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RESUMO

O estresse € uma resposta nao especifica do organismo a ameacas a sua homeostase € 0
estresse cronico parece contribuir para o desenvolvimento de diversas patologias. Em
situagdes estressantes sdo liberados glicocorticéides (GCs) pelo cortex adrenal, os quais se
ligam aos receptores de glicocorticdides (RGs) para exercer suas agdes. As mitocondrias sao
organelas com diversas fungdes, dentre elas, a geracdo de energia na célula. Nos neuronios
elas s@o essenciais para a fungao sindptica e sobrevivéncia neuronal, e podem ser encontradas
tanto no corpo quanto na regido sinaptica. Uma vez que os GCs estdo envolvidos na expressao
de proteinas mitocondriais, alteracdes nos niveis de GCs ou RGs podem afetar as
mitocOndrias e, consequentemente, a célula como um todo. Nessa tese, o foco de estudo
foram as alteracdes que os GCs podem provocar na mitocondria do sistema nervoso. No
Capitulo I desta tese foi investigado os efeitos do estresse cronico por contencdo sobre a
cadeia respiratéria mitocondrial e o conteido de RGs, de estriado, hipocampo e cortex de
ratos machos e fémeas, bem como a massa mitocondrial (MM) e o potencial de membrana
mitocondrial (PMM) em dissociado de células e sinaptossomas destas mesmas estruturas
cerebrais. Foi verificado que a resposta ao estresse envolveu alteracdes mitocondriais de
forma sexo-especifica, porém, ndo foi possivel esclarecer se houve alteracao na quantidade de
mitocOndrias nestas respostas ao estresse. No Capitulo II estudamos se a ativacdo direta dos
RGs com doses nao toxicas de dexametasona (DEX) provocaria alteragdo na quantidade de
mitocondrias em curto prazo. Para isso, células SH-SYSY diferenciadas com acido retindico,
que sdo corriqueiramente utilizadas como modelo neuronal, foram tratadas por 24 ou 48 horas
com diferentes doses ndo toxicas de DEX e foram avaliados MM e PMM. A DEX per se nao
afetou, em nenhuma dose ou tempo de tratamento, nem a MM, nem o PMM das células SH-
SYSY diferenciadas, portanto, nos tempos e doses testadas, ndo altera a quantidade de
mitocondrias. No Capitulo III testamos os efeitos de altas doses de corticosterona (CORT)
por um periodo mais longo, in vivo permitindo assim adaptacOes do animal. As estruturas
analisadas foram hipocampo e estriado de camundongos machos, e as andlises foram
realizadas em células totais e sinaptossomas. Também testamos o efeito da diminui¢do dos
GCs no cérebro utilizando um modelo hipocorticdide com DEX. O tratamento com DEX
aumentou a MM e PMM de células totais, MM de neurdnios e PMM de sinaptossomas de
hipocampo; em estriado, reduziu a MM. O tratamento com CORT aumentou MM e PMM de
sinaptossomas de estriado. Portanto, neste capitulo verificamos que a deplecao dos GCs com
DEX gerou aumento na quantidade de mitocondrias no hipocampo demonstrada pelos
aumentos na MM e PMM. Esse aumento na quantidade de mitocondrias no corpo celular se
refletiu também em um aumento na quantidade de mitocondrias nos sinaptossomas. Com esse
estudo concluimos que os principais efeitos do estresse sobre as mitocondrias neuronais
parecem ocorrer por diminui¢do da sensibilidade aos GCs e ndo pela presenca de altas doses
do hormonio. Essas alteracdes parecem ser adaptativas, favorecendo o manejo do estresse
pelo animal, porém sao necessarios mais estudos para avaliar se, a mais longo prazo, essas
adaptagdes continuam ocorrendo e como essas células adaptadas irdo responder a insultos.



ABSTRACT

Stress is a non-specific response to factors that threatens homeostasis and chronic stress
seems to contribute to the development of several pathologies. In stressful situations, adrenal
cortex releases glucocorticoids (GCs) which bind to glucocorticoid receptors (RGs) to exert
their actions. Mitochondria are organelles with several functions, among them, the energy
generation in the cell. In neurons they are essential for synaptic function and neuronal
survival, and can be found in both the body and the synaptic region. Since GCs are involved
in mitochondrial protein expression, changes in GCs or RGs may affect mitochondria and,
consequently, the cell as a whole. In this thesis our focus was the changes that GCs can cause
in the mitochondria present in the nervous system. In Chapter I we investigated the effects of
chronic restraint stress on the mitochondrial respiratory chain and the RG content in striatum,
hippocampus and cortex of male and female rats, as well as mitochondrial mass (MM) and
mitochondrial membrane potential (PMM) in dissociated cells and synaptosomes in these
same brain structures. It was verified that the stress response involved mitochondrial
alterations in a sex-specific way; however, it was not possible to clarify if there was alteration
in mitochondria quantity in these stress responses. In Chapter II we studied whether the direct
RG activation with non-toxic doses of dexamethasone (DEX) would cause in short term
changes in the mitochondrial amount. For this, retinoic acid-differentiated SH-SYSY cells,
which are commonly used as neuronal model, were treated for 24 or 48 hours with different
non-toxic doses of DEX and were evaluated MM and PMM. DEX per se did not affect, at any
dose or time of treatment, either MM or PMM of differentiated SH-SYSY cells, therefore at
the times and doses tested it does not alter the mitochondrial amount. In Chapter III we tested
the effects of high doses of corticosterone (CORT) for a longer period, in vivo thus allowing
animal adaptations to GC. We analyzed male mice’s hippocampus and striatum, and analyzes
were performed on total cells and synaptosomes. We also tested the effect of GC decrease in
the brain using a hipocorticoid model with DEX. Treatment with DEX increased the MM and
PMM of total cells, MM of neurons and in PMM of hippocampal synaptosomes; in striatum,
MM was reduced. Treatment with CORT increased synaptosomal MM and PMM in striatum.
Therefore, in this chapter we verified that GCs depletion with DEX generated an increase in
the mitochondrial amount in hippocampus demonstrated by increases in MM and PMM. This
increase in the amount of mitochondria in the cell body was also reflected in an increase in the
synaptosomal amount of mitochondria. With this study we conclude that the main effects of
stress on neuronal mitochondria seem to occur due to decreased sensitivity to GCs and not to
high doses of the hormone. These changes appear to be adaptive, favoring animal stress
management, but further studies are needed to assess whether these adaptations continue to
occur in the longer term and how these adapted cells will respond to insults.



ABREVIATURAS

DP - Doenga de Parkinson

DA - Doencga de Alzheimer

DH - Doenga de Huntington

HPA - Sistema hipotalamo-pituitaria-adrenal
NPH - Nucleo paraventricular hipotalamico
HLC - Hormoénio liberador de corticotropina
AVP - Arginina vasopressina

RG - Receptor de Glicocorticdide

GC - Glicocorticéide

DEX — Dexametasona

CORT - Corticosterona

MM - Massa Mitocondrial

PMM - Potencial de Membrana Mitocondrial
MTR - Mitotracker Red

MTG - Mitotracker Green

ECC - Estresse cronico por Contencao
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INTRODUCAO

Mitocondria

MitocOndrias sdo organelas essenciais, de heranca materna, méveis e dinamicas,
encontradas em todas as células eucarioticas e desempenham um papel fundamental na morte
celular, dindmica do célcio e na geracdo de energia e radicais livres (Flippo e Strack, 2017-a;
Todorova e Blokland, 2017). As mitocOndrias consistem em duas membranas - as membranas
mitocondriais interna e externa -, espaco intermembranas e matriz mitocondrial. As
membranas mitocondriais apresentam diferentes propriedades. Sob condi¢des fisiologicas, a
membrana interna € impermeéavel, dificultando a passagem de ions e depende de proteinas de
transporte especificas para regular a passagem de metabdlitos, enquanto a membrana externa
¢ permeavel devido a presenca de proteinas integrais conhecidas como porinas (Hu et al,
2017; Todorova e Blokland, 2017). Uma das principais funcdes da mitocondria é a geracdo de
energia na forma de ATP, pelo fluxo de elétrons através dos complexos mitocondriais da
cadeia transportadora de elétrons (I, II, IIT e IV) e dois carreadores de elétrons,
ubiquinona/CoQ e citocromo c, os quais transferem elétrons de doadores com baixo potencial
redox a aceptores com maior potencial redox (Todorova e Blokland, 2017). Este fluxo de
elétrons forma um gradiente eletroquimico de prétons, gerado através da redugdo dos elétrons
através da cadeia transportadora de elétrons, e exerce a for¢ca préton-motriz utilizada para
produzir ATP (Perry et al, 2011).

A cadeia transportadora de elétrons presente na membrana mitocondrial interna é
constituida por quatro complexos por onde os elétrons fluem, gerando for¢a préton motriz
para a producdo final de ATP. O complexo I (NADH-ubiquinona oxidoreductase) da cadeia

respiratdria catalisa o primeiro estagio da fosforilacdo oxidativa, a oxidacdo do NADH pela



ubiquinona, acoplando esta reacdo com o transporte ativo de prétons através da membrana
mitocondrial (Zorov et al, 2014). O complexo II (Sucinato: ubiquinona oxidoredutase)
comumente conhecido como succinato-desidrogenase, catalisa a oxida¢do do sucinato a
fumarato no ciclo do 4cido citrico e doa os elétrons a quinona na membrana, reduzindo-a a
ubiquinol (Zorov et al, 2014). O complexo III (citocromo bc;) recebe os equivalentes
redutores dos complexos I e II, ou seja, catalisa a transferéncia de elétrons do ubiquinol ao
citocromo ¢, que € acoplado a translocacdo de prétons (Midzak e Papadopoulos, 2016). Neste
processo € gerada uma semi-quinona instavel na parte externa da membrana mitocondrial
interna, porém, sob condi¢cdes normais, a probabilidade de formagao desta semi-quinona &
baixa, devido a sua rapida oxidagao (Zorov et al, 2014). O complexo IV (citocromo ¢ oxidase)
doa elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular produzindo agua (Midzak e
Papadopoulos, 2016).

