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RESUMO 
 
O estresse é uma resposta não específica do organismo a ameaças à sua homeostase e o 
estresse crônico parece contribuir para o desenvolvimento de diversas patologias. Em 
situações estressantes são liberados glicocorticóides (GCs) pelo córtex adrenal, os quais se 
ligam aos receptores de glicocorticóides (RGs) para exercer suas ações. As mitocôndrias são 
organelas com diversas funções, dentre elas, a geração de energia na célula. Nos neurônios 
elas são essenciais para a função sináptica e sobrevivência neuronal, e podem ser encontradas 
tanto no corpo quanto na região sináptica. Uma vez que os GCs estão envolvidos na expressão 
de proteínas mitocondriais, alterações nos níveis de GCs ou RGs podem afetar as 
mitocôndrias e, consequentemente, a célula como um todo. Nessa tese, o foco de estudo 
foram as alterações que os GCs podem provocar na mitocôndria do sistema nervoso. No 
Capítulo I desta tese foi investigado os efeitos do estresse crônico por contenção sobre a 
cadeia respiratória mitocondrial e o conteúdo de RGs, de estriado, hipocampo e córtex de 
ratos machos e fêmeas, 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 alterações mitocondriais de 
forma sexo-específica, porém, não foi possível esclarecer se houve alteração na quantidade de 
mitocôndrias nestas respostas ao estresse. No Capítulo II estudamos se a ativação direta dos 
RGs com doses não tóxicas de dexametasona (DEX) provocaria alteração na quantidade de 
mitocôndrias em curto prazo. Para isso, células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico, 
que são corriqueiramente utilizadas como modelo neuronal, foram tratadas por 24 ou 48 horas 
com diferentes doses não tóxicas de DEX e foram avaliados MM e PMM. A DEX per se não 
afetou, em nenhuma dose ou tempo de tratamento, nem a MM, nem o PMM das células SH-
SY5Y diferenciadas, portanto, nos tempos e doses testadas, não altera a quantidade de 
mitocôndrias. No Capítulo III testamos os efeitos de altas doses de corticosterona (CORT) 
por um período mais longo, in vivo permitindo assim adaptações do animal. As estruturas 
analisadas foram hipocampo e estriado de camundongos machos, e as análises foram 
realizadas em células totais e sinaptossomas. Também testamos o efeito da diminuição dos 
GCs no cérebro utilizando um modelo hipocorticóide com DEX. O tratamento com DEX 
aumentou a MM e PMM de células totais, MM de neurônios 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 capítulo verificamos que a depleção dos GCs com 
DEX gerou aumento na quantidade de mitocôndrias no hipocampo demonstrada pelos 
aumentos na MM e PMM. Esse aumento na quantidade de mitocôndrias no corpo celular se 
refletiu também em um aumento na quantidade de mitocôndrias nos sinaptossomas. Com esse 
estudo concluímos que os principais efeitos do estresse sobre as mitocôndrias neuronais 
parecem ocorrer por diminuição da sensibilidade aos GCs e não pela presença de altas doses 
do hormônio. Essas alterações parecem ser adaptativas, favorecendo o manejo do estresse 
pelo animal, porém são necessários mais estudos para avaliar se, a mais longo prazo, essas 
adaptações continuam ocorrendo e como essas células adaptadas irão responder a insultos.   
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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-SY5Y 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-SY5Y 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. 
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ABREVIATURAS 
 

DP - Doença de Parkinson 

DA - Doença de Alzheimer 

DH - Doença de Huntington 

HPA - Sistema hipotálamo-pituitária-adrenal  

NPH - Núcleo paraventricular hipotalâmico  

HLC - Hormônio liberador de corticotropina  

AVP - Arginina vasopressina  

RG - Receptor de Glicocorticóide 

GC – Glicocorticóide 

DEX – Dexametasona 

CORT – Corticosterona 

MM – Massa Mitocondrial 

PMM – Potencial de Membrana Mitocondrial 

MTR - Mitotracker Red 

MTG - Mitotracker Green 

ECC – Estresse crônico por Contenção 
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PARTE I: INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 
 

Introdução, Justificativa, Objetivos gerais e específicos. 
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INTRODUÇÃO  

 

Mitocôndria 
 

Mitocôndrias são organelas essenciais, de herança materna, móveis e dinâmicas, 

encontradas em todas as células eucarióticas e desempenham um papel fundamental na morte 

celular, dinâmica do cálcio e na geração de energia e radicais livres (Flippo e Strack, 2017-a; 

