al., 2008; YAMAZAKI et al., 2010; KING; ROSENE; ABRAHAM, 2012). 
Ainda, foi demonstrado que o LPS e citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e o indutor 
fraco de apoptose semelhante ao TNF (TWEAK), reduzem a expressão de Klotho nos 
rins (OHYAMA et al., 1998; MORENO et al., 2011). 
  A Klotho apresenta papel anti-inflamatório em doenças renais, através da 
inibição da ativação de NF-κB e a subsequente produção de citocinas inflamatórias 
em resposta ao estímulo de TNF-α em células renais, ao inibir a kinase p38, 
bloqueando especificamente a fosforilação da Ser536 da RelA, sem afetar inibidores 
de κB (IκB), degradação de IκB-α ou translocação de RelA para o núcleo e sua ligação 
com o DNA (ZHAO et al., 2011). Através deste mecanismo postulou-se que a Klotho 
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possui um papel renoprotetor, indicando-a como alvo terapêutico ligado ao estresse 
oxidativo a inflamações em casos de diabetes tipo 2. 

A interação entre Klotho, TNF-α, NF-κB e processos inflamatórios não se 
restringe apenas aos rins, uma vez que estudos sugerem que a disfunção endotelial 
observada em camundongos deficientes em Klotho, é revertida pela administração da 
proteína (SAITO et al., 1998, 2000). A função endotelial é mediada pela regulação de 
óxido nítrico e é prejudicada por processos inflamatórios (MAEKAWA et al., 2009). 
Assim, a Klotho parece proteger as células endoteliais da inflamação, suprimindo o 
desenvolvimento de aterosclerose na vasculatura. Segundo Maekawa, a Klotho inibe 
a expressão de moléculas de adesão induzidas pelo TNF-α em células endoteliais de 
veias do cordão umbilical de humanos (HUVECs), bem como a ativação de NF-κB 
(Klotho inibe a fosforilação de IκB) pelas HUVECs, além de promover a recuperação 
da fosforilação da eNOS induzida pelo TNF-α. 

Além disto, foi demonstrado um efeito protetor da Klotho contra a lesão cerebral 
isquêmica, a superexpressão da Klotho no plexo coroide de camundongos melhorou 
o déficit neurocomportamental e aumentou o número de neurônios vivos após a 
hipoperfusão cerebral, acompanhada de uma diminuição da translocação do p65 para 
o núcleo, da produção de citocinas pró-inflamatórias e da ativação de astrócitos e 
micróglia (ZHOU et al., 2018). 
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2 JUSTIFICATIVA 
A inflamação está presente nas doenças e lesões que afetam o SNC, logo há 

um interesse em entender os mecanismos celulares e moleculares que regulam o 
início e a resolução da neuroinflamação. A microglia e os astróctios são células da 
imunidade inata residentes do cérebro e têm papel fundamental no processo 
inflamatório do SNC.  

Já a Klotho é uma proteína endógena, capaz de apresentar uma ação anti-
inflamatória e protetora em células renais através da inibição da ativação de NF-κB e 
a subsequente produção de citocinas inflamatórias em resposta ao estímulo de TNF-
α. Entender o papel da Klotho nos processos neuroinflamatórios pode ser interessante 
para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos, uma vez que estudos têm 
demonstrado um efeito neuroprotetor da Klotho em diversas condições em que há a 
presença da neuroinflamação, como o envelhecimento, modelos de doenças 
neurodegenerativas e a lesão cerebral isquêmica. 

Dadas estas informações, compreender os efeitos e mecanismos de ação da 
Klotho nas células da glia mostram-se fundamentais. 
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3 OBJETIVO 
 Avaliar o papel da proteína Klotho no balanço dos processos inflamatórios 
frente a administração de LPS em células da glia pré-tratadas com Klotho. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Comissão de Ética 

O projeto passou por avaliação e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São 
Paulo (USP) – registrado sob o protocolo nº 12/2016 – e seguiu todas as normas 
descritas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal (CONCEA). 
4.2 Animais 

Para as culturas primárias de glia foram utilizados os córtices encefálicos de 
ratos Wistar (Rattus norvegicus) ou camundongos C57BL/6 (Mus musculus) neonatos 
de ambos os sexos. Já para as culturas primárias neuronais foram utilizados os 
córtices encefálicos de embriões de camundongos C57BL/6 de ambos os sexos. 

Os ratos Wistar utilizados foram obtidos do Biotério de Produção de Ratos do 
ICB-USP. Os camundongos C57BL/6 foram adquiridos do Biotério Central da 
Faculdade de Medicina da USP e mantidos no biotério do Laboratório de 
Neurofarmacologia Molecular do ICB-USP.  

Durante o período de permanência no Biotério, os animais tiveram acesso à 
água e a comida (ração para roedores – Nuvilab CR1®) ad libitum, foram mantidos 
sob temperatura constante (entre 22 ± 2 °C) e sob ciclo de iluminação controlado claro-
escuro de doze horas (claro entre 7 – 19h). Os animais ficaram acondicionados em 
gaiolas plásticas de polietileno (16 cm de altura, 30 cm de largura e 38 cm de 
comprimento) forradas com maravalha e instaladas em microisoladores ventilados. 
4.3 Cultura primária de células da glia 

Para cada cultura foram utilizados de 4 a 6 córtices de ratos ou camundongos 
neonatos com até 3 dias de vida pós-natal. Os neonatos foram decapitados 
(eutanásia) com o auxílio de uma tesoura e a caixa craniana aberta para exposição 
do encéfalo. Após retirada do mesmo, esse foi depositado em solução de sais 
balanceada de Hanks (HBSS) (KCl 5,33 mM, KH2PO4 0,44 mM, NaCl 137,93 mM, 
Na2HPO4 0,33 mM, glicose 5,55 mM, acrescida de 1% de penicilina e estreptomicina 
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(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) – concentração de atividade final equivalente a 100 
U/mL) em uma placa de Petri. 

Após dissecção do córtex, a meninge foi retirada com o auxílio de pinças sob 
lupa cirúrgica (modelo Stemi 2000, Zeiss) e a estrutura foi transferida para outra placa 
de Petri contendo HHBS suficiente para mantê-las sempre submersas onde 
permaneceu, no gelo, até a dissecação de todos os neonatos. 

No fluxo laminar, os córtices livres de meninges foram cortados em pequenos 
pedaços e então transferidos para um tubo falcon contendo 10 mL de solução de 
tripsina-EDTA 0,05% (0,5 g de tripsina/L, 0,2 g de EDTA 4Na 2H2O/L (Vitrocell)), e 
mantidos por 20 minutos em incubadora a 37ºC.  

Após os 20 minutos, foi feita a transferência do material cortical para outro tubo 
falcon contendo 10 mL de meio de cultivo: DMEM (Vitrocell) (acrescido de 3,5 g de 
glicose e 3,7 g de NaHCO3, penicilina e estreptomicina (100 U/mL)) com 10% de soro 
fetal bovino (SFB) (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, EUA) para inativação da 
tripsina. 

Para a dissociação mecânica do tecido, foram realizados diversos ciclos de 
aspiração/dispensação com uma pipeta Pasteur e, posteriormente, com uma ponteira 
P1000 até a digestão completa do tecido, evitando a formação de bolhas. Nesse 
momento, a solução homogênea foi vertida sobre um cell strainer de 70 µm. Foi diluída 
uma alíquota em Trypan Blue Stain (ThermoFisher Scientific) e feita a contagem de 
células na câmara de Neubauer. As células foram então plaqueadas em frascos de 
cultivo, mantidas em incubadora a 37 ºC, 5% de CO2, em meio de cultivo DMEM com 
10% de SFB. No dia seguinte, foi realizado a troca completa do meio e então a troca 
foi feita a cada 7 dias. As células foram cultivadas por volta de 15 dias, quando 
alcançam aproximadamente 90% de confluência. 