As mitocOndrias sao fundamentais para a funcdo neuronal devido a capacidade
glicolitica limitada dos neur6nios, que os deixa altamente dependentes da fosforilacdo
oxidativa para suprir suas necessidades energéticas (Moreira et al, 2010; Flippo e Strack,
2017-b). Além da geracdo de energia, estas organelas também estao envolvidas com a sintese
e degradacdo de neurotransmissores, regulacdo e controle das concentracdes de célcio, a
sinaliza¢do redox e o controle de vias de apoptose, através do controle da dindmica de célcio
e geragdo de radicais livres (Todorova e Blokland, 2017).

A mitocOndria se apresenta em diferentes localizagdes ou subcompartimentos
celulares. Nos neur6nios as mitocOndrias podem ser sindpticas e ndo sindpticas, ambas
essenciais para a manutencdo da funcdo, crescimento e sobrevivéncia neuronais (Flippo e
Strack, 2017-a). As mitocOndrias sindpticas sdo mais vulneraveis a dano oxidativo (Volgyi et
al, 2015) e ao insulto por célcio durante o envelhecimento do que as mitocOndrias nao-

sindpticas. No estudo conduzido por Stauch e colaboradores (2014), em comparacdo com as



mitocOndrias nao-sindpticas, as mitocOndrias sindpticas apresentaram maior numero de
delecoes de DNA mitocondrial associadas ao envelhecimento e reducdo da funcao
bioenergética.

Dependendo das demandas celulares é fundamental que durante a vida dessa célula
novas mitocondrias sejam geradas (biogénese mitocondrial), para, por exemplo, repor
mitocondrias danificadas. A maior parte da biogénese mitocondrial ocorre no soma do
neurdnio, e as mitocondrias geradas podem ser transportadas bi-direcionalmente através das
arvores e axonios neuronais ao longo das trilhas dos microtibulos (Flippo e Strack, 2017-b).
A dindmica mitocondrial € um termo coletivo que abrange os processos de fusao, fissdo e
transporte mitocondrial. Através destes processos de fusdo e fissdo elas se movem do soma
até os terminais neuronais, onde exercem um importante papel na geracdo de energia para o
transporte de vesiculas de neurotransmissores até a membrana sindptica (Flippo e Strack,
2017-a). A constante fusdo/fissdio mitocondrial regula a densidade e morfologia dessa
organela e estd intimamente relacionada com a sua funcdo (Du et al, 2009) e, neste contexto, a
dindmica mitocondrial desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema
nervoso e na plasticidade sindptica (Flippo e Strack, 2017-a).

A mitocOndria estd envolvida na fisiopatologia de intimeras desordens neurologicas e
doencas neurodegenerativas, dentre estas pode-se citar isquemia cerebral, Esclerose
Amiotrofica Lateral, doengas de Parkinson (DP), de Huntington (DH) e de Alzheimer (DA)
dentre outras (Masson et al, 2014; Picard et al, 2016; Flippo e Strack, 2017-a, Flippo e Strack,
2017-b, Hu et al, 2017; Khalil e Liévens, 2017; Martinez-Vicente, 2017; Rodolfo et al, 2017).
A interrup¢do da fusdo/fissdo mitocondrial leva a instabilidades no DNA mitocondrial,
provoca proliferacio mitocondrial compensatoria, induzindo, assim, a doengas

neurodegenerativas, cardiovasculares, dentre outras (Vasileiou et al, 2017).



A DA € a doenga neurodegenerativa mais comum, e ¢ associada com dano sinéptico,
um forte indicador inicial dos sintomas clinicos da doenca, levando a perda progressiva de
memoria e déficit cognitivo. O mecanismo pelo qual ocorre a perda sindptica ainda é
desconhecido, mas ha evidéncias que as mitocondrias dos neurdnios vulneraveis estejam em
menor nimero e apresentem cristas danificadas e perda parcial ou completa de sua estrutura
interna, contribuindo para a reducdo das sinapses (Mamelak 2017). Além disso, podem ser
fatores contribuintes o estresse oxidativo consequente da disfun¢do mitocondrial e o prejuizo
nos sistemas autofagico, lisossomal e endossomal (Martinez-Vicente, 2017). Um estudo
conduzido por Calkins e colaboradores (2011) mostrou que neuronios cultivados na presenca
de placas B-amildides apresentaram redug¢do em seus constituintes sinipticos e alteragdes na
dindmica mitocondrial, com reducdo do transporte mitocondrial para os axdnios € aumento na
fissdo mitocondrial.

Na DP é observada a perda de neurdnios dopaminérgicos na substantia nigra, que
pode ser associada com a presenca de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial (Martinez-
Vicente, 2017). Os neur6nios dopaminérgicos sobreviventes apresentam inclusdes
citoplasmaticas e neuriticas compostas principalmente por a-sinucleina e outras proteinas
(Moon e Paek, 2015; Hu e Wang, 2016). Evidéncias sugerem que depdsitos de a-sinucleina
nas mitocondrias da substantia nigra de pacientes portadores da DP podem estar relacionados
com a redu¢do da atividade do complexo I, levando a deplecdo de ATP, aumento na produgdo
de espécies reativas de oxigé€nio e consequente aumento de estresse oxidativo observado no
cérebro desses pacientes (Hu e Wang, 2016). Além disso, esta reducdo na atividade do
complexo I observada em pacientes com DP € reproduzida em modelos animais desta doenca
por rotenona ou paraquat, dois pesticidas com estrutura similar a do inibidor do complexo 1,

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) (Hu e Wang, 2016).



Estresse e Receptores de Glicocorticoides

O termo “estresse” € empregado em situacdes onde a homeostase esta sendo ameagada
ou hd a percepcdo de ameacga, envolvendo fatores internos ou externos, ambientais ou
psicoldgicos como estimulo (Nicolaides et al, 2017). O cérebro € o principal intérprete do que
€ considerando um “estressor” e qual serd a resposta comportamental e psicoldgica produzida.
A resposta classica de “luta ou fuga” ao estresse visa a auto-preservacdo, iniciando a
mobilizacdo de reservas de energia para assegurar que o organismo tenha os recursos
necessarios para enfrentar um insulto fisico muito real (uma resposta "reativa"), ou se
preparar para um insulto previsto (uma resposta "antecipatdria"), porém a estimulacdo
exagerada deste sistema pode gerar problemas para o organismo (Zavala et al, 2010; Herman
et al, 2016; Gray et al, 2017). A resposta ao estresse ¢ mediada pelo sistema hipotdlamo-
pituitaria-adrenal (HPA), e envolve desde a participacio do nucleo paraventricular
hipotalamico (NPH) que, ao ser ativado, libera o hormdnio liberador de corticotropina (HLC)
e arginina vasopressina (AVP). O NPH € o componente central do sistema HPA e possui
neurdnios aferentes de diversas regioes do cérebro, incluindo hipocampo, cortex pré-frontal e
amigdala. Quando liberados pelo NPH, o HLC e a AVP estimulam a secrecdo do hormdnio
adrenocorticotropico, o qual vai estimular a sintese e liberagdo de corticdides do cortex
adrenal na corrente sanguinea (Azuma et al, 2017).

Os glicocorticdides (GCs) agem via dois tipos de receptores, os receptores de
Mineralocorticdides e de Glicocorticoides (RGs). Estes receptores apresentam distribui¢dao
cerebral e afinidade diferentes pelo ligante. Os receptores de mineralocorticdides estdo
localizados principalmente no hipocampo e possuem alta afinidade pelos GCs, ligando a estes
mesmo em baixas concentracdes. Os RGs, por sua vez, estdo amplamente distribuidos no

cérebro e possuem menor afinidade pelos GCs (Gray et al, 2017). Portanto, os estudos



relacionados ao estresse investigam principalmente as a¢des dos RGs, visto que, devido a sua
baixa afinidade pelos GCs, estes necessitam de altas concentracdes de GCs circulantes para
que ocorra a ligacdo. Quando estd inativo, o RG se encontra no citosol na forma de um
heterocomplexo formado por proteinas de choque térmico e imunofilinas. Quando o GC se
liga ao seu receptor, esse heterocomplexo sofre um remodelamento, ativa-se e sera
translocado para o niucleo, onde ird transativar ou transreprimir multiplos genes (Nicolaides et
al, 2017).

O papel exato exercido pelos GCs sobre as células ainda ndo estd totalmente
esclarecido e, uma vez que eles agem sobre um nimero muito grande de genes, estima-se que
cerca de 10 a 20% do genoma humano seja controlado de alguma forma por GCs (Oakley e
Cidlowski, 2013). Dentre os genes controlados pelos GCs podemos citar os genes nucleares
que transcrevem proteinas mitocondriais (Monaghan e Whitmarsh, 2015), e agindo nesses
genes 0os RGs promovem a biogé€nese (Simpkins et al, 2010; Finsterer e Frank, 2015) e
modulam o furnover mitocondrial (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016).

A resposta dos GCs sobre a dinamica mitocondrial bem como sobre a fun¢do celular
no sistema nervoso € considerada bifasica, onde baixas doses apresentam efeitos
neuroprotetores, estimulam a capacidade de tamponamento do calcio, o potencial de
membrana e as funcdes redox, favorecendo a plasticidade neuronal, enquanto altas doses
apresentam efeitos contréarios, além de potencializar a agdo de agentes toxicos em neurdnios
corticais (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016 Gray et al, 2017). Esta relacao de “curva em U”
invertido entre os niveis de GCs e o efeito celular significa que baixas concentracdes de GCs
exibem agdes trdficas enquanto altas doses sdo prejudiciais a sobrevivéncia neuronal (Du et
al, 2009; Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016). A exposicao aos GCs prolongada e repetitiva
também pode alterar a dinamica dos efeitos dos GCs, por exemplo, pode levar ao acimulo de

mitocOndrias danificadas nos neurdnios (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016). Portanto, a



adaptacdo individual do animal ao estresse (com alteracdo na secrecdo e sensibilidade aos
corticéides) € que vai determinar em que ponto da curva aquele determinado animal esté e os

consequentes efeitos do estresse no sistema nervoso desse animal.

