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RESUMO

NAKAO, VW. Efeitos da Proteina Klotho na Modulagdo de Processos Inflamatérios
em Células da Glia frente ao Estimulo Pro-Inflamatério LPS. 2019. 72 f. Dissertagao
(Mestrado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo; 2020.

A Klotho é uma proteina anti-envelhecimento, sua superexpressao aumenta por volta
de 30% a expectativa de vida em camundongos. Animais hipomérficos para Klotho
apresentam uma diminuigdo acentuada da expectativa de vida, além do surgimento
precoce de doengas e sindromes relacionadas ao envelhecimento. A Klotho possui
uma ac¢ao anti-inflamatoéria e protetora em células renais através da inibicado da
ativacado de NF-kB e a subsequente producgao de citocinas inflamatérias em resposta
ao estimulo de TNF-a. Além disto, estudos tem demonstrado o efeito neuroprotetor da
Klotho em diferentes condi¢des em que ha a presencga da neuroinflamacéao, como o
envelhecimento, modelos animais de doengas neurodegenerativas e a lesao cerebral
isquémica. Diante disso, objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da proteina
Klotho em cultura primaria de células da glia frente ao estimulo pro-inflamatorio LPS.
As células da glia foram pré-tratadas com Klotho e estimuladas com LPS, o
sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas pré-inflamatérias. O meio
condicionado das células da glia (MCG: proveniente do tratamento com LPS; MCG-
KL: proveniente do pré-tratamento com Klotho e estimulo com LPS) foi utilizado em
cultura de neurdnio para avaliar se 0 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 pro-inflamatorios, como TNF-q, IL-183, IL-6 e IFN-y e
que o MCG levou a um aumento da morte neuronal. O pré-tratamento com a proteina
Klotho diminuiu a produc¢ao de TNF-a e IL-6, e 0o MCG-KL foi capaz de reverter a morte
neuronal causada pelo MCG. Esses dados sugerem, um efeito anti-inflamatério e
neuroprotetor da proteina Klotho no SNC. Evidenciado assim, um potencial
terapéutico da Klotho em processos patolégicos que possuem um componente

neuroinflamatorio.
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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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, S&do 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-kB activation and
subsequent production of inflammatory cytokines in response to TNF-a 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-q, IL-13, IL-6 and IFN-y, and
GCM increased neuronal death. Pretreatment with Klotho decreased TNF-a 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.
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1 INTRODUCAO
1.1 Neuroinflamagao

A neuroinflamacao, termo utilizado para descrever a inflamagao do sistema
nervoso central (SNC), envolve um conjunto de respostas bioquimicas e celulares que
pode ser desencadeado por uma variedade de estimulos, como infec¢des, estresse,
lesbes ao cérebro, dentre outros. Tem como objetivo proteger a regido de patdégenos,
estimulos nocivos e promover o reparo do tecido lesado. Embora a neuroinflamagao
seja iniciada para exercer efeitos benéficos, dependendo do grau e duragao da
inflamacg&o, que é influenciada pelo contexto, natureza, intensidade e tempo do
estimulo, ela pode ser detrimentrial. Isto porque, a neuroinflamacido pode
desencadear diferentes respostas inflamatérias e os mesmos fatores gerados para
lidar com o estimulo inicial, quando exacerbados e/ou produzidos de forma crénica
podem levar ou agravar um dano tecidual. Tanto que, comumente, o termo possui
uma conotacao negativa.

Em muitas doencas ou lesdes que afetam o SNC possuem um componente
inflamatorio que pode estar relacionado a um dano tecidual e disfungbes cognitivas.
No envelhecimento ha um desequilibrio dos processos pro e anti-inflamatérios que
resulta em um estado de inflamacéo sistémica cronica de baixo grau, denominado de
inflammaging por Franceschi et al. (FRANCESCHI et al., 2000). A desregulacéo da
inflamacgéao no cérebro esta associada ndo apenas com o déficit cognitivo relacionado
ao envelhecimento (OWNBY, 2010), mas também na patogénese e na progressao de
doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, a doenga de Parkinson e
a esclerose multipla (KEMPURAJ et al., 2016). Ja o traumatismo cranioencefalico e o
acidente vascular cerebral isquémico ativam processos inflamatoérios que, quando
exacerbados, podem levar a um aumento do dano cerebral (DOYLE; SIMON;
STENZEL-POORE, 2008; LOZANO et al., 2015).