4.3 Cultura Primária Embrionária de Neurônios 

 Para cada cultura foram utilizados de 6 a 8 córtices de embriões de 
camundongos (dia de desenvolvimento embrionário entre 15 e 16). Para obtenção dos 
embriões, foram feitos casais ou trios que permaneceram juntos por duas noites e 
então foram separados. 
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 No dia anterior à realização da cultura, as placas de cultura foram pré-tratadas 
com polietilenoimina overnight. Antes de iniciar o experimento as placas foram lavadas 
3x com H2O estéril. 

Fêmeas com 15-16 dias de gravidez foram anestesiadas com isoflurano e feita 
cesariana para retirada dos filhotes. Os embriões foram transferidos para uma placa 
de Petri contendo solução HBSS. Foi realizada a decapitação do embrião com auxílio 
de uma tesoura e aberta a caixa craniana. O encéfalo foi colocado em uma outra placa 
de Petri com HBSS, os hemisférios cerebrais abertos e, com auxílio de pinças sob 
lupa cirúrgica, as estruturas dissecadas. Após dissecção do córtex, a meninge foi 
retirada e a estrutura foi transferida para outra placa de Petri contendo HHBS 
suficiente para mantê-las sempre submersas onde permaneceu, no gelo, até a 
dissecação de todos os embriões. 

Os córtices dissecados foram cortados em pequenos pedaços e foram 
transferidos para um tubo falcon contendo 10 mL de solução de tripsina-EDTA 0,05% 
e mantidos por 20 minutos em incubadora a 37ºC. Após os 20 minutos, foi feita a 
transferência do material cortical para outro tubo falcon contendo 10 mL de solução 
HBSS com 10% SFB, na qual foi mantido por 1 min para inativação da tripsina.  

O tecido foi dissociado em Neurobasal (ThermoFisher Scientific), acrescido de 
penicilina e estreptomicina (100 U/mL) e DNAse I (Sigma-Aldrich St Louis MO, USA) 
na concentração de 10 Kunitz/mL, por trituração mecânica por meio de diversos ciclos 
de aspiração/dispensação com uma ponteira P1000, evitando ao máximo a formação 
de bolhas. A solução homogênea foi vertida sobre um cell strainer de 70 µm. As 
células foram centrifugadas a 1000 g por 5 min e ressuspendidas em meio de cultivo 
Neurobasal suplementado com B27 (ThermoFisher Scientific), 2 mM de glutamina e 
penicilina e estreptomicina (100 U/mL). As células foram contadas e plaqueadas. Os 
neurônios foram mantidos em incubadora a 37 ºC, 5% de CO2 por uma semana e foi 
feita troca de 50% do meio de cultura 3 dias após o plaqueamento. 
4.4 Tratamento da cultura primária de glia com Klotho e LPS 

O meio foi trocado por DMEM sem soro e foram testadas diferentes 
concentrações da forma solúvel da proteína Klotho recombinante (aa 35-982) obtida 
da R&D Systems (1819-KL-050, Minnesota, MN, EUA) e LPS (de Escherichia coli 
serotipo O111:B4, L2630, Sigma) para a escolha da concentração de cada molécula. 



30  

 
 

Após determinar a concentração a ser utilizada, o tratamento foi feito e as células e o 
sobrenadante foram coletados e estocados no freezer -80ºC para uso posterior. 
4.5 Ensaio de viabilidade celular: redução do formazan colorido (MTT) 

O ensaio de MTT foi realizado como descrito por Mosmann (MOSMANN, 1983) 
e Hansen (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989). Este método é baseado na habilidade 
de células viáveis de converter o sal tetrazolium (MTT) para formazan colorido. A 
viabilidade das células foi determinada pela adição de MTT (12 mM) na cultura celular. 
Após 3 horas de incubação a 37ºC, os cristais escuros formados foram dissolvidos 
adicionando DMSO, e a absorbância (abs) medida por um leitor de microplaca (Epoch 
- BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570 nm. 
4.6 Ensaio de citotoxicidade: liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) 

A citotoxicidade foi avaliada pela liberação de LDH. A atividade de LDH em 
sobrenadantes de cultura celular foi observada através de um teste enzimático 
descrito anteriormente (DECKER; LOHMANN-MATTHES, 1988). Foi utilizado um kit 
de detecção citotóxica (Promega, Madison, WI, EUA) e a quantidade de LDH liberada 
pelas células foi detectada por um leitor de microplaca no comprimento de onda de 
490 nm. 
4.7 Ensaio de imunofluorescência 

Para o ensaio de imunofluorescência foram plaqueadas 1x105 células por poço 
sobre lamínula circular (13 mm de diâmetro) em placa de 24 poços. As células foram 
lavadas com PBS e então fixadas com metanol 100% gelado por 10 min a temperatura 
de -20 °C. Após lavagem com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, 
KH2PO4 2 mM), as células foram incubadas com solução de bloqueio (5% de albumina 
de soro bovino (BSA) + 0,05% Triton X-100 em PBS) por 2 horas ou overnight. Segue-
se incubação overnight com anticorpo primário diluído na solução de bloqueio. Foram 
utilizados os anticorpos contra GFAP, Iba-1, NeuN, Pan Neuronal e p65 (tabela 1). No 
dia seguinte, as células foram lavadas 4x com solução de bloqueio e foram incubadas 
durante 2 horas com anticorpo secundário conjugado ao fluoróforo AlexaFluor 594 ou 
488 (ThermoFisher Scientific) diluídos na solução de bloqueio na concentração de 
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1:1000. Em seguida, as células foram lavadas 4x com PBS e incubadas com DAPI 
(ThermoFisher Scientific) na concentração de 1:50.000 (diluído em Triton X-100 
0,05% em PBS) por 15 minutos. As células foram novamente lavadas 3x com PBS e 
montadas na lâmina e seladas com esmalte incolor.  

As células foram observadas no microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 80i 
(Nikon Instrument Inc., Melville, NY, EUA) máquina Nikon Digital Camera DXM 1200C 
(Nikon Instrument Inc.) e o software de imagem NIS-Elements Advanced Research 
2,30 2006 (Nikon Instrument Inc.). Foram capturados 5 campos representativos de 
cada lamínula, todos em objetiva de 20X, em cada filtro de interesse. 
Tabela 1 - Lista de anticorpos primários utilizados nos ensaios de Imunofluorescência. 