Dimorfismo e Estresse

Fémeas e machos respondem ao estresse de maneira diferente, e estas diferengas na
resposta do eixo HPA podem gerar dimorfismo na resposta fisioldgica e patolégica do
estresse. Zavala e colaboradores (2010) observaram que, em fémeas, apds estresse agudo e
cronico, ocorre maior aumento da ativacdo dos neur6nios que expressam RGs no NPH.
Bourke e colaboradores (2012) demonstraram que apds a exposi¢ao a estressores agudos ou
cronicos, ratas apresentaram maior ativacdo dos RGs. Tomados em conjunto esses estudos
indicam que a fémeas possuem maior sensibilidade ao estresse do que machos. As fémeas
também parecem ser mais sensiveis a retroalimentacao negativa dos GCs, uma vez que apés a
presenca de um estressor agudo ocorre menor ativacdo de neurdnios no NPH de fémeas do
que de machos. Essas diferencas dimérficas na eficiéncia de resposta podem tornar as fémeas
mais adaptaveis ao estresse (Zavala et al, 2010).

Além disso, ratas possuem niveis basais de corticosterona (CORT) mais elevados que
ratos, € os hormonios ovarianos circulantes parecem contribuir nesta diferenca (Bangasser e
Wicks, 2017). Os niveis de GCs acompanham os niveis de estrogeno e progesterona, ou seja,
no estro - secre¢do aumentada de progesterona - e proestro — secre¢cao aumentada de estradiol,
os niveis basais de CORT estdo elevados (Herman et al, 2016).

Ratos machos, em resposta a exposi¢do a um estressor agudo, demonstram uma
elevacdo mais pronunciada no nivel de CORT plasmatica em comparagcdao com fémeas (Pisu
et al, 2016) e um aumento na densidade de espinhos dendriticos (Yuen et al, 2016). Além
disso, Khurana e Devaud (2007) observaram que apds exposicao a estresse repetido moderado

ocorreram elevacdes persistentes dos niveis de espinofilina em hipocampo de machos,



aumento de sinaptofisina cortical de fémeas e que as ratas ovariectomizadas tiveram respostas

similares as dos machos.

Dexametasona

A dexametasona (DEX) € um GC sintético potente, com diversas aplicacdes clinicas
devido as suas func¢des imunossupressoras e anti-inflamatérias, porém, seu uso clinico pode
levar ao desenvolvimento de efeitos colaterais, tais como psicose, distirbios do humor e
problemas do sono (Meijer e de Kloet, 2017).

A DEX € um agonista de receptores de GCs e exerce suas atividades bioquimicas
principalmente devido a sua alta afinidade pelos RGs. A DEX se liga ao RG, o qual dimeriza
e transloca para o nicleo onde ird exercer papel semelhante ao ja descrito para
glicocorticoides enddgenos, ao induzir ou reprimir a transcri¢do de genes alvo através da
ligacdo em regides promotoras. Por mimetizar os efeitos do esteroide natural cortisol, a DEX
¢ utilizada em alguns estudos para simular in vitro os efeitos do estresse (Mutsaers e Tofighi,
2012; Suwanjang et al, 2014), porém, quando utilizada em doses suprafisioldgicas pode
ocorrer a supressdo da secrecao hipotalamica de HLC e do hormonio adrenocorticotrépico
pela glandula pituitaria, resultando em uma atrofia secundaria do cortex adrenal e atraso na
recuperac¢do da fun¢do do eixo HPA (Gordijn et al, 2012).

Enquanto os GCs produzidos in vivo conseguem atravessar facilmente a barreira
hemato-encefilica, a DEX tem sua entrada dificultada pela glicoproteina P, uma proteina
transportadora de efluxo (Schinkel et al, 1995; Meijer et al, 1998; Karssen et al, 2002). Como
a DEX ¢é agonista dos RGs, ao se ligar a estes, perifericamente ocorre uma inibi¢do da
producdo enddgena de GCs. Portanto, a presenca da DEX, mesmo que em baixas doses,
resulta em um estado de hipocorticdides no cérebro, visto que ela ndo atravessa a barreira

hemato-encefalica (Karssen et al, 2005).



Neuroblastoma

As células de neuroblastoma sdo amplamente utilizadas como modelo neuronal por
proporcionar um suprimento ilimitado de células de origem humana. A linhagem celular SH-
SY5Y € uma sub-linhagem clonada das células SK-N-SH originarias de neuroblastoma
humano e tem sido usada como modelo neuronal desde a década de 80, visto que possuem
semelhangas bioquimicas e funcionais com neurdnios (Xie et al, 2010; Kovalevich e
Langford, 2016). Porém, a linhagem SH-SYSY difere de neurdnios maduros na morfologia,
na alta taxa mitdtica e na expressao de marcadores neuronais (Agholme et al, 2010).

Estudos tém mostrado que as células do neuroblastoma SH-SYS5Y podem ser
induzidas in vitro a diferenciacdo neuronal (Agholme et al, 2010; Lopes et al, 2010; Lopes et
al, 2012) sendo o tratamento com acido retindico o método melhor caracterizado e mais
comumente utilizado (Kovalevich e Langford, 2016). O uso da linhagem celular SH-SY5Y
ocorre em diversas areas das neurociéncias, tais como estudos de neurotoxicidade, DP, DA
dentre outros (Agholme et al, 2010; Kovalevich e Langford, 2013; Krishna et al, 2014; Xicoy
et al, 2017). As células diferenciadas passam a expressar proteinas neuroespecificas, incluindo
a proteina nuclear NeuN (expressa em neurdnios maduros pds-mitdticos), a tubulina B-III
neurOnio-especifica e a proteina sindptica Sv2, o que torna as células do neuroblastoma SH-
SYSY diferenciadas um modelo bastante fiel de neur6nios adultos maduros (Agholme et al,
2010). Portanto, pelo exposto acima, e por ser uma linhagem de facil obtencdo e

diferenciacao, as células SH-SYSY foram utilizadas como modelo neuronal.



OBJETIVOS

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

Previamente em nosso grupo foi demonstrado que o estresse cronico aumentava a
atividade de complexos da cadeia respiratéria em cérebro de ratos de maneira sexo-especifica.
Portanto, complementarmente aos resultados prévios, o objetivo deste estudo € avaliar o efeito
do estresse em parametros mitocondriais de células neurais e dos sinaptossomas de ratos
machos e fémeas submetidos a estresse cronico por contengdo (ECC) por 40 dias.
Adicionalmente, investigar o efeito da administracdo dos GCs sobre a Massa Mitocondrial
(MM) e o Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM) em dois modelos: um in vitro,
tratamento com DEX em diferentes doses e tempos de tratamento em culturas de células de
sistema nervoso (células da linhagem celular SH-SYSY (neuroblastoma) diferenciadas com

acido retindico, e outro in vivo (camundongos tratados com CORT ou DEX).



OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO I
* Avaliar o conteido de RG, a MM e o PMM de sinaptossomas de cOrtex,

hipocampo e estriado de ratos machos e fémeas submetidos a ECC por 40 dias.

CAPITULO 11
* Avaliar o efeito dos GCs sobre a massa e o potencial mitocondrial de células da

linhagem celular SH-SYSY (neuroblastoma) diferenciadas com 4cido retindico

para verificar se o tratamento altera a quantidade de mitocondrias

CAPITULO III
* Simular um estado de hipocorticoide no cérebro e verificar o efeito sobre MM

ou PMM de suspensao de células totais, de neurdnios (c€lulas positivas para

sinaptotagamina) e de sinaptossomas.



PARTE IIl: MATERIAL, METODOS E RESULTADOS

Os materiais, métodos e resultados desta tese estdo apresentados na forma de um artigo
cientifico publicado na revista Neurochemical Research (Capitulo I) e materiais, métodos e

resultados complementares (Capitulo II e Capitulo III)
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Artigo cientifico

Chronic stress causes sex-specific and structure-specific alterations in mitochondrial

respiratory chain activity in rat brain
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Abstract Chronic restraint stress (CRS) induces a variety
of changes in brain function, some of which are mediated
by glucocorticoids. The response to stress occurs in a sex-
specific way, and may include mitochondrial and synaptic
alterations. The synapse is highly dependent on mitochon-
drial energy supply, and when mitochondria become dys-
functional, they orchestrate cell death. This study aimed to
investigate the CRS effects on mitochondrial respiratory
chain activity, as well as mitochondrial potential and mass
in cell body and synapses using hippocampus, cortex and
striatum of male and female rats, Rats were divided into non-
stressed (control) and stressed group (CRS during 40 days).
Results showed that CRS increased complex I-III activity
in hippocampus. We also observed an interaction between
CRS and sex in the striatal complex II activity, since CRS
induced a reduction in complex II activity in males, while
in females this activity was increased. Also an interaction
was observed between stress and sex in cortical complex IV
activity, since CRS induced increased activity in females,
while it was reduced in males. Glucocorticoid receptor (GR)
content in cortex and hippocampus was sexually dimor-
phic, with female rats presenting higher levels compared
to males. No changes were observed in GR content, mito-
chondrial potential or mass of animals submitted to CRS.
It was concluded that CRS induced changes in respiratory
chain complex activities, and some of these changes are
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sex-dependent: these activities are increased in the striatal
mitochondria by CRS protocol mainly in females, while in
males it is decreased.

Keywords Electron transport chain activity -
Mitochondrial mass - Mitochondrial potential -
Synaptosome - Glucocorticoid receptor

Abbreviations

GR  Glucocorticoid receptor
MR  Mineralocorticoid receptor
GC  Glucocorticoid

ROS Reactive oxygen species
AD  Alzheimer’s disease

CRS Chronic restraint stress

Introduction

Stress is a nonspecific response to any modification that
threatens the homeostasis [1]. This response includes the
activation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis with
subsequent secretion of corticotropin-releasing hormone,
which in turn stimulates the release of adrenocorticotropic
hormone (ACTH) from the anterior pituitary gland. ACTH
then induces glucocorticoid (GC) release from the adrenal
cortex [2].

Studies suggest that stress, both acute and chronic,
induces changes in brain function and is associated with
the onset of neuropsychiatric disorders. Chronic stress spe-
cifically contributes to the development of several diseases,
including mood, cognitive and neurodegenerative disor-
ders, and produces hippocampal and cortical damage [1,
3]. Restraint stress is the most commonly employed proce-
dure used as model for psychiatric stress, since it is simple,
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painless and induces both oxidative and psychological stress
[4]. Researchers have reported that restraint stress affects
brain function and morphology, causing adverse conse-
quences on several brain regions, including cortex, striatum
and hippocampus [3, 5, 6].