Todorova e Blokland, 2017). As mitocôndrias consistem em duas membranas - as membranas 

mitocondriais interna e externa -, espaço intermembranas e matriz mitocondrial. As 

membranas mitocondriais apresentam diferentes propriedades. Sob condições fisiológicas, a 

membrana interna é impermeável, dificultando a passagem de íons e depende de proteínas de 

transporte específicas para regular a passagem de metabólitos, enquanto a membrana externa 

é permeável devido à presença de proteínas integrais conhecidas como porinas (Hu et al, 

2017; Todorova e Blokland, 2017). Uma das principais funções da mitocôndria é a geração de 

energia na forma de ATP, pelo fluxo de elétrons através dos complexos mitocondriais da 

cadeia transportadora de elétrons (I, II, III 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 eletroquímico de prótons, gerado através da redução dos elétrons 

através da cadeia transportadora de elétrons, e exerce a força próton-motriz utilizada para 

produzir ATP (Perry et al, 2011). 

A cadeia transportadora de elétrons presente na membrana mitocondrial interna é 

constituída por quatro complexos por onde os elétrons fluem, gerando força próton motriz 

para a produção final de ATP. O complexo I (NADH-ubiquinona oxidoreductase) da cadeia 

respiratória catalisa o primeiro estágio da fosforilação oxidativa, a oxidação do NADH pela 
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ubiquinona, acoplando esta reação com o transporte ativo de prótons através da membrana 

mitocondrial (Zorov et al, 2014). O complexo II (Sucinato: ubiquinona oxidoredutase) 

comumente conhecido como succinato-desidrogenase, catalisa a oxidação do sucinato a 

fumarato no ciclo do ácido cítrico e doa os elétrons à quinona na membrana, reduzindo-a a 

ubiquinol (Zorov et al, 2014). O complexo III (citocromo bc1) recebe os equivalentes 

redutores dos complexos I e II, ou seja, catalisa a transferência de elétrons do ubiquinol ao 

citocromo c, que é acoplado a translocação de prótons (Midzak e Papadopoulos, 2016). Neste 

processo é gerada uma semi-quinona instável na parte externa da membrana mitocondrial 

interna, porém, sob condições normais, a probabilidade de formação desta semi-quinona é 

baixa, devido à sua rápida oxidação (Zorov et al, 2014). O complexo IV (citocromo c oxidase) 

doa elétrons do citocromo c para o oxigênio molecular produzindo água (Midzak e 

Papadopoulos, 2016).  

As mitocôndrias são fundamentais para a função neuronal devido à capacidade 

glicolítica limitada dos neurônios, que os deixa altamente dependentes da fosforilação 

oxidativa para suprir suas necessidades energéticas (Moreira et al, 2010; Flippo e Strack, 

2017-b). Além da geração de energia, estas organelas também estão envolvidas com a síntese 

e degradação de neurotransmissores, regulação e controle das concentrações de cálcio, a 

sinalização redox e o controle de vias de apoptose,  através do controle da dinâmica de cálcio 

e geração de radicais livres (Todorova e Blokland, 2017).  

A mitocôndria se apresenta em diferentes localizações ou subcompartimentos 

celulares. Nos neurônios as mitocôndrias podem ser sinápticas e não sinápticas, ambas 

essenciais para a manutenção da função, crescimento e sobrevivência neuronais (Flippo e 

Strack, 2017-a). As mitocôndrias sinápticas são mais vulneráveis a dano oxidativo (Völgyi et 

al, 2015) e ao insulto por cálcio durante o envelhecimento do que as mitocôndrias não-

sinápticas. No estudo conduzido por Stauch e colaboradores (2014), em comparação com as 
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mitocôndrias não-sinápticas, as mitocôndrias sinápticas apresentaram maior número de 

deleções de DNA mitocondrial associadas ao envelhecimento e redução da função 

bioenergética.  

Dependendo das demandas celulares é fundamental que durante a vida dessa célula 

novas mitocôndrias sejam geradas (biogênese mitocondrial), para, por exemplo, repor 

mitocôndrias danificadas. A maior parte da biogênese mitocondrial ocorre no soma do 

neurônio, e as mitocôndrias geradas podem ser transportadas bi-direcionalmente através das 

árvores e axônios neuronais ao longo das trilhas dos microtúbulos (Flippo e Strack, 2017-b). 

A dinâmica mitocondrial é um termo coletivo que abrange os processos de fusão, fissão e 

transporte mitocondrial. Através destes processos de fusão e fissão elas se movem do soma 

até os terminais neuronais, onde exercem um importante papel na geração de energia para o 

transporte de vesículas de neurotransmissores até a membrana sináptica (Flippo e Strack, 

2017-a). A constante fusão/fissão mitocondrial regula a densidade e morfologia dessa 

organela e está intimamente relacionada com a sua função (Du et al, 2009) e, neste contexto, a 

dinâmica mitocondrial desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema 

nervoso e na plasticidade sináptica (Flippo e Strack, 2017-a).  