Anticorpo Espécie Diluição Fabricante Código 
GFAP Camundongo 1:300 Cell Signaling #3670 
IBA-1 Cabra 1:100 Abcam ab5076 
NeuN Coelho 1:50 Cell Signaling #24307 

Pan Neuronal Camundongo 1:100 Merck Millipore MAB2300 
p65 Coelho 1:100 Abcam ab7970 

4.8 Extração de proteínas citosólicas e nucleares 
O método utilizado foi descrito por Rong e Baudry (RONG; BAUDRY, 1996). As 

células foram homogenizadas em 100 µL de tampão de lise (HEPES 10 mM; MgCl2 
1,5 mM; KCl 10 mM; PMSF 0,5 mM; antipaína 2,5 µg/mL; leupeptina 2,5 µg/mL; NaF 
30 mM, pirofosfato de sódio 20 mM; β-glicerofosfato 5 mM; EDTA 0,1 mM) e incubadas 
em gelo durante 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 2,5 µL de NP-40 10% as 
amostras, as quais foram vortexadas vigorosamente por 10 segundos. As amostras 
foram centrifugadas a 13000 g por 30 segundos a 4ºC e o sobrenadante foi coletado 
(extrato citosólico). O pellet foi ressuspendido em 50 µL de tampão de extração 
(HEPES 20 mM; MgCl2 1,5 mM; NaCl 300 mM; EDTA 0,25 mM; glicerol 25%; PMSF 
0,5 mM; antipaína 2,5 µg/mL; leupeptina 2,5 µg/mL; NaF 30 mM, pirofosfato de sódio 
20 mM; β-glicerofosfato 5 mM) e incubado por 20 minutos a 4 °C sob agitação. O 
extrato foi centrifugado à 13000 g por 20 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido 
(extrato nuclear). As concentrações de proteínas dos extratos citosólico e nuclear 
foram determinadas, segundo método descrito abaixo.  
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4.9 Determinação da Concentração de Proteínas 
 A dosagem da concentração de proteínas foi realizada por meio do método de 
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando o reagente da Bio-Rad Laboratories 
(Hercules, CA, EUA) e subsequente medição da absorbância no comprimento de onda 
de 595 nm em um leitor de microplacas. A comparação com uma curva padrão de 
albumina forneceu a concentração de proteínas presente nas amostras. 
4.10 Ensaio de Western Blotting 
 O ensaio foi baseado no método descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970). Após 
determinação da concentração de proteínas nas amostras, as proteínas foram 
ajustadas para as concentrações de 0,25 μg/μL para as amostras nucleares e 1,0 
μg/μL para as amostras citosólicas com o tampão de amostra (Tris-HCl 125 mM; SDS 
4%; glicerol 20% v/v; DTT 200 mM; azul de bromofenol 0,02%; pH 6,8) e esquentadas 
a 70 ⁰C por 10 minutos.  

A corrida foi realizada em gel de SDS-poliacrilamida 10% 
[acrilamida/bisacrilamida (5:1); 10% de SDS] a 90 V por aproximadamente 3 h, 
utilizando um tampão de corrida (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%). Ao 
final da corrida, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 
(Bio-Rad Laboratories) por eletroforese por 150 min a 400 mA, utilizando tampão de 
transferência (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Etanol 20%). 

Após a transferência, as membranas foram coradas com solução vermelho de 
Ponceau (Ponceau-S 0,5%, Ácido tricloro acético 5%), e então as membranas foram 
deixadas overnight numa solução contendo BSA 5% em TTBS (Tris-base 100 mM; 
NaCl 0,9%; Tween 20 0,05%).  

Após esta etapa, foram feitas as incubações com o anticorpo primário (TTBS, 
BSA 1%) overnight a 4 ºC. Foram utilizados anticorpos específicos para p-AKT T308, 
AKT, p65, ERK, p-ERK, GFAP, Actina (tabela 2). Após incubação, as membranas 
foram lavadas 5x por 5 minutos cada com TTBS e incubadas com o respectivo 
anticorpo secundário (1:1000. TTBS, BSA 1%) por 2 horas à temperatura ambiente. 
As membranas foram novamente lavadas 5x por 5 minutos cada com TTBS.  

A revelação das membranas foi feita por meio de um kit de 
quimioluminescência Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate ou 
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LuminataTM Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA) e 
analisadas no aparelho G-Box (Synoptics Group, Cambridge, Inglaterra). 
Tabela 2 - Lista de anticorpos primários utilizados nos ensaios de Western Blotting. 

Anticorpo Espécie Diluição Fabricante Código 
p-AKT T308 Coelho 1:1000 Cell Signaling #4056 

AKT Coelho 1:1000 Cell Signaling #4685 
p-ERK 1/2 Coelho 1:1000 Cell Signaling #9101 
ERK 1/2 Coelho 1:1000 Cell Signaling #4695 

p65 Coelho 1:500 Abcam ab7970 
GFAP Camundongo 1:1000 Cell Signaling #3670 
Actina Camundongo 1:10000 Cell Signaling #58169 

4.11 Ensaio ligado a Enzimas (ELISA) 
A dosagem das citocinas TNF-α, IL-6, IL-1β e IFN-γ foi determinada por ensaio 

de ELISA por meio de kits da R&D Systems (TNF-α (DY410); IL-6 (DY406); IL-1β 
(DY401); IFN-γ (DY485)). O processamento das amostras, bem como a realização do 
kit e análise dos resultados foram realizados conforme o protocolo do fabricante. 
Resumidamente, a microplaca de 96 poços foi sensibilizada com 100 μL do anticorpo 
de captura contra a citocina analisada overnight a 4 ºC. Posteriormente, os poços 
foram lavados com tampão de lavagem. Em seguida, a microplaca foi incubada com 
solução de bloqueio (BSA 1% em PBS) por 1 hora. Após a etapa de bloqueio, os poços 
foram lavados com tampão de lavagem e 100 μL da curva padrão e das amostras 
foram adicionados aos micropoços e a placa foi incubada por 2 horas. A seguir, os 
poços foram novamente lavados com tampão de lavagem e foram adicionados 100 
μL do anticorpo de detecção e a placa foi incubada por 2 horas. Novamente, os poços 
foram lavados e a estreptavidina-HRP foi adicionada à placa e mantida durante 30 
minutos. Repetiu-se a etapa de lavagem e, posteriormente, os poços foram incubados 
com Substrate Solution durante 20 minutos. A reação foi interrompida com a Stop 
Solution. A absorbância foi lida em comprimento de onda de 450 nm. A correlação 
com a curva-padrão forneceu a concentração de citocina presente nas amostras. 
4.12 Ensaio de Multiplex 

O imunoensaio de Multiplex foi realizado de acordo com as recomendações do 
fabricante Merk Millipore (Milliplex MAP for Luminex xMAP Technology, 
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#RECYTMAG-65K) para as seguintes citocinas: IL-1β, IL-6, IL-18, INF-γ. Foram 
adicionados 200 μL/poço do tampão de ensaio na placa, e posteriormente levemente 
agitada por 10 min. O tampão residual foi removido e foram adicionados 25 μL/poço 
da curva-padrão, controle e as amostras. Em seguida, foram adicionados 25 μL do 
Tampão de Ensaio aos poços das amostras e 25 μL de meio sem soro aos poços da 
curva-padrão e dos controles. Foram adicionados 25 μL/poço da solução contendo 
beads magnéticas e a placa foi e incubada sob agitação por 2h. Posteriormente, o 
conteúdo das placas foi removido e os poços foram lavados. O anticorpo de detecção 
foi adicionado aos poços no volume de 25 μL/poço e a placa foi incubada sob agitação 
por 1h. A solução de estreptavidina-ficoeritrina foi adicionada aos poços contendo o 
anticorpo de detecção e a placa foi novamente incubada sob agitação por 30 min. 
Repetiu-se a etapa de lavagem. As beads foram ressuspendidas em 125 μL de sheath 
fluid sob agitação da placa por 5 min. A Intensidade Média de Fluorescência (IMF) foi 
aferida em equipamento Luminex® 200TM (Merck Millipore), utilizando-se o software 
xPONENT (Merck Millipore). A correlação com a curva-padrão forneceu a quantidade 
dos analitos presente nas amostras. 
4.13 Análise de resultados 

Os dados decorrentes do ensaio de imunofluorescência e western blotting 
foram analisados quantitativamente através da análise de densidade óptica utilizando 
o programa ImageJ (National Institute of Health, EUA). Os dados de MTT, LDH, 
ELISA, Multiplex, imunofluorescência, western blotting receberam tratamento 
estatístico pelo teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste Tukey. Para todas as 
análises estatísticas as diferenças foram consideradas significantes para o valor p ≤ 
0,05. Todos os gráficos foram representados como a média dos valores ± o erro 
padrão da média (E.P.M). 
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5 RESULTADOS 
5.1 Cultura primária de células da glia de ratos 
5.1.1 Caracterização da cultura primária de células da glia 

A primeira etapa dos experimentos foi realizar a caracterização da cultura 
primária das células da glia de córtex de ratos para determinar a proporção de 
astrócitos e micróglia, assim como verificar a presença de outros tipos de células, 
como neurônios. Para isso, foram feitos ensaios de imunofluorescência. 