As respostas neuroinflamatérias sdo mediadas por citocinas, quimiocinas,
segundos mensageiros e espécies reativas de oxigénio que sao 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 neurdnios, as células da glia possuem papel importante na homeostasia e na



imunidade do SNC. No SNC, as células da glia podem ser divididas em 4 tipos:
astrécitos, microglia, oligodendrocitos e as células ependimarias, sendo que as células
mais importantes do ponto de vista inflamatoério sdo a microglia e os astrdcitos.

A microglia e os astrécitos sao células da imunidade inata residentes do cérebro
e podem detectar mudangcas no seu microambiente por meio de receptores de
membrana como os receptores de reconhecimento de padrao (PRR). Por meio dos
PRRs, essas células sdo capazes de reconhecer padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). Dentre os
PRRs, temos os receptores do tipo Toll (TLRs) que reconhecem uma variedade de
moléculas enddgenas e exdgenas, e possuem papel importante na sinalizagdo no
SNC assim como na resposta do sistema imune.

A ativacao tanto da microglia como dos astrécitos constitui uma caracteristica
importante da neuroinflamagédo. A ativagdo dessas células frente a um estimulo
inflamatorio pode ter efeitos benéficos ou negativos dependendo da intensidade e
duracgéo da resposta. Em condi¢bes patolégicas como doengas neurodenerativas ha
uma desregulagao na atividade da microglia e dos astrécitos, que as desviam de suas
fungdes fisiologicas, benéficas e essas células passam a secretar de forma cronica
mediadores pro-inflamatérios que podem levar a disfungdo neural e morte celular
(HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014).

As células da microglia sdo consideradas como o conjunto de macrofagos
residentes do cérebro e sao as principais células da imunidade inata do SNC
(HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). A microglia & derivada de células progenitoras do
saco vitelino (GINHOUX et al., 2010). Diferentemente de outros macrofagos
residentes de tecidos, a reposi¢céo da microglia adulta nao é feita pela medula 6ssea
mas pela auto-renovacdo de um pool intrinseco de microglia (AJAMI et al., 2007,
HUANG et al., 2018).

Em condi¢cbes fisioldgicas, a microglia esta em estado de “repouso’,
caracterizado por uma morfologia ramificada com muitos prolongamentos que estéao
constantemente monitorando o ambiente de patégenos e estimulos nocivos
(DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). Apés sua
ativagdo, a microglia sofre alteragdes morfologicas, ha uma retracdo de seus
prolongamentos, aumento do corpo celular, passando de uma forma ramificada para
uma forma ameboide (DAVALQOS et al., 2005; KETTENMANN et al., 2011). A microglia



ativada também sofre alteracbes na expressao genica, no perfil de moléculas
secretadas e ha um aumento na sua atividade fagocitica (LI; BARRES, 2018). Sua
ativagdo pode levar a um fenétipo pré-inflamatério, geralmente associado aos efeitos
neurotdxicos da ativacdo da microglia, ou a um fendtipo anti-inflamatdrio,
normalmente associado aos efeitos protetores. Importante ressaltar que a ativagcao da
microglia € um processo dinamico no qual ha uma ampla gama de respostas com
diferentes producgdes de citocinas e diferentes estados pro e anti-inflamataérios.

Os astrocitos estdo integrados nas redes neurais e sao esséncias para a
homeostase do SNC. Algumas de suas fungdes incluem regulagdo de ions e
neurotransmissores na fenda sinaptica, fornecer suporte metabdlico aos neurénios e
participar no controle do fluxo sanguineo do SNC (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).
Além disso, os astrécitos sdo uma das células que constituem a barreira
hematoencefalica, barreira de protecdo do SNC que limita a entrada de certas
moléculas conforme sua polaridade e tamanho.

Em condigbes patolégicas do SNC, os astrécitos passam a responder de forma
reativa, na qual ha alteragdes moleculares, celulares e funcionais (SOFRONIEW,
VINTERS, 2010). Essas alteragbes podem levar os astrécitos reativos a produzirem
tanto mediadores pré como anti-inflamatoérios. Assim como na microglia, a resposta
dos astrdcitos reativos varia de acordo com o estimulo e podem ter efeitos benéficos
ou detrimentriais dependendo do tipo, duragao e intensidade da resposta. Além disso,
os astrocitos reativos sdo um dos constituintes e participam da formagao das cicatrizes
gliais (FITCH; SILVER, 2008).