A mitocôndria está envolvida na fisiopatologia de inúmeras desordens neurológicas e 

doenças neurodegenerativas, dentre estas pode-se citar isquemia cerebral, Esclerose 

Amiotrófica Lateral, doenças 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 interrupção da fusão/fissão mitocondrial leva a instabilidades no DNA mitocondrial, 

provoca proliferação mitocondrial compensatória, induzindo, assim, a doenças 

neurodegenerativas, cardiovasculares, dentre outras (Vasileiou et al, 2017). 
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A DA é a doença neurodegenerativa mais comum, e é associada com dano sináptico, 

um forte indicador inicial dos sintomas clínicos da doença, levando à perda progressiva de 

memória e déficit cognitivo. O mecanismo pelo qual ocorre a perda sináptica ainda é 

desconhecido, mas há evidências que as mitocôndrias dos neurônios vulneráveis estejam em 

menor número e apresentem cristas danificadas e perda parcial ou completa de sua estrutura 

interna, contribuindo para a redução das sinapses (Mamelak 2017). Além disso, podem ser 

fatores contribuintes o estresse oxidativo consequente da disfunção mitocondrial e o prejuízo 

nos sistemas autofágico, lisossomal e endossomal (Martinez-Vicente, 2017). Um estudo 

conduzido por Calkins e colaboradores (2011) mostrou que neurônios cultivados na presença 

de placas β-amilóides apresentaram redução em seus constituintes sinápticos e alterações na 

dinâmica mitocondrial, com redução do transporte mitocondrial para os axônios e aumento na 

fissão mitocondrial.  

Na DP é observada a perda de neurônios dopaminérgicos na substantia nigra, que 

pode ser associada com a presença de estresse oxidativo e disfunção mitocondrial (Martinez-

Vicente, 2017). Os neurônios dopaminérgicos sobreviventes apresentam inclusões 

citoplasmáticas e neuríticas compostas principalmente por α-sinucleína e outras proteínas 

(Moon e Paek, 2015; Hu e Wang, 2016). Evidências sugerem que depósitos de α-sinucleína 

nas mitocôndrias da substantia nigra de pacientes portadores da DP podem estar relacionados 

com a redução da atividade do complexo I, levando à depleção de ATP, aumento na produção 

de espécies reativas de oxigênio e consequente aumento de estresse oxidativo observado no 

cérebro desses pacientes (Hu e Wang, 2016). Além disso, esta redução na atividade do 

complexo I observada em pacientes com DP é reproduzida em modelos animais desta doença 

por rotenona ou paraquat, dois pesticidas com estrutura similar à do inibidor do complexo I, 

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

 

O termo “estresse” é empregado em situações onde a homeostase está sendo ameaçada 

ou há a percepção de ameaça, envolvendo fatores internos ou externos, ambientais ou 

psicológicos como estímulo (Nicolaides et al, 2017). O cérebro é o principal intérprete do que 

é considerando um “estressor” e qual será a resposta comportamental e psicológica produzida. 

A resposta clássica de “luta ou fuga” ao estresse visa à auto-preservação,  iniciando a 

mobilização de reservas de energia para assegurar que o organismo tenha os recursos 

necessários para enfrentar um insulto físico muito real (uma resposta "reativa"), ou se 

preparar para um insulto previsto (uma resposta "antecipatória"), porém a estimulação 

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 é mediada pelo sistema hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA), e envolve desde a participação do núcleo paraventricular 

hipotalâmico (NPH) que, ao ser ativado, libera o hormônio liberador de corticotropina (HLC) 

e arginina vasopressina (AVP). O NPH é o componente central do sistema HPA e possui 

neurônios aferentes de diversas regiões do cérebro, incluindo hipocampo, córtex pré-frontal e 

amígdala. Quando liberados pelo NPH, o HLC e a AVP estimulam a secreção do hormônio 

adrenocorticotrópico, o qual vai estimular a síntese e liberação de corticóides do córtex 

adrenal na corrente sanguínea (Azuma et al, 2017). 