Para avaliar a presença de neurônios foi utilizado o marcador de neurônio, 
NeuN. Como pode ser observado na figura 2 não há presença de neurônios na cultura, 
o que já era esperado, uma vez que as células são cultivadas em meio sem 
suplemento para a sobrevivência desse tipo de célula. 

Para avaliar a proporção de astrócitos e micróglia foram utilizados os 
marcadores anti-GFAP e anti-Iba-1, respectivamente (Figura 3). A cultura possui 
aproxidamente 60% de astrocitos e 30% de micróglia. 10% corresponde a outros tipos 
de células (sem marcação par GFAP e Iba-1) que podem ser oligodendrócitos ou 
fibroblastos. 
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Figura 2. Imagens representativas da cultura primária de glia de rato submetida a ensaio de 
imunofluorescência para marcação de NeuN. Marcação para a proteína NeuN (verde) e núcleos foram 
corados com DAPI (azul). Fotos em aumento de 20X. 

 
Figura 3. Imagens representativas da cultura primária de glia de rato submetida a ensaio de 
imunofluorescência para marcação de GFAP e Iba-1. Marcação para a proteína GFAP (verde), Iba-1 
(vermelho) e núcleos foram corados com DAPI (azul). Fotos em aumento de 20X. 
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5.1.2 Ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade: MTT e LDH 
Os ensaios de MTT e LDH foram realizados para descobrir quais 

concentrações de Klotho e de LPS poderiam ser utilizadas sem que houvesse 
alterações significativas na viabilidade celular e na citotoxicidade.  

Foram testadas diferentes concentrações de Klotho entre 0,01 nM e 10 nM por 
24 horas. Nenhuma concentração de Klotho alterou a viabilidade celular ou 
apresentou toxicidade às células da glia tanto no ensaio de MTT como no de LDH 
(Figura 4). Logo, qualquer concentração poderia ser utilizada no estudo sem que 
houvesse alterações na viabilidade e na citotoxicidade.  

Foi escolhida a concentração de 500 pM de Klotho para os próximos ensaios, 
uma vez que concentrações semelhantes já se mostraram efetivas em trabalhos 
publicados com cultura de células (MAEKAWA et al., 2009; ZHAO et al., 2011; 
MAZUCANTI, 2018). 

 
Figura 4. Efeito do tratamento da proteína Klotho por 24 horas em diversas concentrações sob a 
viabilidade celular e citotoxicidade de células da glia de ratos. A cultura primária de células da glia foi 
submetida ao tratamento de 24 horas com Klotho em diferentes concentrações. A viabilidade celular e 
a citotoxicidade foram avaliadas pelos ensaios de MTT e de LDH, respectivamente. Análise por ANOVA 
de uma via, seguida de pós-teste de Tukey. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 
experimentos independentes. 

Em relação ao LPS, foram testadas concentrações entre 0,01 a 100 µg/mL por 
24 horas. No ensaio do MTT apenas a concentração de 100 µg/mL diminuiu de forma 
significativa a viabilidade das células com relação ao controle, já no ensaio de LDH 
tanto a concentração de 10 como a de 100 µg/mL apresentaram toxicidade às células 
da glia (Figura 5). Como a concentração de 100 ng/mL de LPS é muito utilizada na 
literatura em cultura de células da glia (MINOGUE; BARRETT; LYNCH, 2012; CHEN 
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et al., 2015; CROWLEY et al., 2015), essa concentração foi escolhida para os 
próximos experimentos. 
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 Figura 5. Efeito do tratamento do LPS por 24 horas em diversas concentrações sob a viabilidade celular 
e citotoxicidade de células da glia de ratos. A cultura primária de células da glia foi submetida ao 
tratamento de 24 horas com LPS em diferentes concentrações. A viabilidade celular e a citotoxicidade 
foram avaliadas pelos ensaios de MTT e de LDH, respectivamente. Análise por ANOVA de uma via, 
seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,05, ** p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± 
SEM de 4 experimentos independentes. 
 Posteriormente foi avaliado se o pré-tratamento com 500 pM de Klotho por 24 
horas poderia reverter as alterações causadas pelo tratamento com LPS por 24 horas 
nas concentrações de 10 e de 100 µg/mL. O LPS foi capaz de diminuir a viabilidade 
celular e causar toxicidade tanto nas concentrações de 10 como na de 100 µg/mL, 
porém, o pré-tratamento com a proteína Klotho não reverteu os efeitos do LPS (Figura 
6).  
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento da Klotho sobre as alterações causadas pelo LPS nos ensaios de 
viabilidade e citotoxicidade em células da glia de ratos. A cultura primária de células da glia foi 
submetida a um pré-tratamento com 500 pM de Klotho por 24 horas e, posteriormente, com LPS por 
mais 24 horas nas concentrações de 10 ou 100 µg/mL, A viabilidade celular e a citotoxicidade foram 
avaliadas pelos ensaios de MTT e de LDH, respectivamente. Análise por ANOVA de uma via, seguida 
de pós-teste de Tukey, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001. Resultados são apresentados como média 
± SEM de 4 experimentos independentes. 
5.1.3 Translocação do p65 
 Após definir a concentração de Klotho e a de LPS, foi avaliado a translocação 
do p65, subunidade do fator de transcrição NF-κB, para o núcleo por meio dos ensaios 
de Western Blotting e de imunofluorescência. As células da glia foram pré-tratadas 
com Klotho 500 pM por 24 horas, em seguida, foi realizado o estímulo inflamatório 
com o LPS 100 ng/mL por 1 hora. Como pode ser observado nas figuras 7 e 8, o LPS 
aumentou a translocação do p65 para o núcleo quando comparado ao grupo controle, 
entretanto, o pré-tratamento com a Klotho não foi capaz de reduzir o efeito causado 
pelo LPS.  
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Figura 7. Efeito do tratamento da Klotho e do LPS em células da glia de rato nos níveis nucleares de 
p65. Quantificação do p65 nuclear por Western Blotting. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem 
soro (controle) ou com 500 pM de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 
hora. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,05. Resultados são 
apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes. 
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Figura 8. Efeito do tratamento da Klotho e do LPS em células da glia de rato nos níveis nucleares de 
p65. Quantificação do p65 nuclear por imunofluorescência. A cultura de glia foi pré-tratada com meio 
sem soro (controle) ou com 500 pM de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS 
por 1 hora. (A) Imagens representativas da cultura primária de glia submetida a ensaio de 
imunofluorescência para marcação de p65 (verde), núcleos foram corados com DAPI (azul). (B) 
Quantificação da média da intensidade nuclear. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste 
de Tukey, **p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 2 experimentos 
independentes. 
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5.1.4 Dosagem de citocinas pró-inflamatórias 
Embora o LPS tenha aumentado a translocação do p65 para o núcleo, o pré-

tratamento com a Klotho não foi capaz de reduzir o efeito causado pelo LPS. Mesmo 
assim, foi avaliado os efeitos do LPS e da Klotho nos níveis de citocinas pró-
inflamatórias, pois a Klotho poderia modular os efeitos do LPS por meio de outro fator 
de transcrição. Como esperado, o LPS induziu um aumento de TNF-α (1 hora após o 
estímulo) (Figura 9) e de IL-1β, IL-6, IL-18 (4 horas após o estímulo) (figura 10) quando 
comparado ao grupo controle. Porém, o pré-tratamento com 500 pM de Klotho não foi 
capaz de reverter os efeitos causado pelo LPS (Figura 9 e 10).  