1.2 LPS e o modelo de neuroinflamacgao

Como dito anteriormente, a neuroinflamacgao esta presente nas doencgas e nas
lesdes que afetam o SNC e ela pode ter tanto efeitos benéficos como detrimentriais.
Logo, € de suma importancia entender os mecanismos celulares e moleculares que
regulam a neuroinflamagao.

O lipopolissacarideo (LPS) € um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas que é capaz de induzir respostas inflamatdrias, sendo assim, uma
importante ferramenta para o estudo dos processos inflamatérios. Seu principal alvo
€ o receptor do tipo Toll 4 (TLR4). No SNC, o TLR4 é prioritariamente expresso na
microglia (GORINA et al., 2011).



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 administracao direta do mesmo, inicia-se uma série de respostas.

O LPS liga-se a proteina ligadora de LPS (LBP), formando o complexo
LPS:LBP. O LBP facilita a transferéncia do LPS para o CD14, presente na superficie
de membrana dos mondécitos e que também existe na forma soluvel (LU; YEH;
OHASHI, 2008). O CD14 apresenta o LPS ao complexo TLR-4-MD-2 (PARK; LEE,
2013), iniciando a ativacao celular. O MD-2 € um coreceptor do TLR4 que é essencial
para o reconhecimento do LPS (SHIMAZU et al., 1999). Apos a ligagéo do LPS a esse
complexo € iniciada a geragao do sinal transmembranar para o nucleo, ocorrendo uma
série de reacdes em cascata até a ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB), que ativa os genes que codificam proteinas envolvidas na defesa contra a
infeccdo, como as citocinas pro-inflamatorias (ADEREM; ULEVITCH, 2000). Entre as
citocinas pro-inflamatérias ativadas e liberadas a partir do contato com o LPS,
destacam-se o fator de necrose tumoral a (TNF-a), a interleucina 6 (IL-6), interleucina
1 beta (IL-1B) 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 pro-inflamatérias que podem levar a ativacdo dos astrécitos e
amplificar a resposta inflamatéria (SAIJO et al.,, 2009). Elas também podem ser
neurotdxicas, agindo diretamente nos neurdnios e levar a morte neuronal (GLASS et
al., 2010).

1.3 Klotho

O gene da proteina Klotho foi descoberto fortuitamente em 1997, quando Kuro-
0 e colaboradores estavam tentando produzir camundongos transgénicos que
superexpressassem a isoforma 1 do trocador de Na*/H* de coelho. Uma mutagao
insercional desse transgene na regiao promotora do gene da Klotho, resultou em um
alelo hipomérfico, que em homozigose levou esses camundongos a apresentarem
uma sindrome de envelhecimento acelerado (KURO-O et al., 1997). Esses animais
crescem normalmente até a 3-4 semana, apos esse periodo comega a ocorrer o
surgimento precoce de doengas relacionadas ao envelhecimento como

arteriosclerose, osteoporose, infertilidade, atrofia da pele, enfisema pulmonar,



calcificagdo vascular, degeneragdo neural e esses animais apresentam uma
diminuicdo 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 proteina transmembranar single pass
do tipo |, composta por 1014 aminoacidos com peso molecular de 130 kDa (KURO-O
et al.,, 1997; OHYAMA et al., 1998; WANG; SUN, 2009). A Klotho transmembranar
possui um dominio intracelular curto e dois dominios extracelulares, conhecidos por
KL1 e KL2, cujas sequéncias apresentam fraca homologia com as B-glicosidades
(KURO-O et al., 1997). Estes dominios extracelulares podem ser clivados pelas
proteases desintegrina A e metaloproteinase 10 (ADAM10), desintegrina A e
metaloproteinase 17 (ADAM17) e a [(-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 formacdo de uma proteina secretada com um unico
dominio KL1 (OHYAMA et al., 1998). Desta forma, podem ser encontradas duas
formas da proteina Klotho: uma transmembranar e uma soluvel, esta ultima composta
tanto pela Klotho clivada como pela Klotho secretada (Figura 1).