GCs released from the adrenal cortex in stressful cir-
cumstances play a key role in conditions affecting the cen-
tral nervous system and modulate a variety of molecular
changes. such as neurotransmitter levels, receptor density,
dendritic morphology and changes in signal transduction
[2]. The GC’s actions are mediated by mineralocorticoid
receptors (MR) and glucocorticoid receptors (GR). These
brain receptors distributions are different, since GRs are
ubiquitously expressed while MR distribution is relatively
limited to just a few structures [2, 7]. Prefrontal cortex, hip-
pocampus and striatum are brain regions where both recep-
tors are expressed and of critical importance for the brain’s
response to stress [7, 8]. Reduced GR expression was found
in prefrontal cortex of male rats exposed to CRS [9]. Also,
GR levels are downregulated and its immunoreactivity is
reduced in hippocampus following restraint stress in male
rats. Remarkably, the opposed effect, increased GR, was
observed in hippocampus and cortex of female rats after
chronic stress [10, 11].

GC may be involved with the expression of mitochondrial
proteins and thus in the mitochondrial oxidative metabo-
lism [11, 12]. Sustained glucocorticoid signaling impairs
mitochondrial functions, whereas acute effects may provide
enhanced mitochondrial functions [13]. Mitochondria are
essential for synaptic function and neuron survival. In ani-
mal models it was observed that the brain regions featur-
ing metabolic deregulation and dysfunctional mitochondria
are those also exhibiting changes in neuronal connectivity
and neurotransmission [13, 14]. Considering that stress
affects mitochondria, the synapse in turn is also affected
by increased GCs levels, in a fashion that depends on the
context, dose and duration of the GC exposure. GCs are
required for mitochondria proper functioning, as well as
dendritic spine turnover [13]. This means that glucocorti-
coids present a biphasic modulation both on mitochondrial
biogenesis and function and on synaptic plasticity, with low
doses enhancing neurotransmission, synaptic growth, mito-
chondrial functions and high doses producing inhibition of
these functions [ 13].

Despite the fact that many studies on stress effects have
been done, most of them were conducted in males and the
response and adaptation to stress in females appear to be
different. Females have higher baseline plasma levels of cor-
ticosterone and this reflects the sexually dimorphic release
of corticosterone in response to stress [15, 16]. Estradiol
also has a neuroprotective effect against brain insults due to
prevention of mitochondrial dysfunction, by maintaining the
mitochondrial calcium homeostasis [17].

@ Springer

Since stress and mitochondria plays important roles in
the neuropsychiatric disorder’s development, that the stress
response and mitochondrial functioning can be different
between sexes and that stress affects mitochondria, the aim
of this study was to investigate CRS effects on hippocampal,
cortical and striatal mitochondria in male and female rats.
These structures were chosen because they present signifi-
cant density of glucocorticoid receptors and are related to
the stress response. Additionally, this study was performed
in cellular (perinuclear) mitochondria; however, since syn-
apses are affected by stress, we also evaluated the synaptic
mitochondrial mass and potential.

Materials and Methods
Animals

Twenty-four adult male Wistar rats (60 days at the begin-
ning of the treatment, weighing 150-230 g) and 24 adult
female Wistar rats (60 days at the beginning of the treat-
ment, weighing 140-200 g) were used. Experimental ani-
mals were housed in groups of four in Plexiglas home cages
(65%25% 15 cm) with the floor covered with sawdust and
maintained on a standard dark-light cycle (lights on between
7:00 and 19:00 h), at a room temperature of 22 +2 °C. The
rats had free access to food (standard lab rat chow) and
water, except during the periods when CRS was applied.
All studies were in accordance with the Institutional Ethical
Committee (approved by CEUA-UFRGS, number 2008102)
and followed the recommendations of the International
Council for Laboratory Animal Science (ICLAS) and of the
Federation of Brazilian Societies for Experimental Biology.
All efforts were made to minimize animal suffering as well
as to reduce the number of used animals.

Restraint Stress Protocol

The animals were divided in two groups: non-stressed group
(control group) and stressed group (repeated restraint stress
during 40 days). The stressed group was taken to a different
room, where restraint was applied by placing the animal in a
25 %7 cm plastic tube and fixing it with adhesive tape on the
outside so that the animal had limited movements. There was
a 1.5 cm hole at one far end for breathing. The restraint pro-
cedure was performed between 9:00 and 14:00 h. The ani-
mals were stressed for 1 h/day, 5 days a week for 40 days (no
stress on weekends). Previous study of our group reported
lower weight gain of the CRS submitted rats [18]. Control
(non-stressed) animals were kept undisturbed in their home
cages throughout the experimental period.
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Determination of Mitochondrial Respiratory Chain
Enzyme Activity

The animals were decapitated 24 h after the last restraint
session. The brains were quickly removed and the hip-
pocampus, striatum and cortex were dissected out on ice.
The structures were weighed and homogenized with a Tef-
lon-glass homogenizer in 20 vol (w.v) SET buffer (250 mM
sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base), pH 7.4. The
homogenates were centrifuged at 800 g for 10 min at 4 °C
and the supernatants were used to determine mitochondrial
respiratory chain enzyme activities (complexes I-III, IT and
IV). Protein measurements were carried out as described
by Lowry et al. [19] using bovine serum albumin as stand-
ard. On the day of the experimental assays the homogenates
were frozen and thawed three times to break the membranes
and fully expose the enzymes to substrates. The activities of
the electron transport chain complexes II, I-III and IV were
determined in homogenates according to standard methods
previously described in the literature [20-23]. The activ-
ity of respiratory chain enzyme complex succinate: DCIP
oxiredutase (complex II) was determined using the method
of Fischer et al. [20] by following the decrease in absorb-
ance due to the reduction of 2,6-DCIP at 600 nm (e=19.1/
mM cm). The reaction medium containing 40 mM potas-
sium phosphate buffer, pH 7.4, 16.0 mM sodium succinate
and 8 pM DCIP was preincubated with 40-80 pg (stria-
tum, hippocampus and cortex) at 30 °C for 20 min. Then,
4 mM sodium azide and 7 pM rotenone were added, and
the reaction was initiated by addition of 40 pM DCIP and
was monitored for 5 min. Complex I-1II activity was meas-
ured by following the increase in absorbance due to reduc-
tion of cytochrome ¢ at 550 nm (e =20/mM cm), accord-
ing to Schapira et al. [21] with modifications. The reaction
medium containing 40 mM potassium phosphate buffer, pH
7.4 and 16 mM sodium succinate was preincubated with
40-80 pg (striatum, hippocampus and cortex) at 30 °C for
30 min. Then, 4 mM sodium azide and 7 uM rotenone were
added, and the reaction was initiated by addition of 0.6 pg/
ml cytochrome ¢ and monitored for 5 min. The activity of
cytochrome ¢ oxidase (complex IV) was assayed according
to the method described by Rustin et al. [22], by following
the decrease in absorbance due to the oxidation of previ-
ously reduced cytochrome ¢ at 550 nm (e =19.1/mM cm).
The reaction mixture was prepared with 10 mM potassium
phosphate bufter, pH 7.0, 0.6 mM n-dodecyl-p-d-maltoside,
2—4 pg homogenate protein and the reaction was initiated
with addition of 0.7 pg reduced cytochrome c. The activ-
ity of complex IV was measured at 25 °C for 10 min. All
reagents used to determine mitochondrial respiratory chain
enzyme activity were purchased from Sigma. The activi-
ties of the mitochondrial respiratory chain complexes were
expressed as nmol/min.mg protein.

Flow Cytometry Protocol
Cell Dissociated

The samples were prepared for flow cytometry according to
Weis et al. [24]. Cell suspensions were obtained by dissocia-
tion of samples with PBS containing 250 pg/ml collagenase
Type IV (C5138) (Sigma-Aldrich). The cell suspensions
were passed through a cell filter strainer with 40 pm nylon
meshes (Becton-Dickison) and the resulting filtrate was
immediately used to flow cytometric analysis.

Synaptosomes

Synaptosomal preparations were obtained according to
Almeida et al. [25], with modifications. Briefly, after the
brain was removed, it was perfused with cold saline and the
structures separated on ice. Tissue samples were homog-
enized (manual small capacity Teflon/glass homogenizer in
10 x volume/weight) in 10 mM Tris buffer (pH 7.4) contain-
ing 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA and 0.25 mM DTT. The
homogenates were centrifuged in microfuge tubes (1.5 mL
per tube) at 3.000 g for 10 min at 4 °C using a fixed-angle
rotor. The resulting supernatant was centrifuged at 12.000 g
for 12 min at 4 °C using the same rotor. The pellet was
removed and suspended in percol 45% in Krebs buffer (NaCl
140 mM, KCI1 5 mM, HEPES 25mM, EDTA 1mM, glucose
10 mM, pH 7.4). The cloud formed on top of the supernatant
was removed and washed in Krebs Buffer and centrifuged
at 12.000 g for 15 min to remove excess sucrose. The super-
natant was discarded and the pellet obtained was suspended
in PBS (pH 7.4). The preparation was immediately used for
specific synaptic mitochondria evaluation.

The protocol for the whole-cell mitochondrial analysis
was also used for synaptic mitochondrial flow cytometry.
Data from 40.000 events were acquired using a log scale for
all parameters, including FSC and SSC.

Mitotracker Flow Cytometry Protocol

Cells of the filtrate and synaptosomes were stained with
Mitotracker Green FM (Invitrogen) or Mitotracker Red
according to method described by Weis et al. [24]. The fluo-
rescence intensity mean of FL1-H and FL3-H was evaluated
to estimate mitochondrial mass and potential, respectively.
The emission of fluorescence was measured by a band pass
green (FL1; 530 nm/30) and red (FL3; 670 nm long pass)
in a FACSCalibur using CellQuest Pro software (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and data from 40.000
events were acquired using log scale for all parameters,
including FSC and SSC. All flow cytometric analyses were
performed using Flow Jo software 7.6.3 (Treestar, Ashland,
OR).
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GR Flow Cytometry Protocol

Cells of the filtrate were incubated with GR primary anti-
body (Sigma) for one hour at room temperature in blocking
serum containing triton 0.1%. The secondary Alexa fluor
488 (Abcam) was then added to the suspension for one hour
at room temperature. The suspension was washed in PBS
three times and 10.000 events were collected in the FAC-
Scalibur cytometer. The data acquisitions were performed
using CELLQuest Pro data acquisition (BD Biosciences)
and the analysis was performed using the FlowJo software
7.6.3 (Treestar, Ashland, OR).