 
Figura 9. Efeito do tratamento da Klotho e do LPS em células da glia de rato nos níveis de TNF-α. A 
cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 500 pM de Klotho por 24 horas e 
então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 hora. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-
teste de Tukey, **p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos 
independentes. 
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Figura 10. Efeito do tratamento da Klotho e do LPS em células da glia de rato nos níveis de IL-1β, IL-
6, IL-18 e IFN-γ. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 500 pM de Klotho 
por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 4 horas. O sobrenadante foi coletado para 
a dosagem dos níveis de IL-1β (A), IL-6 (B), IL-18 (C) e IFN-γ (D). Análise por ANOVA de uma via, 
seguida de pós-teste de Tukey, **p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 
experimentos independentes. 
5.1.5 Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na via de sinalização da AKT e da 
ERK 

Sabe-se que a proteína Klotho é capaz de modular a via de sinalização da AKT 
e da ERK. Como não foi visto diminuição na translocação do p65 e da produção de 
citocinas pró-inflamatórias, foi investigado se a concentração utilizada é capaz de 
modular essas vias. A concentração de 500 pM de Klotho foi capaz de aumentar a 
fosforilação da ERK quando comparado ao controle (figura 11), entretanto, quando 
ponderado pela expressão total da ERK não foi observado esse aumento. A Klotho 
não teve influência na fosforilação da AKT (figura 12). O LPS não modulou tanto a 
fosforilação da ERK como da AKT. Diante dos resultados relatados, a concentração 
de 500 pM de Klotho se mostrou insuficiente para modular as vias de sinalização da 
AKT e da ERK e dos efeitos causados pelo LPS em células da glia de ratos.   
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Figura 11. Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na expressão e ativação da ERK em células da glia de rato por Western Blotting. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 500 
pM de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 horas. (A) p-ERK, (B) ERK 
total, (C) p-ERK por ERK total. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey, *p < 
0,05. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes. 
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Figura 12. Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na expressão e ativação da AKT em células da glia 
de rato Western Blotting. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 500 pM 
de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 horas. (A) p-AKT S473, (B) p-
AKT por AKT total, (C) p-AKT T308, (D) p-AKT T308 por AKT total, (E) AKT total. Análise por ANOVA 
de uma via, seguida de pós-teste de Tukey. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 
experimentos independentes. 
5.2 Cultura primária de células da glia de camundongos 
 Inicialmente, utilizou-se células da glia de rato pela facilidade em obter-se os 
animais, uma vez que o Biotério de Produção de Ratos do ICB-USP disponibiliza os 
ratos neonatos excedentes da produção toda segunda-feira. Como não foi visto 
nenhum efeito da proteína Klotho na concentração testada sobre as células da glia de 
ratos e pelo fato de não ser possível obter animais embrionários diretamente do 
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Biotério de Produção de Ratos do ICB-USP para realizar cultura primária embrionária 
de neurônios, decidiu-se continuar o estudo utilizando camundongos. 
5.2.1 Ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade celular: MTT e LDH 

Assim como nas células da glia de rato, os ensaios de viabilidade e 
citotoxicidade foram realizados para descobrir quais concentrações de Klotho e de 
LPS poderiam ser utilizadas sem que houvesse alterações significativas na viabilidade 
celular e na citotoxicidade na células da glia de camundongos. 

Foram testadas diferentes concentrações de Klotho entre 0,1 nM e 4 nM por 24 
horas. Nenhuma concentração de Klotho alterou a viabilidade celular ou apresentou 
toxicidade às células da glia tanto no ensaio de MTT como no de LDH (Figura 13).  
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Figura 13. Efeito do tratamento da proteína Klotho por 24 horas em diversas concentrações sob a 
viabilidade celular e citotoxicidade de células da glia de camundongo. A cultura primária de células da 
glia foi submetida ao tratamento de 24 horas com Klotho em diferentes concentrações. A viabilidade 
celular e a citotoxicidade foram avaliadas pelos ensaios de MTT e de LDH, respectivamente. Análise 
por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey. Resultados são apresentados como média ± 
SEM de 4 experimentos independentes. 

Em relação ao LPS, foram testadas concentrações entre 0,01 a 100 µg/mL por 
24 horas. No ensaio do MTT não foi observado nenhuma diferença significativa nas 
concentrações testadas. Já no ensaio de LDH apenas as concentrações de 10 e 100 
µg/mL apresentaram toxicidade às células da glia quando comparadas ao grupo 
controle (Figura 14). Assim, a concentração de 100 ng/mL de LPS foi mantida para os 
próximos experimentos, pois, como dito anteriormente, ela é bastante utilizada na 
literatura. 
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 Figura 14. Efeito do tratamento do LPS por 24 horas em diversas concentrações sob a viabilidade 
celular e citotoxicidade de células da glia de camundongo. A cultura primária de células da glia foi 
submetida ao tratamento de 24 horas com LPS em diferentes concentrações. A viabilidade celular e a 
citotoxicidade foram avaliadas pelos ensaios de MTT e de LDH, respectivamente. Análise por ANOVA 
de uma via, seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,05. Resultados são apresentados como média ± 
SEM de 4 experimentos independentes. 
5.2.2 Padronização de tempo e tratamento: dosagem de TNF-α 
 Após analisar a viabilidade celular e toxicidade de diferentes concentrações da 
proteína Klotho nas células da glia de camundongo, uma vez que não foi visto nenhum 
efeito do pré-tratamento de 500 pM da proteína Klotho por 24 horas nas células da 
glia de rato sobre os efeitos do LPS, a próxima etapa foi fazer uma padronização da 
concentração e do tempo de tratamento que alterassem os efeitos do LPS. Foram 
testadas as concentrações de 0,1, 0,5, 1 e 2 nM da proteína Klotho nos tempos de 1, 
4 e 24 horas. 
 Como o LPS é um composto que leva a ativação do NF-κB, aumento da 
produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, utilizou-se o ensaio 
de dosagem de TNF-α para determinar a concentração e o tempo de tratamento da 
proteína Klotho. As células foram pré-tratadas com a proteínas Klotho nas 
concentrações e tempos descritos acima e então estimuladas com LPS na 
concentração de 100 ng/mL, 8 horas após o estímulo o sobrenadante foi recolhido 
para a dosagem de TNF-α. 
 Como pode ser observados nas Figuras 15A, B e C, o LPS na concentração de 
100 ng/mL aumentou a secreção de TNF-α em relação ao controle. O pré-tratamento 
com a proteína Klotho por 1 hora nas concentrações de 0,5, 1 e 2 nM não 
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apresentaram diferença significativa em relação ao grupo controle, no entanto, apenas 
a concentração de 2 nM apresentou diminuição significativa em relação as células 
tratadas apenas com o LPS (Figura 15A). O pré-tratamento por 4 horas nas 
concentrações de 0,1, 0,5, 1 e 2 nM não apresentaram diferença significativa em 
relação ao grupo controle, e as concentrações de 1 e 2 nM apresentaram diminuição 
significativa em relação ao LPS (Figura 15 B). Já no pré-tratamento por 24 horas, as 
concentrações de 0,5, 1 e 2 nM não apresentaram diferença em relação ao controle e 
as concentrações de 1 e 2 nM apresentaram diminuição em relação ao LPS (Figura 
15C). 