O gene da Klotho de camundongos é altamente homdloga a de ratos, o cDNA
e a proteina Klotho de camundongo possuem 93 e 94% de homologia,
respectivamente, com a de rato (OHYAMA et al., 1998). Ja o cDNA e a proteina Klotho
de humanos tém por volta de 80% de homologia com a de ratos e camundongos
(OHYAMA et al., 1998). Apesar de seus genes apresentarem alta homologia, existem
diferencas na expressao da Klotho entre as espécies. Em camundongos a expresséo
da forma trasmembrana da Klotho predomina sobre a secretada (SHIRAKI-IIDA et al.,
1998), ja em humanos a principal forma de expressao da Klotho € a forma secretada
(MATSUMURA et al., 1998). A forma secretada da proteina Klotho n&o foi encontrada
em ratos (OHYAMA et al., 1998).
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Figura 1. Isoformas da Klotho. A proteina klotho pode ser encontrada tanto na forma de membrana
quanto na forma sollvel, 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 mutagdo no gene da Klotho leve ao aparecimento de multiplas
doencgas e sindromes relacionadas ao envelhecimento em diversos o6rgaos e tecidos,
sua expressao € limitada a algumas regides, demonstrando a importancia dos efeitos
pleiotrépicos da forma soluvel da Klotho. Em camundongos a Klotho é prioritariamente
expressa nos rins e no plexo coroide, e minoritariamente expresso em outras regides
como hipofise, musculo esquelético, pancreas, testiculos e ovario (KURO-O et al.,
1997). Ja em ratos sua expressao também ocorre principalmente nos rins e é pouco
expressa no cérebro, pulmdes, intestino e ovarios (OHYAMA et al.,, 1998). Em
humanos a Klotho é expressa predominantemente nos rins, e pode ser detectada na
placenta, prostata, intestino delgado e no cérebro (MATSUMURA et al., 1998; LIM et
al., 2015).

A expressao da Klotho € influenciada por processos fisioldgicos e patologicos.
Ratos com hipertensdo espontanea, 5/6 nefrectomizado e diabetes tipo 1 tiveram os
niveis de mMRNA de Klotho diminuida (AIZAWA et al., 1998). Ainda, fatores endégenos

como a insulina e o glutamato sdo capazes de modular a expressao da Klotho em



neurdnios de camundongos (MAZUCANTI et al., 2019). Além disso, a expressao da
Klotho aumenta significativamente apds o nascimento e na idade adulta (OHYAMA et
al., 1998; CLINTON et al., 2013) e ha uma diminui¢gado no envelhecimento (XIAO et al.,
2004; DUCE et al., 2008; YAMAZAKI et al., 2010; KING; ROSENE; ABRAHAM, 2012).

A superexpressao da Klotho aumenta por volta de 30% a expectativa de vida
de camundongos (KUROSU et al., 2005). Em humanos, foi descoberta uma variante
polimoérfica do gene da proteina Klotho, KL-VS, em que a heterozigose tem sido
associada com aumento da expectativa de vida em idosos com mais de 75 anos,
diminuicdo 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 soluvel) da proteina
Klotho exercem funcbes diferentes que parecem convergir para o aumento da
longevidade. A forma transmembrana da proteina Klotho atua como coreceptor do
fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) (KUROSU et al., 2006; URAKAWA et
al., 2006). O FGF23 é um horménio produzido no osso que inibe a reabsor¢ao do
fosfato e a sintese do calcitriol, forma ativa da vitamina D3. Além disso, camundongos
hipomoérficos para Klotho e camundongos knockout para o FGF23 desenvolvem
fendtipos muitos semelhantes, como diminuicdo da expectativa de vida, infertilidade,
atrofia muscular, calcificagao vascular, sendo que ambos apresentam hiperfosfatemia
(KUROSU et al., 2006).

Ja a forma soluvel da Klotho atua como um fator humoral exercendo uma agao
pleiotrépica. Ela pode inibir as vias de sinalizacdo da insulina/fator de crescimento
similar a insulina tipo | (IGF-1), da Wnt e do fator de transformagdo de crescimento
beta 1 (TGF-B1) e esses efeitos estdo relacionados com a atividade
antienvelhecimento da Klotho (KUROSU, 2005; LIU et al., 2007; WOLF et al., 2008;
DOl et al., 2011). No entanto, os mecanismos pelos quais a forma soluvel da Klotho
inibe essas vias ainda nao estdo bem estabelecidos. Esta isoforma também possui
atividade de sialidase, podendo inibir a internalizagcado do canal de calcio, receptor de
potencial transitorio vaniloide 5 (TRPVS5), e o canal de potassio medular externo renal
I (ROMK1) (CHA et al., 2008, 2009). Ainda, recentemente, foi demonstrado que a
forma soluvel da Klotho também pode agir como cofator do FGF23 (CHEN et al.,
2018).