Statistical Analysis

Data are expressed as mean +S.D. and were analyzed by
two-way ANOVA (using CRS and sex as factors). Values
of p<0.05 would be considered significant, however since
we apply the correction for false discovery rate, a new p,
p<0.0104 were considered statistically significant. The cor-
rection was calculated as in the work published by Benja-
mini et al. [26]. All tests were performed using the GraphPad
Prism Software 5.01.

Results

The Effects of CRS Mitochondrial Complexes Activities
of Male and Female Rats

CRS increased significantly the complex [-III activity in
hippocampus when compared to non-stressed controls
[Fig. la Cortex (p=0.0320); Fig. b Striatum (p=0.0327);
Fig. Ic Hippocampus (p=0.0071)]. There were no signifi-
cant differences detected in cortical complex II activity in
both male and female rats [Fig. 2a (p > 0.0104)]. With regard
to striatal complex II activity, we observed an interaction
between CRS and sex in which stress induced a reduction
in the complex activity in males and increased the activity
in females [Fig. 2b (p=0.0069)]. Besides this, there is an
interaction between CRS and sex on the cortical complex IV
activity [Fig. 3a (p=0.0003)], the same effect observed in
striatal complex II activity.

The Effects of CRS on Mitochondrial Mass

and Potential of Dissociated Cell Suspensions
and Synaptosomes in the Striatum, Hippocampus
and Cortex of Male and Female Rats

To determine whether the results observed in the respira-
tory chain was associated with alterations in mitochondrial
potential or mass, we performed a MitoTracker Red and
Green fluorescence labeling assay in cortex, hippocampus
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Fig. 1 Mitochondrial respiratory complex I-1II activity of male and
female rats. The complex [-III activity were determined in cortex (a),
striatum (b) and hippocampus (¢) of stressed and non-stressed rats.
Data were analyzed by two-way ANOVA (p<0.0104) and expressed
as nmol/min/mg protein (mean+S.D.) of 4-6 animals on each group.
*illustrates stress effects; # illustrates sex main effect
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Fig. 2 Mitochondrial respiratory complex II activity of male and

female rats. The complex Il activity were determined in cortex (a), Control Stress Co:ﬂrol strress
striatum (b) and hippocampus (¢) of stressed and non-stressed rats.
Data were analyzed by two-way ANOVA (p<0.0104) and expressed

as nmol/min/mg protein (mean+ S.D.) of 4-6 animals on each group. Fig. 3 Mitochondrial respiratory complex IV activity of male and
*illustrates stress effects; # illustrates sex main effect; ¢ illustrates female rats. The complex IV activity were determined in cortex (a),
stress X sex interaction. striatum (b) and hippocampus (¢) of stressed and non-stressed rats.

Data were analyzed by two-way ANOVA (p <0.0104) and expressed
as nmol/min/mg protein (mean +S.D.) of 4-6 animals on each group.
*illustrates stress effects; # illustrates sex main effect; ¢ illustrates
stress X sex interaction
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and striatum. Figures 4 and 5 show mass and potential
of cortex, striatum and hippocampus of dissociated
cells and synaptosomes, respectively. In Fig. 5d is pre-
sented flow cytometry plot showing the gating strategy
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Fig. 4 Mitochondrial mass and potential of male and female rat’s
dissociated cell suspensions. The structures analyzed were cortex (a),
striatum (b) and hippocampus (¢) of stressed and non-stressed rats.
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for mitochondrial mass and potential subsets (gate) used
in both dissociated cells and synaptosomes. CRS did not
cause any alteration in mitochondrial mass and potential
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Data were analyzed by two-way ANOVA (p <0.0104) and expressed
as control percentage mean=+ S.D. of 4-6 animals on each group
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Fig. 5 Mitochondrial mass and potential of male and female rat’s
synaptosomes. The structures analyzed were cortex (a), striatum (b)
and hippocampus (¢} of stressed and non-stressed rats, Flow cytom-
etry plot showing the gating strategy for mitochondrial mass and
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in all tested structures in males or females, both in dissoci-
ated cells (Fig. 4) and synaptosomes (Fig. 5).

The Effects of CRS on the Glucocorticoid Receptors
of Striatum, Hippocampus and Cortex of Male
and Female Rats

In this study, the FL1 (GR) average fluorescence in the
dissociated cells was quantified. An increased fluores-
cence reflects the higher proportion of GR in the structure
analyzed. The statistical analysis showed that the cortical
[Fig. 6a (p <0.0001)] and hippocampal [Fig. 6c (p=0.0004)]
GR content was sexually dimorphic, presenting decreased
GR content in males compared to female rats, but this is a
sex effect and CRS did not affect this parameter. No statisti-
cally significant effects were observed in striatum of both
CRS and sex [Fig. 6b (p>0.0104)].

Discussion

The main findings of this study are that CRS affects mito-
chondrial respiratory chain activity in all analyzed structures
in a sex-specific manner without alteration in mitochondrial
mass or potential and GR content.

[t has been shown that chronic stress leads to neurochemi-
cal and morphologic changes in prefrontal cortex, includ-
ing dendritic remodeling, suggesting that cortex neurons

might be influenced by GCs released during stress [26, 27].
Beyond the cortex, other brain structures are also influenced
by chronic stress such as the hippocampus and striatum [5,
28, 29]. Cortex and hippocampus also seem to be affected by
stressors exposure in a sexually dimorphic way, especially in
cortex, that appears to play a significant role in modulation
of the neurological response to chronic stress [30].

The present study found that CRS can induces an altera-
tion in complex II activity in a sex specific manner, since
it reduced complex II activity in males and increased in
females. The complex II activity has a key role in the energy
metabolism of mitochondrial electron transport chain where
it catalyzes electron transport from succinate to CoQ, and its
impairment in some pathological conditions may be related
with Reactive Oxygen Species (ROS) production [31, 32].
A previous study from our group found that restraint stress
enhances antioxidant enzyme activities in frontal cortex and
striatum, such as Superoxide Dismutase (SOD) and Glu-
tathione Peroxidase [5]. These results and the mitochondrial
complex II activity alteration in striatum induced by CRS
compromise mitochondrial function and this effect may be
involved, for example, with ROS overproduction and its
consequent effects upon mitochondrial respiratory chain
complexes. Another study in literature demonstrated that
chronic stress induces changes in function, physiology and
morphology of cortex and hippocampus [26].

Chronic stress is involved with ROS generation and mito-
chondrial damage [3, 33, 34] and generally affects males
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250+ # — E:r';e i B Female et [N Female
— y !
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Fig. 6 GR immunocontent in cortex (a), striatum (b) and hippocam-
pus (¢) of stressed and non-stressed, male and female rats. Flow
cytometry plot showing the gating strategy for GR subsets (gate) (d).
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and females in different ways [30, 35]. Moreover, gonadal
hormones influence brain mitochondrial ROS production in
both females and males [36]. The data from the current study
also show that CRS induced an increase in the complex I-II1
activity in both male and female’s hippocampus. Besides
the lack of CRS effect on antioxidant enzymes, Noschang
et al. [37] observed an increase in the SOD:Catalase ratio,
and this imbalance, combined with the present increased
respiratory complex I-III activity, may be related to the
hippocampal response of stressed animals. In addition, hip-
pocampus showed higher GR content in females but this is a
sex effect and CRS did not affect this parameter. Moreover,
CRS induced striatal increase of complex 1V activity only in
males. This increase supports previous study performed in
rat glioma cells which demonstrated that in the presence of
GC there is an increased cytochrome oxidase-1 expression
[38]. However, this increase in complex IV activity is not
related to mitochondrial biogenesis since we did not find
an increase in mitochondrial mass and potential in striatal
cells from CRS. In this study, the CRS did not affect neither
mitochondrial biogenesis nor mitochondrial distribution to
synaptic region, and any change that may have occurred
halfway through CRS may be over and the end of it and the
mitochondrial status might have gone back to normal.

A report found that two-week restraint stress decreases
strongly GR protein level in prefrontal cortex and hippocam-
pus of male rats [39]. Another study showed that 21 days
of restraint stress affected hippocampal GR in a sexually
dimorphic manner, with decreased GR levels in CAl and
dentate gyrus of male but not female rats [10]. In the pre-
sent study the GR content was not affected by CRS, but was
lower in cortex and hippocampus of male rats. It is known
that the stress response depends on the period of habituation
to stress and the brain structure involved in regulation of
these stress responses [38]. Another study found that female
prefrontal cortex presented GR accumulation in mitochon-
dria after exposition to chronic stress [11]. Although it is
not yet known which mechanisms are mediating these sex-
specific stress responses, studies have shown that circulat-
ing levels of estradiol are one important contributor to sex
differences in the stress response [40-42].

Conclusion

In conclusion, the present study demonstrated that chronic
stress can cause sex-specific and structure-specific altera-
tions in the respiratory chain complex activities. Also, the
increase in the hippocampal complex I-11I may be involved
in the increased ROS generation described in previous stud-
ies. The GR content was also sex-specific, with females pre-
senting higher content than male rats, without CRS effect
in both sexes in this parameter. More studies are needed

to elucidate how stress affects male and female rats differ-
ently and if these differences can lead to different outcomes
concerning to neurodegenerative and psychiatric disorders.
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CAPITULO 11

Objetivos, materiais, métodos e resultados.

Efeito dos glicocorticéides sobre a massa e o potencial mitocondrial em células

SH-SYS5Y diferenciadas em acido retindico



OBJETIVOS

Este capitulo tem como objetivo verificar o efeito dos GCs sobre a MM e o PMM em
células SH-SYSY diferenciadas em acido retindico. Para isto, foi avaliado o efeito dos GCss
sobre a massa e o potencial mitocondrial de células da linhagem celular SHSYS5Y
(neuroblastoma) diferenciadas com &cido retindico para verificar se este tratamento altera a

quantidade de mitocondrias.