Diante dos resultados obtidos, foi observado um efeito anti-inflamatória da 
proteína Klotho sobre o aumento da secreção de TNF-α estimulado pelo LPS em 
células da glia, concentrações e tempos diferentes podem ser utilizados para realizar 
o pré-tratamento com a proteína Klotho. Foi escolhido a concentração de 1 nM por 24 
horas para os próximos ensaios. 
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Figura 15. Efeito do tratamento de diferentes concentrações da proteína Klotho sobre a secreção de 
TNF-α induzida pelo LPS em células da glia de camundongo. A cultura de glia foi pré-tratada com meio 
sem soro (controle) ou com a proteína Klotho em diferentes concentrações (0,1, 0,5, 1 e 2 nM) e tempos, 
1 (A), 4 (B) e 24 (C) horas, e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 8 horas. O sobrenadante foi 
coletado para a dosagem dos níveis de TNF-α. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste 
de Tukey, *p < 0,5, **p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos 
independentes. 
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5.2.3 Dosagem de citocinas pró-inflamatórias 
 Além do TNF-α, o LPS é capaz de aumentar a produção e secreção de outras 
citocinas pró-inflamatórias. Então, procurou-se analisar se a Klotho teria influência na 
secreção de outras citocinas pró-inflamatórias induzidas pelo LPS. Foi feita a 
dosagem de IL-1β, IL-6 e IFN-γ. As células foram pré-tratadas com 1 nM de Klotho 
por 24 horas e então estimuladas com LPS na concentração de 100 ng/mL, 24 horas 
após o estímulo o sobrenadante foi recolhido para a dosagem dessas citocinas.  

O LPS aumentou a secreção de IL-1β, IL-6 e IFN-γ em relação ao grupo 
controle. As células pré-tratadas com Klotho e estimuladas com LPS não 
apresentaram diferença significativa em relação ao controle na secreção de IL-1β 
(Figura 16A). Em relação ao IL-6, o pré-tratamento reverteu o aumento de secreção 
causado pelo LPS (Figura 16B). Além disso, a Klotho não teve efeito sobre o aumento 
de secreção causado pelo LPS (Figura 16C).  
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Figura 16. Efeito do tratamento da Klotho e do LPS em células da glia de camundongo nos níveis de 
IL-1β, IL-6 e IFN-γ. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 1 nM de Klotho 
por 24 horas, e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 24 horas. O sobrenadante foi coletado para 
a dosagem dos níveis de IL-1β (A), IL-6 (B), IFN-γ (C). Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-
teste de Tukey, *p < 0,5, **p < 0,01, **** < 0,0001. Resultados são apresentados como média ± SEM 
de 4 experimentos independentes. 
5.2.4 Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na via de sinalização da AKT e da 
ERK 
 Foi avaliado se a Klotho e o LPS seriam capazes de modulas as vias de 
sinalização da ERK e da AKT. No entanto, tanto o pré-tratamento com a Klotho quanto 
o estímulo com LPS não tiveram influência na expressão e na fosforilação dessas 
proteínas (Figura 17 e 18).  
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Figura 17. Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na expressão e ativação da ERK em células da glia 
de camundongo por Western Blotting. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou 
com 1 nM de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 horas. (A) p-ERK, 
(B) ERK total, (C) p-ERK por ERK total. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey. 
Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes. 

 
Figura 18. Avaliação do efeito da Klotho e do LPS na expressão e ativação da AKT em células da glia 
de camundongo Western Blotting. A cultura de glia foi pré-tratada com meio sem soro (controle) ou com 
1 nM de Klotho por 24 horas e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 1 horas. (A) p-AKT T308, 
(B) AKT total, (C) p-AKT T308 por AKT total. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de 
Tukey. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes. 



53  

 
 

5.3 Cultura Primária Embrionária de Neurônios 
 Sabe-se que os mediadores pró-inflamatórios produzidos pelas células da glia 
podem ser neurotóxicos e induzir a morte neuronal (KEMPURAJ et al., 2016). Como 
foi visto que o LPS foi capaz de aumentar a secreção de citocinas pró-inflamatórias 
(TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ) em células da glia de camundongos e o pré-tratamento 
com a proteína Klotho foi capaz de diminuir a secreção de algumas dessas citocinas 
(TNF-α, IL-6), buscou-se analisar a influência desses mediadores na citotoxicidade 
em neurônios e se o pré-tratamento com a proteína Klotho seria capaz de modular 
essa toxicidade. 
5.3.1 Caracterização da cultura primária embrionária de neurônios 
 Foram realizados ensaios de imunofluorescência para análise da pureza da 
cultura. Para tal, após 7 dias in vitro, foram utilizados os marcadores neuronais, Pan-
Neuronal Marker e NeuN. Após quantificação, foi possível observar que 
aproximadamente 90% das células presentes eram neurônios (Figura 19 e 20) 
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Figura 19. Imagens representativas da cultura primária embrionária de neurônios de camundongos 
submetida a ensaio de imunofluorescência para marcação de Pan-Neuronal. Marcação para a proteína 
Pan-Neuronal (verde) e núcleos foram corados com DAPI (azul). Fotos em aumento de 20X. 

 
Figura 20. Imagens representativas da cultura primária embrionária de neurônios de camundongos 
submetida a ensaio de imunofluorescência para marcação de NeuN. Marcação para a proteína NeuN 
(verde) e núcleos foram corados com DAPI (azul). Fotos em aumento de 20X. 
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5.3.2 Efeitos do meio condicionado de células da glia na citotoxicidade de 
células neuronais 
 A cultura de glia de camundongo foi pré-tratada com meio sem soro ou 1 nM 
de Klotho por 24 horas, e então desafiada com 100 ng/mL de LPS por 24 horas. O 
meio foi coletado, e o meio das células da glia tratadas apenas com LPS foi 
denominado de Meio Condicionado de Células da Glia (MCG) e o meio das células da 
glia pré-tratadas com Klotho e estimuladas com LPS foi chamado de MCG-KL (Figura 
21. Primeiro, foi analisado qual concentração de MCG levaria a um aumento de morte 
neuronal, 10, 25 e 50% do meio de cultura dos neurônios foram substituídos pelo 
MCG. O MCG levou a um aumento da citotoxicidade de modo concentração 
dependente, quando 25 e 50% do meio de cultura dos neurônios foram trocados pelo 
MCG houve um aumento da morte neuronal em relação ao grupo controle (Figura 22). 

 
Figura 21. Esquema do meio condicionado e do ensaio de citotoxicidade. As células da glia foram pré-
tratadas com meio sem soro ou 1 nM de Klotho por 24 horas, e então desafiada com 100 ng/mL de 
LPS por 24 horas. O meio foi coletado, o meio das células da glia tratadas apenas com LPS foi 
denominado de Meio Condicionado de Células da Glia (MCG) e o meio das células da glia pré-tratadas 
com Klotho e estimuladas com LPS foi chamado de MCG-KL. O meio condicionado foi transferido para 
a cultura de neurônio em diferentes concentrações, 10, 25 e 50% por 24 horas e então foi feito o ensaio 
de LDH. 
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Figura 22. Efeito do MCG em diferentes concentrações sob a citotoxicidade de neurônios de 
camundongos. A cultura primária embrionária de neurônios foi submetida ao tratamento de 24 horas 
com MCG em diferentes concentrações. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de LDH. Análise por 
ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,5. Resultados são apresentados como 
média ± SEM de 4 experimentos independentes. 