No SNC, a Klotho desempenha papel importante para seu funcionamento
correto. Os animais hipomorficos para Klotho apresentam alteragdes como déficit
cognitivo, diminuigdo no numero de sinapses no hipocampo, redug¢ao da mielizanagao,
perturbagdes no transporte axonal e degeneragao 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 tém demonstrando que a
Klotho é capaz de aumentar a capacidade cognitiva e ter um efeito neuroprotetor em
camundongos. A superexpressdo sistémica de Klotho foi capaz de melhorar o
desempenho de animais em testes de aprendizado, memdéria e estimular a
potencializagdo a longo prazo, bem como aumentar a expressao sinaptica da
subunidade GIuN2B do receptor glutamatérgico de N-metil-D-aspartato (NMDAR)
(DUBAL et al., 2014). Ainda, foi demonstrado que a administragao periférica da Klotho
induz uma melhora no desempenho cognitivo e resiliéncia neuronal tanto em
camundongos jovens como em modelo animal de envelhecimento e de doenca
neurodegenerativa (LEON et al., 2017).

1.4 Klotho e a inflamagao

Existe uma interacdo entre a Klotho e processos inflamatérios. Como ja
mencionado a expressao da Klotho esta diminuida em processos patoldgicos. Sua
expressao no rim esta diminuida em ratos com hipertensao, doencga renal e diabetes
do tipo | (AIZAWA et al.,, 1998). No envelhecimento, no qual ha um estado de
inflamacé&o crénica, também ha uma diminuicdo da expressao 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 pro-inflamatérias, TNF-a e o indutor
fraco de apoptose semelhante ao TNF (TWEAK), reduzem a expressao de Klotho nos
rins (OHYAMA et al., 1998; MORENO et al., 2011).

A Klotho apresenta papel anti-inflamatério em doencgas renais, através da
inibicao da ativacdo de NF-kB e a subsequente producgao de citocinas inflamatdrias
em resposta ao estimulo de TNF-a em células renais, ao inibir a kinase p38,
bloqueando especificamente a fosforilagdo da Ser536 da RelA, sem afetar inibidores
de kB (IkB), degradacéo de IkB-a ou translocacao de RelA para o nucleo e sua ligagéo

com o DNA (ZHAO et al., 2011). Através deste mecanismo postulou-se que a Klotho



possui um papel renoprotetor, indicando-a como alvo terapéutico ligado ao estresse
oxidativo a inflamag¢des em casos de diabetes tipo 2.

A interacao entre Klotho, TNF-a, NF-kB e processos inflamatorios nao se
restringe apenas aos rins, uma vez que estudos sugerem que a disfung¢ao endotelial
observada em camundongos deficientes em Klotho, é revertida pela administragdo da
proteina (SAITO et al., 1998, 2000). A fungao endotelial € mediada pela regulagao de
oxido nitrico e é prejudicada por processos inflamatérios (MAEKAWA et al., 2009).
Assim, a Klotho parece proteger as células endoteliais da inflamacgao, suprimindo o
desenvolvimento de aterosclerose na vasculatura. Segundo Maekawa, a Klotho inibe
a expressao de moléculas de adeséo induzidas pelo TNF-a em células endoteliais de
veias do corddao umbilical de humanos (HUVECSs), bem como a ativagao de NF-kB
(Klotho inibe a fosforilagao de IkB) pelas HUVECSs, além de promover a recuperagao
da fosforilagdo da eNOS induzida pelo TNF-a.

Além disto, foi demonstrado um efeito protetor da Klotho contra a lesdo cerebral
isquémica, a superexpressao da Klotho no plexo coroide de camundongos melhorou
o déficit neurocomportamental e aumentou o niumero de neurdnios vivos apos a
hipoperfusao cerebral, acompanhada de uma diminui¢ao da translocagéo do p65 para
0 nucleo, da produgéo de citocinas pro-inflamatorias e da ativagado de astrocitos e
microglia (ZHOU et al., 2018).



7 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi visto um efeito anti-inflamatério e neuroprotetor da proteina Klotho.
Foi observado que o LPS induz as células da glia a produzirem mediadores pro-
inflamatorios, como TNF-a, IL-13, IL-6 e IFN-y 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 proteina Klotho leva
a uma diminuig¢ao da producéao de citocinas pro-inflamatdrias, TNF-a e IL-6, e quando
o0 meio condicionado das células da glia pré-tratadas com Klotho e estimuladas com
LPS foram transferidas para a cultura neuronal ha reversdo da morte causada pelo
MCG. Evidenciado assim, um potencial terapéutico da Klotho em processos

patolégicos que possuem um componente neuroinflamataério.
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