MATERIAL E METODOS

Cultura celular

As células de neuroblastoma da linhagem SH-SYSY (ATCC) foram incubadas a 37°C
em atmosfera dmida com 95% de ar e 5% de CO, em mistura 1:1 de meio F12 de Ham e meio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), L-
glutamina (2mM), penicilina (20 unidades/ml) e estreptomicina (20ug/ml). As células foram
semeadas a uma densidade inicial de 10° células/cm” em placas de cultura de 96 pocos. O
meio celular foi renovado a cada 4 a 7 dias. As células cresceram até atingir 75% de

confluéncia.
Diferenciagdo celular

Para a diferenciacdo celular, um dia ap6s o plaqueamento, o meio foi removido,
retirando as células ndo aderidas, e foi adicionado meio de diferenciacdo; as culturas foram
tratadas por 7 dias com 10 uM de 4cido trans- retindico em meio DMEM/F12 com 1% de

soro fetal bovino. O soro foi trocado nos dias 4 e 7 da diferenciacio.

Tratamento das SH-SY5Y com DEX

As células diferenciadas foram tratadas com diferentes concentragdes de DEX

(Decadron® injetavel) (1 nM, 10 nM, 50 nM, e 100 nM) por 24 e 48 horas. As células foram



semeadas e diferenciadas em placas de 96 pocos e cada tratamento foi feito em 4 pogos de
células (quadriplicata). Ao concluir o tempo (24 ou 48 horas), as células foram dissociadas e o
conteido de dois pocos foram unidos em um tubo (finalizando em uma duplicata) para
obtencdo do nimero minimo de eventos necessarios os experimentos de citometria de fluxo.
As células controles tiveram seus meios de cultura renovados juntamente com a troca do meio

das células que receberam tratamento com DEX.

Massa Mitocondrial e Potencial de Membrana Mitocondrial

Para avaliacio de MM e PMM das células de neuroblastoma SH-SYSY através de
citometria de fluxo, foram utilizados os corantes Mitotracker Red (MTR) e Mitotracker Green
(MTGQG), respectivamente. Decorridos os tempos de tratamento descritos no item anterior, as
células foram dissociadas e a marcacdo com MTR e MTG foi realizada conforme o Capitulo
I, segundo o0 método descrito por Weis et al, 2012, com modificacdes.

O MTR € um corante fluorescente catidonico lipofilico que se concentra no interior da
mitocondria devido ao PMM negativo. A perda do potencial de membrana resulta em
liberacio do MTR da mitocondria e subsequente reducdo da fluorescéncia. O MTG € um
fluor6foro verde fluorescente que possui grupos cloro-metil que se ligam covalentemente aos
grupos sulfidrila mitocondriais. O MTG ¢ utilizado para medir a MM independente do PMM

(Weis et al, 2012).

Andlise estatistica

Os dados dos experimentos foram expressos como média + D.P. e foram analisados
por ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tuckey. Todos os testes foram analisados
usando o programa GraphPad Prism versao 5.01 e os valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.



RESULTADOS

No Capitulo I desta tese foi observado que o ECC levou a alteracdes na atividade de
complexos da cadeia transportadora de elétrons de maneira sexo especifica sem alteracdes na
MM ou PMM avaliados através do uso dos marcadores MTR e MTG. Devido ao fato de
tratar-se de um tratamento cronico nao foi possivel determinar se o estresse provocou uma
alteracdo de biogé€nese mitocondrial inicial, que depois, com a habituacio do animal
desapareceu e somente as alteracdes pontuais na atividade permaneceram e nem qual foi o
papel dos GCs nessas alteracoes. Na tentativa de esclarecer os efeitos encontrados no Capitulo
I, no Capitulo II foi avaliado o efeito de diferentes doses do GC sintético DEX sobre o PMM
e MM das células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y. O objetivo dessa avaliacdo foi
verificar se a ativacdo direta dos RGs eram capazes de causar alteracdo na quantidade e/ou
atividade mitocondrial.

As células SH-SYSY foram diferenciadas por 7 dias com 4cido retindico e
posteriormente tratadas com diferentes doses de DEX durante 24 ou 48 horas. Neste estudo, a
exposicdo a DEX ndo afetou significativamente nem a MM, nem o PMM das células em
nenhuma das doses testadas (Figura 1).

Além disso, foi realizado o tratamento das células SH-SYS5Y diferenciadas com a dose
de 1 uM de DEX, porém, devido a elevada morte celular, as células sobreviventes geraram
um nimero de eventos muito inferior ao obtido nos demais tratamentos e os dados nio foram

apresentados.
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Figura 1: Efeitos dos tratamentos com dexametasona sobre a massa (A) e potencial de
membrana (B) mitocondriais de células SH-SYSY diferenciadas por 24 e 48 horas. Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tuckey e as médias das
fluorescéncias foram expressas como percentual do controle + D.P. de 3 experimentos cada
tempo de diferenciacgdo.



CAPITULO III

Objetivos, materiais, métodos e resultados.

Efeito do tratamento com os glicocorticoides dexametasona ou corticosterona sobre a
massa e o potencial mitocondrial de suspensdo de células totais, neurénios e sinaptossomas de

estriado e hipocampo de camundongos.



OBJETIVOS

Este Capitulo teve como objetivo verificar o efeito do tratamento com os GCs
dexametasona ou corticosterona sobre a MM e o PMM de suspensao de células totais,
neurdnios e sinaptossomas de estriado e hipocampo de camundongos. Para isto, foi simulado
um estado e hipocorticéide no cérebro e verificado o efeito sobre MM ou PMM de suspensao

de células totais, de neurdnios (células positivas para sinaptotagamina) e de sinaptossomas.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 20 camundongos machos C57BL6 com 60 dias, pesando
aproximadamente 30 gramas no inicio do tratamento, provenientes do biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram separados em grupos de 5 em caixas Plexiglas contendo maravalha
e foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas entre 7:00 e 19:00), a
temperatura de 22 + 2°C. Os animais tiveram livre acesso a comida (ra¢do padrdo) e a agua.

O presente projeto foi submetido e aprovado no comité de ética dessa universidade
(CEUA-UFRGS, projeto ntimero 2008102). Além disso, todos os procedimentos que constam
nesse trabalho foram realizados de forma padrao e sempre visando minimizar o desconforto

dos animais envolvidos.

Tratamento

Os camundongos foram tratados por via subcutdnea diariamente por 14 dias com
CORT 40mg/kg/dia (Zhao et al, 2008) ou com DEX 0,5mg/kg/dia (Takahashi et al, 1996). A

DEX foi adquirida pronta para uso (Decadron® injetavel) e a CORT (SIGMA) foi preparada



de acordo com Zhao e colaboradores (2008), em salina com 0,1% de Dimetil Sulf6xido e
0,1% de Tween 80.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: Salina (recebiam salina),
DEX (recebiam DEX), Controle (recebiam veiculo de preparo da CORT) e CORT (recebiam

CORT).

Nado for¢ado

Vinte e quatro horas ap6s o final do tratamento, os animais foram colocados
individualmente em cilindros de vidro (plexiglass, 40cm de altura, 18 cm de didmetro) cheios
com 4gua a 25°C. Foi feita uma sessdo de 15 minutos de habituac@o seguido de 5 minutos de
teste. O tempo de imobilidade foi determinado quando nenhuma atividade adicional foi
observada, além dos movimentos necessarios para que OS animais s€ mantivessem com a
cabeca para fora da 4gua. Nado foi considerado quando os animais demonstraram

movimentos de nado ativo, por exemplo, se movendo em circulos dentro do cilindro.

Suspensao de células totais, neuronios e Sinaptossomas

O preparo da suspensdo de células e o isolamento e analise dos sinaptossomas de
estriado e hipocampo de camundongos tratados com DEX ou CORT foram realizados
conforme descrito nos métodos do Capitulo I desta tese. O dissociado de células de estriado e
hipocampo foi dividido em células totais e células marcadas com sinaptotagamina
(neurdnios). Para a marcagdo com sinaptotagamina, as células dissociadas foram incubadas
com sinaptotagamina 1 (Abcam) em concentragdo 1:200 e Anticorpo secundario Alexa Fluor
635 (1:500) juntamente com os fluor6foros MTR e MTG, sob as mesmas condi¢des de

preparo.



Massa Mitocondrial e Potencial de Membrana Mitocondriais

Ap6s o preparo dos sinaptossomas dos camundongos descrito anteriormente, a
suspensao de células totais, 0os neurdnios e os sinaptossomas foram utilizados para a avaliacio
do PMM e MM através de citometria de fluxo, utilizando os corantes MTR e MTG pelo

método de Weis et al (2012), conforme descrito no Capitulo 1.

Anadlise estatistica

Os dados dos experimentos foram expressos como média + D.P. e foram analisados
por ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Tuckey, ou teste de Mann Whitney (dados
nio paramétricos), seguido de post hoc de Dunn, quando apropriado. Todos os testes foram
analisados usando o programa GraphPad Prism versdo 5.01 e os valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.



RESULTADOS

Uma vez que no Capitulo II observamos que a presenga do GC per se nao afetou os
parametros mitocondriais testados, e que a adaptacdo ao estresse pode envolver uma
diminui¢do da sensibilidade aos GCs, no capitulo III testamos se a falta do GC pode afetar a
quantidade de mitocondrias em neurdnios. Além disso, uma vez que os efeitos do estresse
descritos no Capitulo I foram mais proeminentes nos machos, neste Capitulo camundongos
machos foram tratados com CORT (40mg/kg) e DEX (Img/kg) por 14 dias, para simular um
estado hiper e hipocorticéide no cérebro e verificar o efeito sobre a MM e o PMM em células
totais e sinaptossomas.

Os camundongos tratados com DEX apresentaram, em hipocampo, um aumento na
MM (Figura 1.A.; P = 0,0012) e PMM (Figura 1.B.; P = 0,0072) em suspensao de células
totais, na MM dos neurdnios (P = 0,0090) e no PMM de sinaptossomas (Figura 1.F; P <
0,0001). A CORT nao afetou significativamente a MM e o PMM em células totais, neuronios
ou sinaptossomas de hipocampo.