Após determinar as concentrações de MCG que são neurotóxicas, buscou-se 
investigar se o meio condicionado de células da glia pré-tratadas com Klotho e 
estimuladas com LPS seria capaz de diminuir a morte neuronal causada pelo MCG 
(Figura 21). Quando 25% do meio de cultura dos neurônios foi trocado pelo meio 
condicionado, o MCG-KL foi capaz de reverter o aumento da morte neuronal causado 
pelo MCG (Figura 23A). No entanto, quando 50% do meio foi trocado pelo meio 
condicionado, o MCG-KL não apresentou redução significativa da morte neuronal 
(Figura 23B). 
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Figura 23. Efeito do MCG e do MCG-KL em diferentes concentrações sob a citotoxicidade de neurônios 
de camundongos. A cultura primária embrionária de neurônios foi submetida ao tratamento de 24 horas 
com MCG ou MCG-KL em diferentes concentrações, 25 (A) e 50% (B). A citotoxicidade foi avaliada 
pelo ensaio de LDH. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,5, **p < 
0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 experimentos independentes. 

Ainda, foi verificado se o tratamento da Klotho diretamente nos neurônios seria 
capaz de reduzir a morte neuronal causada pelo MCG (Figura 21). Os neurônios foram 
cotratados com 1 nM de Klotho e MCG. Como pode ser observado na Figura 24, 
quando 25% do meio foi retirado e substituído por MCG houve a um aumento da morte 
neuronal em relação ao controle que não foi observado quando cotratado com 1 nM 
de Klotho (Figura 24A). No entanto, quando 50% do meio trocado, o cotratamento 
também apresentou um aumento da morte neuronal (Figura 24B) em relação ao 
controle. 
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Figura 24. Efeito do MCG e do KL + MCG em diferentes concentrações sob a citotoxicidade de neurônios 
de camundongos. A cultura primária embrionária de neurônios foi submetida ao tratamento de 24 horas 
com MCG ou ao cotratamento com 1 nM de Klotho e MCG em diferentes concentrações, 25 (A) e 50% 
(B). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de LDH. Análise por ANOVA de uma via, seguida de pós-
teste de Tukey, *p < 0,5, **p < 0,01. Resultados são apresentados como média ± SEM de 4 
experimentos independentes.
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6 DISCUSSÃO 
A neuroinflamação está presente no processo de envelhecimento, nas doenças 

e lesões que afetam o SNC, e é caracterizada pela ativação da microglia e dos 
astrócitos. Essas células possuem papel fundamental na regulação da 
neuroinflamação, dependendo da natureza da sua ativação pode levar a produção de 
mediadores pró e/ou anti-inflamatórios e ter efeitos tanto benéficos como 
detrimentriais nos neurônios. Logo, um melhor entendimento dos mecanismos que 
regulam o início e a resolução da neuroinflamação mediada pela imunidade inata do 
SNC é de suma importância e podem contribuir para o desenvolvimento de novos 
alvos terapêuticos. Neste trabalho, buscou-se avaliar o papel da proteína Klotho na 
modulação de processos inflamatórios em células da glia. 

Para tal finalidade, foi utilizado o LPS, um importante indutor da resposta 
inflamatória, que é amplamente utilizado para estudar a neuroinflamação tanto in vivo 
como in vitro (NAZEM et al., 2015). O LPS é capaz de ativar células que apresentam 
TLR4 em sua membrana, como a microglia. A ativação da microglia pelo LPS leva a 
um aumento da produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias (incluindo TNF-α, 
IL-6, IL-1, IL-12), além do aumento da expressão de outros mediadores pró-
inflamatórios, como quimiocinas (como CXCL8, CCL5 e CCL2), proteínas do sistema 
complemento (como C3, C3aR, C5a5 e fator B) e enzimas (como a ciclooxigenase 
tipo 2 (COX-2) e a óxido nítrico sintetase induzida (iNOS) (RIVEST, 2009). De fato, 
neste estudo, o LPS foi capaz de aumentar a secreção de citocinas pró-inflamatórias, 
como TNF-α, IL-6, IL-1β e IFN-γ, pelas células da glia (Figura 25A). Neste trabalho foi 
utilizado cultura mista de células da glia e não de células isoladas, portanto, os 
resultados obtidos são provenientes tanto da microglia como dos astrócitos e da 
interação microglia-astrócitos. Por conta disso, não é possível saber a contribuição de 
cada tipo célula na produção e secreção de cada um desses mediadores. 

A microglia é considerada como a principal célula do sistema imune inato 
presente no cérebro (HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). No SNC, o TLR4 é 
prioritariamente expresso na microglia (LEHNARDT et al., 2003), portanto, não é 
surpreendente que o LPS seja um potente ativador da microglia (TROTTA et al., 
2014). Já em relação aos astrócitos, existe um debate se essas células expressam 
TLR4 em condições fisiológicas e se são ativadas diretamente pelo LPS. Alguns 
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estudos não detectaram a presença de TLR4 em astrócitos (LEHNARD et al., 2002; 
BOWMAN et al., 2003; HOLM; DRAEBY; OWENS, 2012). Enquanto outros trabalhos 
detectaram uma baixa expressão de TLR4 que pode ser aumentada após sua 
ativação (BSIBSI et al., 2002; BOWMAN et al., 2003; CARPENTIER et al., 2005).  

Embora, muitos estudos tenham relatado ativação dos astrócitos pelo LPS in 
vitro (LIEBERMAN et al., 1989; BSIBSI et al., 2002; HOLM; DRAEBY; OWENS, 2012; 
CUNNINGHAM; DUNNE; revisado em LOPEZ-RODRIGUEZ, 2019), os protocolos de 
purificação utilizados nesses estudos não levam a uma cultura 100% pura de 
astrócitos. Essas culturas possuem uma contaminação de microglia que variam de 1-
10%, que são suficientes para mediar as respostas inflamatórias induzidas por LPS 
(SAURA, 2007; CUNNINGHAM; DUNNE; LOPEZ-RODRIGUEZ, 2019). Para 
determinar se os astrócitos respondem ao LPS na ausência da microglia, Holm et al. 
purificou rigorosamente os astrócitos e mostrou que a resposta ao LPS pelos 
astrócitos é dependente da presença da microglia (HOLM; DRAEBY; OWENS, 2012). 
A microglia pode iniciar ou facilitar a ativação dos astrócitos por meio de mediadores 
inflamatórios e assim amplificar a resposta inflamatória (SAIJO et al., 2009; HOLM; 
DRAEBY; OWENS, 2012; PASCUAL et al., 2012). Diante disso, é provável que neste 
estudo a microglia tenha sido o principal contribuidor para o aumento da secreção de 
citocinas pró-inflamatórias induzidos pelo LPS e que essa resposta tenha sido 
aumentada pelos astrócitos. 

Os mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-1β e IL-6, quando produzidos 
de forma excessiva e/ou crônica pelas células da glia podem levar a morte neuronal 
(ALLAN; ROTHWELL, 2001; HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014), estudos já 
demonstraram que a aplicação de meio condicionado de cultura de microglia e de glia 
mista ativadas por LPS em neurônios leva a morte neuronal (GUADAGNO et al., 2013; 
SUN et al., 2018; DAI et al., 2019). De acordo com esses dados, a aplicação de meio 
condicionado de células da glia ativadas pelo LPS em neurônios levou a um aumento 
da morte neuronal (Figura 25A). Como foi utilizado o meio condicionado, não é 
possível afirmar qual molécula estaria levando a morte neuronal. Provavelmente, não 
apenas uma, mas um conjunto de mediadores, incluindo as citocinas pró-inflamatórias 
que se apresentaram elevadas após o estímulo com LPS. 

Como a ativação das células da glia pelo LPS leva a um aumento da produção 
de mediadores pró-inflamatórias em células da glia e esses mediadores são capazes 
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de induzir a morte neuronal, foi investigado se a Klotho seria capaz de diminuir os 
efeitos induzidos pelo LPS em células da glia, uma vez que já foi visto atividade 
protetora e anti-inflamatória da proteína Klotho no sistema renal, vascular e pulmonar. 
No entanto, os efeitos da proteína Klotho na neuroinflamação foram pouco estudados. 