Em estriado, a DEX levou a uma reducdo da MM em suspensdo de células totais
(Figura 2.A.; P = 0,0159). Por outro lado, o tratamento com CORT aumentou a MM (Figura

2.E.; P=0,0014) e o PMM (Figura 2.F.; P = 0,0043) de sinaptossomas de estriado.
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Figura 1: Efeitos dos tratamentos com corticosterona e dexametasona sobre a massa e
potencial de membrana mitocondriais de células totais (A. e B.), neur6nios (C. e D.) e
sinaptossomas (E. e F.) de hipocampo de camundongos. Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, e foram expressos como média das
fluorescéncias = D.P. (*P < 0,05) .



A. B.

Massa Mitocondrial Potencial de Membrana Mitocondrial
(Média de FL1) (Média de FL3)
Estriado Estriado
501 601
e o
e, 40-
30-

i 0
Controle CORT Salina DEX Conltrole CORT Salina DEX
Suspenséo de células totais Suspensio de células totais
C. D
Massa Mitocondrial Potencial de Membrana Mitocondrial
(Média de FL1) (Média de FL3)
Estriado Estriado
301 30-
20- 20
----- = c:}
e
S
10 10 SEn
oL oL B
Controle CORT Salina DEX Controle CORT Salina DEX
Neurdénios Neurénios
E. F
Massa Mitocondrial Potencial de Membrana Mitocondrial
(Média de FL1) (Média de FL3)
Estriado Estriado
4 2.0
34 1.5
——
—T—
2 1.0
14 0.5
.:.:.:.:. .
Conirole CORT Salina DEX ’ Conirole CORT Salina DEX
Sinaptossomas Sinaptossomas

Figura 2: Efeitos dos tratamentos com corticosterona e dexametasona sobre a massa e
potencial de membrana mitocondriais de células totais (A. e B.), neur6nios (C. e D.) e
sinaptossomas (E. e F.) de estriado de camundongos. Os dados foram analisados por ANOV A

de uma via seguido do teste de Tukey, e foram expressos como média das fluorescéncias +
D.P. (*P <0,05) .



Neste capitulo também foi realizado o teste do nado forcado, teste comportamental
utilizado para detectar comportamento tipo depressivo nos animais (Porsolt et al, 1977),
decorrente do tratamento utilizado neste capitulo.

Os animais que receberam a CORT tiveram um tempo de imobilizagdo maior em
relacdo aos camundongos controle (Figura 3, P = 0,0085), confirmando que nos animais
submetidos a estes tratamentos desenvolveram comportamento tipo depressivo. Os animais
tratados com DEX ndo tiveram resultados estatisticamente diferentes dos controles nesse

teste.

Nado Forcado

==

n

(=]
1

*

100+
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Controle CORT  Salina  DEX

Figura 3: Teste do Nado Forcado em camundongos tratados com corticosterona ou
dexametasona. Os dados foram analisados por Teste de Mann Whitney seguido de teste de
Dunn (n@o paramétrico) e foram expressos como tempo de imobilidade em segundos (s) *
D.P. (*P < 0,05).



PARTE lll: DISCUSSAO E CONCLUSOES



DISCUSSAO

Esta tese teve como foco principal avaliar os efeitos dos GCs sobre alteragdes
relacionadas com quantidade e distribuicio mitocondrial em modelos de ativagdo do RG,
tanto no estresse por contengdo (Capitulo I) quanto na administracio de DEX em células
(Capitulo II) e CORT ou DEX (hiper ou hipocorticdide cerebral) em camundongos
(Capitulo III).

No Capitulo I deste trabalho consta um artigo cientifico, publicado na revista
Neurochemical Research (Mota et al, 2017), onde foi avaliado o efeito do estresse sobre o
imunoconteido de RGs de cortex, estriado e hipocampo de ratos machos e fémeas submetidos
a 40 dias de ECC. Neste mesmo modelo e estruturas, também foi avaliado o efeito do estresse
sobre a MM e PMM em suspensdes de células e sinaptossomas. Estes dados foram
publicados, conjuntamente com dados anteriores de nosso grupo, onde foi demonstrado que o
ECC aumentava a atividade de complexos da cadeia respiratéria em cérebro de ratos de
maneira sexo-especifica.

A principal descoberta neste trabalho foi que o ECC afetou a atividade da cadeia
respiratéria mitocondrial em coértex, hipocampo e estriado de ratos de maneira sexo-
especifica, sem alteracio na MM, PMM ou conteiido de RGs. Brevemente, em estriado
verificou-se uma reducdo na atividade do complexo II em machos e aumento em fémeas,
aumento na atividade do complexo I-III em machos e fémeas e efeito do sexo na atividade do
complexo IV; em hipocampo, foi verificado um aumento na atividade do complexo I-IIT em
machos e fémeas, e efeito do sexo na atividade do complexo II, do complexo IV e no
imunoconteido de RGs; em cértex ocorreu um aumento na atividade do complexo I-III em
ambos os sexos, uma reducdo na atividade do complexo IV em machos, um aumento na
atividade deste complexo em fémeas e efeito do sexo no imunocontetido de RGs. As

mitocOndrias sdo fundamentais para a sintese de ATP, equilibrio redox e producao de espécies



reativas de oxigénio (Flippo e Strack, 2017-a). No estudo de Hunter e colaboradores (2016),
foi observado que estresse agudo levou a um aumento na expressio do complexo I
mitocondrial em hipocampo, o primeiro passo em que o fluxo de elétrons € iniciado. Além
disso, o ECC também levou a um aumento na expressiao deste complexo. Isto estd de acordo
com o aumento na atividade deste complexo em cortex de ratas, demonstrada no Capitulo 1.
O complexo II desempenha func¢des fundamentais na mitocondria, é um complexo de
atividade crucial, cujo desequilibrio estd envolvido com diversas patologias (Tretter et al,
2016) e sua inibi¢do € capaz de aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio (Indo et
al, 2007; Liot et al, 2009). Neste mesmo modelo de estresse, o estudo de Noschang e
colaboradores (2009) mostrou que o ECC aumentou a atividade das enzimas antioxidantes
Super6xido Dismutase e Glutationa Peroxidase em estriado, e também aumentou a razao entre
estas enzimas em hipocampo. Este resultado em conjunto com os aumentos da atividade dos
complexos mitocondriais descritos no Capitulo I, pode estar relacionado com a geracao de
espécies reativas de oxigé€nio ap0s estresse cronico (Razmara et al, 2007; Indo et al, 2007;
Liot et al, 2009; Ishii et al, 2016) e, consequentemente, estar alterando a atividade
mitocondrial e de seus complexos.

Adicionalmente foram analisados o PMM e a MM de dissociado de células totais e
sinaptossomas de hipocampo, estriado e cortex dos ratos submetidos ao ECC. A andlise da
MM foi feita para verificar se os aumentos observados nas atividades dos complexos da
cadeia respiratoria eram devidos ao aumento na MM, isto é, na quantidade de mitocondria.
Um aumento na MM pode ser interpretado como aumento na quantidade de mitocondrias ou
swelling mitocondrial. Por outro lado, o estresse, como muitos compostos indutores de
apoptose, pode prejudicar o PMM levando a abertura do poro de permeabilidade mitocondrial
levando assim ao swelling mitocondrial. Neste contexto, o aumento observado na atividade

dos complexos ndo parece estar envolvido com quantidade de mitocOndrias, visto que nao



observamos diferengas significativas na MM e PMM em nenhuma das estruturas avaliadas
neste estudo.

Quanto aos RGs, o ECC ndo afetou significativamente seu conteido, porém, foi
observado um efeito do sexo, onde as fémeas apresentaram imunocontetido maior que o dos
machos em cortex e hipocampo. De acordo com os achados em modelos de estresse por
contencdo por diferentes tempos, os niveis de RGs geralmente sdo reduzidos em machos
(Gadek-Michalska et al, 2013) e podem nio ser afetados pelo estresse em fémeas (Kitraki et
al, 2004).

Sabe-se que existem diferencas na resposta ao estresse pelo eixo HPA de machos e
fémeas, como por exemplo, as concentragdes plasmaticas de CORT. Ratas possuem niveis de
CORT basais mais altos em comparacdo com machos, e estes niveis variam de acordo com o
ciclo estral (Herman et al, 2016). Portanto, apesar de ndo estar claro qual o mecanismo que
envolve o estradiol na resposta do eixo HPA, sabe-se que seus niveis circulantes sdo
importantes contribuintes na resposta dimorfica ao estresse (Simpkins e Dykens, 2008). O
presente estudo demonstrou que o estresse altera a atividade dos complexos mitocondriais de
maneira sexo-especifica. Neste estudo ndo foram avaliadas as fases do ciclo estral em que as
fémeas se encontravam, visto que o ECC foi aplicado por 40 dias, abrangendo todas as fases
em que elas passaram por todo o periodo, ndo focando em avaliar o estresse em uma fase
especifica.

Uma possibilidade neste modelo é que o ECC tenha levado a uma dessensibilizacdo
dos RGs aos elevados niveis de GCs, ou uma habitua¢do do animal ao procedimento, onde os
niveis de GCs liberados teriam normalizado ao longo do tempo. Uma vez que a eutandsia dos
animais, onde foi avaliada a atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons, foi
realizada 24 horas apods a dultima sessdo de estresse, acreditamos que as alteracdes

mitocondriais observadas ndo tenham sido causadas pela presenca dos GCs per se.



No Capitulo I, o modelo utilizado ndo permitiu esclarecer se esse aumento na
atividade de cadeia respiratdria estava relacionado com uma biogénese mitocondrial inicial
provocada pelos GCs que ndo foi observada no final do tratamento devido a variabilidades
entre as respostas dos animais, somada a possivel adaptacdo ao tratamento cronico ou se o
estresse afetava especificamente a atividade complexos da cadeia transportadora de elétrons.

No Capitulo II estudamos se a ativacdo direta dos RGs com doses nao toxicas de
DEX (Budni et al, 2011; Igbal et al, 2015) era capaz de alterar a quantidade de mitocondrias a
curto prazo. Para isso, avaliou-se o efeito do tratamento por 24 ou 48 horas com diferentes
doses de DEX sobre a MM e o PMM em células de neuroblastoma SH-SY5Y diferenciadas
com 4cido retinéico. Uma vez que os neurdnios provenientes da diferenciacdo desta linhagem
celular em 4cido retindico apresentam marcadores neuronais especificos, tais como, tirosina
hidroxilase, enolase-2 e b-III-tubulina (Cheung et al, 2009; Jung et al, 2012), estas células
foram utilizadas como modelo neuronal. E importante lembrar que esse estudo foi realizado
utilizando os tempos de 24 e 48 horas, que nenhum outro hormoénio relacionado com o
estresse foi usado e que, nas condi¢des de cultura, pouquissimas adaptacdes que podem
ocorrer in vivo poderiam ser reproduzidas. Portanto, nessa etapa, o objetivo foi avaliar o efeito
direto e por um curto periodo da ativagdo dos RGs sobre a quantidade de mitocondrias. Neste
estudo, a presenca do GC per se ndo afetou, em nenhuma dose nao toxica utilizada, nem a
MM, nem o PMM das células SH-SYSY diferenciadas em nenhum dos tempos de tratamento.
Portanto, concluimos que doses ndo toxicas de DEX ndo alteram a quantidade de
mitocdndrias bem como sua atividade. Em nossos estudos também utilizamos a dose de 1uM
de DEX, porém essa dose demonstrou elevada toxicidade (dados nao apresentados).

Por fim, como a ativacdo direta do RGs por um curto periodo nas células ndo
esclareceu as duvidas geradas no Capitulo I, no Capitulo III testamos os efeitos de altas

doses de CORT por um periodo mais longo, in vivo , permitindo assim algumas adaptagdes do



animal. Também testamos o efeito da diminui¢cdo dos GCs no cérebro utilizando um modelo
hipocorticéide com DEX. O racional para testar o efeito da diminui¢cdo do GC é que em nosso
modelo do estresse a adaptagdo do animal em longo prazo pode estar ocorrendo por
diminui¢do da sensibilidade ao GC e consequentemente da resposta ao hormodnio. Nesse
sentido decidimos estudar se os efeitos observados poderiam ser devidos a diminui¢ao e nao
aumento dos GCs.

Foi demonstrado na literatura que o tratamento prolongado com DEX em altas doses
(0,5mg/kg/dia, 21 dias) geram um estado de hipocorticoide seletivo no cérebro (Drakuli¢ et al,
2015). Este estado hipocorticide no cérebro ocorre devido ao fato de a DEX, ao contréario dos
GCs produzidos in vivo, ndo conseguir atravessar facilmente a barreira hemato-encefélica
(Schinkel et al, 1995; Meijer et al, 1998; Karssen et al, 2002). Por ser agonista dos RGs, a
DEX se liga a estes receptores perifericamente, inibindo a produc¢do enddgena de GCs, e,
consequentemente, reduzindo a concentragao destes no cérebro (Karssen et al, 2005).

Os animais também foram tratados com CORT na dose de 40mg/kg durante 0 mesmo
periodo. Para este estudo, foram utilizadas suspensdes de células totais e sinaptossomas.
Devido ao fato de nosso preparado de células totais apresentar uma diversidade de tipos
celulares e o0 nosso foco ser os neurdnios, utilizamos um marcador especifico de neur6nios, a
sinaptotagamina 1 (Cahoy et al, 2008). A sinaptotagamina 1 € uma proteina vital, que atua
como sensor de cdlcio para a fusdo de vesiculas sindpticas, bem como pela liberacdo
sincronizada de neurotransmissores para subconjuntos de neur6nios (Zhou et al, 2017).
Apesar de esta proteina representar melhor a sinapse do que o corpo neuronal, no modelo de
dissociacdo utilizado neste estudo (descrito no Capitulo I) ocorre retracdo dos processos, e,
portanto, as células em suspensdo apresentam proteinas sindpticas, entdo os eventos
detectados por citometria como positivos para esta proteina (marcados) foram considerados

neurdnios.



O tratamento com DEX, em hipocampo, provocou um aumento na MM de neurdnios,
do PMM de sinaptossomas e de ambos, MM e PMM, na suspensdo de células totais. As
suspensoes de células totais de estriado tiveram redug¢do na MM apds o tratamento com DEX.
Estes dados demonstram que as células e os sinaptossomas de neurdnios de hipocampo estao
apresentando maior quantidade de mitocondria, e que essas mitocondrias sdo funcionais. A
causa desse aumento pode ser uma diminui¢ao da degradacdo de mitocondrias ou aumento de
biogénese. Este efeito pode ser devido ao estado de hipocorticoide, e a reducdo dos GCs no
cérebro decorrente do tratamento com DEX pode estar envolvida com a biogénese
mitocondrial como um mecanismo adaptativo

Por outro lado, o tratamento com CORT afetou somente estriado, onde aumentou a
quantidade de mitocOndrias em sinaptossomas demonstrada pelo aumento na MM e PMM.
Estas alteragdes na fun¢do mitocondrial foram acompanhadas de alteracdes comportamentais,
visto que foi verificado um comportamento do tipo depressivo nos camundongos tratados com
CORT através do nado forcado. Essa dose de CORT administrada provavelmente foi mais
alta do que a quantidade de CORT liberada no nosso modelo de estresse, uma vez que em
nosso modelo ndo leva os animais a apresentarem comportamento do tipo depressivo (Gregus
et al, 2005). O tratamento com DEX ndo levou a alteracbes comportamentais significativas,
talvez devido a dose de 0,5mg/kg/dia. Skupio e colaboradores (2015) demonstraram que o
tratamento prolongado de camundongos com DEX (4mg/kg) aumentou o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado e, adicionalmente, levou a alteracOes cerebrais, tais
como reducdo na expressdo do mRNA dos RGs e aumento na expressao de genes de proteinas
relacionadas com a resposta ao estresse (FkbpS e Sgkl) em cortex, hipocampo e estriado.
Porém as doses utilizadas no estudo de Skupio foram maiores do que as utilizadas no presente

trabalho.



Portanto, é possivel que os resultados encontrados no Capitulo I tenham ocorrido
devido a uma adaptacdo do animal ao ECC e isso tenha levado a uma dessensibiliza¢do dos
RGs devido a exposi¢ao prolongada a elevados niveis de GCs. A alteracdo na quantidade de
mitocondrias observada estaria mais relacionada com a diminuicido da sensibilidade aos GCs
do que a presenca de altas doses destes. Portanto, é possivel que mesmo com a presenga deste
GC em altas concentragdes no cérebro, ainda assim os RGs estejam hiporresponsivos,
apresentando um efeito semelhante ao de hipocorticoide resultante do tratamento com a DEX,
e levando a biogé€nese mitocondrial. Por outro lado, € possivel também que exista um
envolvimento de outras acdes dos GCs que estejam levando a estas alteracdes. Os GCs sdo
amplamente utilizados para tratamentos de condi¢des inflamatérias e auto-imunes devido as
suas agOes anti-inflamatérias e imunossupressoras (Meijer et al, 2017). Porém, seu uso
cronico é nocivo, uma vez que podem potencializar ou reduzir processos neuroinflamatorios,
dependendo da dose, tempo e duracdo da exposicdo (Skupio et al, 2015). Os mecanismos
através dos quais os GCs exercem estas acOes ainda sdo desconhecidos, no entanto, sabe-se
que se os GCs exercem efeitos anti-proinflamatérios é dependente do contexto, com resposta
varidvel dependente da concentracdo, tempo de exposi¢do, tipo composto e natureza do
estimulo (Vasconcelos et al, 2016). Todavia, seria necessaria uma investigacdo especifica

neste contexto para elucidar se esta correlacao de fato existe.
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CONCLUSOES

Na presente tese foi feito o estudo das alteragdes relacionadas com quantidade e
distribuicado mitocondrial em modelos de ativagdo do receptor de glicocorticéide, do efeito
dos GCs e da auséncia destes sobre as mitocOndrias cerebrais em diferentes modelos de
estudos experimentais, seja in vivo (Capitulo I - producdo e liberacio de GCs de ratos
estressados cronicamente ¢ Capitulo III - camundongos tratados com DEX ou CORT) ou in
vitro (Capitulo II - tratamento com DEX de células de neuroblastoma diferenciadas).

Neste estudo testamos a DEX em células diferenciadas e indiferenciadas (dados das
células indiferenciadas nao apresentados) por 24 e 48 horas de tratamento e ndo observamos
alteracdes nas quantidades de mitocondrias. Provavelmente o efeito observado nos animais
estressados precisa de mais tempo para ocorrer ou ocorre por outro mecanismo que nao seja
ativacdo do RG.

A relacdo entre GCs e mitocondria, como esperado, é complexa. Seus efeitos
dependem da dose, duragdo e da propria sensibilidade intrinseca do animal. Em geral a
adaptacdo ao estresse cronico parece envolver biogénese mitocondrial, e essa biogénese esta
mais relacionada com a diminui¢do da sensibilidade aos GCs do que a presenga de altas doses
destes. Nessa adaptacao, até a distribuic@o celular das mitocondrias pode ser afetada, com um
maior envio de mitocondrias para a regido sindptica para lidar com uma possivel sobrecarga
de célcio ou aumento de demanda energética. Toda essa adaptacdo ao estresse pode ser
benéfica, favorecendo o individuo em periodos de maior estresse ou até mesmo algum insulto.
Porém, ainda ndo € possivel saber como essa adaptacio se comportard conforme o organismo
envelhece, se ela continuard sendo benéfica, ou se as doses de GCs e carga de estresse
passiveis de adaptacdo mudam ao longo da vida. Pode ser que o estresse cronico de
intensidade leve a moderada possa continuar sendo benéfico e signifique uma certa

neuroprote¢cdo, mas também € possivel que com o envelhecimento a carga de glicocorticoides



passivel de adaptacdao diminua e os efeitos do estresse moderado comecem a se assemelhar
aos encontrados em outros trabalhos de estresse cronico variado que tornam os neuronios
mais sensiveis a insultos e ocorra inclusive morte neuronal. Mais estudos sao necessarios para
entender o desenvolvimento de muito longo prazo a adaptagdes ao estresse € como essas

células adaptadas reagem a um insulto.
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