Foi demonstrado que a Klotho diminui a ativação do NF-κB e reduz a produção 
de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-1β, in vivo e in vitro em 
modelos de inflamação cardíaca (HUI et al., 2017; GUO et al., 2018), doença renal 
(ZHAO et al., 2011; JIN et al., 2017) e doença pulmonar (LI et al., 2015; KRICK et al., 
2017).  Por exemplo, em células embrionárias de rim humano (HEK293), Zhao et al. 
demonstrou que o pré-tratamento com 200 pM de Klotho por 45 minutos foi capaz de 
diminui em aproximadamente 70% a ativação de NF-κB  e reduzir a expressão de IL-
8, MCP-1, RANTES e IL-6 após a adição de TNF-α (ZHAO et al., 2011). Em células 
HUVECs, foi mostrado que o pré-tratamento com 200 pM de Klotho por 6 horas diminui 
a ativação do NF-κB e a expressão de moléculas de adesão, a molécula de adesão 
intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão de celular vascular 1 (VCAM-1), 
induzidas pelo TNF-α (MAEKAWA et al., 2009). 

Estudos recentes têm demonstrado o efeito protetor e anti-inflamatório da 
Klotho no SNC. A superexpressão da Klotho no plexo coroide de camundongos 
melhorou o déficit neurocomportamental e aumentou o número de neurônios vivos 
após a hipoperfusão cerebral, acompanhado de uma diminuição da translocação do 
p65 para o núcleo, da produção de citocinas pró-inflamatórias e da ativação de 
astrócitos e micróglia (ZHOU et al., 2018). Um estudo recém publicado mostrou que a 
superexpressão sistêmica de Klotho em um modelo experimental de esclerose 
múltipla amiotrófica (camundongo transgênico para superóxido dismutase (SOD1)), 
levou a um início e progresso mais tardio da doença e aumentou a sobrevivência 
desses animais (ZELDICH et al., 2019). Ainda, foi observado que a Klotho diminuiu a 
expressão de marcadores inflamatórios e preveniu a morte neuronal. Além disto, foi 
mostrado uma diminuição da secreção de TNF-α, IL-6 e da expressão de iNOS e de 
COX-2 induzidas pelo LPS/IFN-γ em cultura de microglia de camundongos que 
superexpressão a Klotho (ZELDICH et al., 2019). 

Corroborando com esse efeito neuroprotetor da Klotho, neste estudo foi visto 
uma ação anti-inflamatório da Klotho em células da glia de camundongos. A Klotho foi 
capaz de diminuir a secreção das citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-6 (Figura 



62  

 
 

25B). O pré-tratamento com 1 nM de Klotho por 4 e 24 horas e 2 nM por 1, 4 e 24 
horas diminuiu a secreção de TNF-α induzida pelo LPS em células da glia. Ainda, o 
pré-tratamento com 1 nM de Klotho por 24 horas reverteu o aumento da secreção de 
IL-6 induzida pelo LPS. Interessantemente, os efeitos da Klotho nas células da glia se 
mostrou neuroprotetor. Quando o meio dessas células foi coletado e aplicado em 
cultura neuronal, o pré-tratamento com Klotho nas células da glia revertou a morte 
neuronal causada pelo meio condicionado de células da glia tratadas apenas com LPS 
(Figura 25B). Reforçando, o potencial terapêutico da Klotho no SNC mostrado em 
outros estudos. 

 
Figura 25. Efeito anti-inflamatório e neuroprotetor da proteína Klotho. O LPS induz as células da glia a 
produzirem mediadores pró-inflamatórios que podem levar a morte neuronal (A). A proteína Klotho 
diminui a produção de mediadores pró-inflamatórios induzidos pelo LPS em células da glia, revertendo 
os efeitos neurotóxicos do LPS (B). 

Assim como não foi possível afirmar quais moléculas estariam levando a morte 
neuronal, também não é possível dizer quais mediadores levaram a esse efeito 
neuroprotetor. Pode ter sido pela diminuição do TNF-α e IL-6, que foram observados 
neste estudo, como também pela diminuição de outros mediadores inflamatórios não 
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avaliados. Além disso, a Klotho pode ter tido esse efeito protetor pela secreção de 
mediadores anti-inflamatórios e/ou fatores neuroprotetores. 

Neste trabalho, não foi identificado o mecanismo pelo qual a Klotho poderia 
estar levando a esse efeito anti-inflamatório. Os estudos que demonstraram um efeito 
anti-inflamatório da Klotho observam uma diminuição da ativação do NF-κB 
(MAEKAWA et al., 2009; ZHAO et al., 2011). Inclusive, essa modulação da ativação 
do NF-κB também foi observada no SNC (ZHOU et al., 2018). É possível que neste 
estudo, o pré-tratamento com a Klotho tenha levado a uma diminuição da ativação do 
NF-κB nas células da glia e, consequentemente, resultado em uma diminuição na 
produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias. 

Esse efeito anti-inflamatório não foi visto em células da glia de ratos tratadas 
com 500 pM de Klotho por 24 horas, embora em outros tipos de células (HEK293 e 
HUVEC) o pré-tratamento com uma concentração menor (200 pM) de Klotho foi 
suficiente para ter um efeito anti-inflamatório (MAEKAWA et al., 2009; ZHAO et al., 
2011). Nas células da glia de camundongo, o LPS induziu um aumento do TNF-α 
quando comparadas ao grupo controle e em células pré-tratadas com 500 pM de 
Klotho por 24 horas não houve esse aumento. Por se tratar de outra linhagem de 
células e de outro modelo animal, talvez a dose de 500 pM seja insuficiente para 
produzir os efeitos anti-inflamatórios em células da glia de ratos. Os tempos de 
tratamento com LPS também podem ter levado a não observação do efeito anti-
inflamatório da proteína Klotho. O sobrenadante das células de rato foi coletado 1 hora 
após o estímulo com LPS para a dosagem de TNF-α, enquanto para o de 
camundongos foi coletado 8 horas após o estímulo. Embora tenha sido observado um 
aumento do TNF-α com o estímulo de LPS por 1 hora, esse tempo pode ter sido muito 
curto e os níveis de TNF-α não tenham aumentado o suficiente para observar uma 
diferença em relação as células pré-tratadas com Klotho. De fato, quando comparado 
com os níveis de TNF-α de camundongo que foram o estimulados por 8 horas com 
LPS os níveis de TNF-α se mostraram mais elevados. Entretanto, o IL-6 de células da 
glia de ratos em que o meio foi coletado 4 horas após o estímulo com LPS, apresentou 
níveis elevados de IL-6 e o pré-tratamento com a Klotho não apresentou diferença. 
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7 CONCLUSÃO 
Neste trabalho, foi visto um efeito anti-inflamatório e neuroprotetor da proteína Klotho. 
Foi observado que o LPS induz as células da glia a produzirem mediadores pró-
inflamatorios, como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ e quando o meio condicionado das 
células da glia tratadas com LPS (MCG) foram transferidas para uma cultura neuronal 
houve um aumento da morte neuronal. O pré-tratamento com a proteína Klotho leva 
a uma diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-6, e quando 
o meio condicionado das células da glia pré-tratadas com Klotho e estimuladas com 
LPS foram transferidas para a cultura neuronal há reversão da morte causada pelo 
MCG. Evidenciado assim, um potencial terapêutico da Klotho em processos 
patológicos que possuem um componente neuroinflamatório.
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*De acordo com: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR6023: informação e 
documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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