Os glicocorticóides (GCs) agem via dois tipos de receptores, os receptores de 

Mineralocorticóides e de Glicocorticóides (RGs). Estes receptores apresentam distribuição 

cerebral e afinidade diferentes pelo ligante. Os receptores de mineralocorticóides estão 

localizados principalmente no hipocampo e possuem alta afinidade pelos GCs, ligando a estes 

mesmo em baixas concentrações. Os RGs, por sua vez, estão amplamente distribuídos no 

cérebro e possuem menor afinidade pelos GCs (Gray et al, 2017). Portanto, os estudos 
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relacionados ao estresse investigam principalmente as ações dos RGs, visto que, devido à sua 

baixa afinidade pelos GCs, estes necessitam de altas concentrações de GCs circulantes para 

que ocorra a ligação. Quando está inativo, o RG se encontra no citosol na forma de um 

heterocomplexo formado por proteínas de choque térmico e imunofilinas. Quando o GC se 

liga ao seu receptor, esse heterocomplexo sofre um remodelamento, ativa-se e será 

translocado para o núcleo, onde irá transativar ou transreprimir múltiplos genes (Nicolaides et 

al, 2017).  

O papel exato exercido pelos GCs sobre as células ainda não está totalmente 

esclarecido e, uma vez que eles agem sobre um número 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 proteínas mitocondriais (Monaghan e Whitmarsh, 2015), e agindo nesses 

genes os RGs promovem a biogênese (Simpkins et al, 2010; Finsterer e Frank, 2015) e 

modulam o turnover mitocondrial (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016).  

A resposta dos GCs sobre a dinâmica mitocondrial bem como sobre a função celular 

no sistema nervoso é considerada bifásica, onde baixas doses apresentam efeitos 

neuroprotetores, estimulam a capacidade de tamponamento do cálcio, o potencial de 

membrana e as funções redox, favorecendo a plasticidade neuronal, enquanto altas doses 

apresentam efeitos contrários, além de potencializar a ação de agentes tóxicos em neurônios 

corticais (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016 Gray et al, 2017). Esta relação de “curva em U” 

invertido entre os níveis de GCs e o efeito celular significa que baixas concentrações de GCs 

exibem ações tróficas enquanto altas doses são prejudiciais à sobrevivência neuronal (Du et 

al, 2009; Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016). A exposição aos GCs prolongada e repetitiva 

também pode alterar a dinâmica dos efeitos dos GCs, por exemplo, pode levar ao acúmulo de 

mitocôndrias danificadas nos neurônios (Jeanneteau e Arango-Lievano, 2016). Portanto, a 
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adaptação individual do animal ao estresse (com alteração na secreção e sensibilidade aos 

corticóides) é que vai determinar em que ponto da curva aquele determinado animal está e os 

consequentes efeitos do estresse no sistema nervoso desse animal. 

Dimorfismo e Estresse 

Fêmeas e machos respondem ao estresse de maneira diferente, e estas diferenças na 

resposta do eixo HPA podem gerar dimorfismo na resposta fisiológica e patológica do 

estresse. Zavala e colaboradores (2010) observaram que, em fêmeas, após estresse agudo e 

crônico, ocorre maior aumento da ativação dos neurônios que expressam RGs no NPH. 

Bourke e colaboradores (2012) demonstraram que  após a exposição a estressores agudos ou 

crônicos, ratas apresentaram maior ativação dos RGs. Tomados em conjunto esses estudos 

indicam que a fêmeas possuem maior sensibilidade ao estresse do que machos. As fêmeas 

também parecem ser mais sensíveis à retroalimentação negativa dos GCs, uma vez que após a 

presença de um estressor agudo ocorre menor ativação de neurônios no NPH de fêmeas do 

que de machos. Essas diferenças dimórficas na eficiência de resposta podem tornar as fêmeas 

mais adaptáveis ao estresse (Zavala et al, 2010). 

Além disso, ratas possuem níveis basais de corticosterona (CORT) mais elevados que 

ratos, e os hormônios ovarianos circulantes parecem contribuir nesta diferença (Bangasser e 

Wicks, 2017).  Os níveis de GCs acompanham os níveis de estrógeno e progesterona, ou seja, 

no estro - secreção aumentada de progesterona - e proestro – secreção aumentada de estradiol, 

os níveis basais de CORT estão elevados (Herman et al, 2016). 

Ratos machos, em resposta à exposição a um estressor agudo, demonstram uma 

elevação mais pronunciada no nível de CORT plasmática em comparação com fêmeas (Pisu 

et al, 2016) e um aumento na densidade de espinhos dendríticos (Yuen et al, 2016). Além 

disso, Khurana e Devaud (2007) observaram que após exposição a estresse repetido moderado 

ocorreram elevações persistentes dos níveis de espinofilina em hipocampo de machos, 
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aumento de sinaptofisina cortical de fêmeas e que as ratas ovariectomizadas tiveram respostas 

similares às dos machos.  

Dexametasona  

A dexametasona (DEX) é um GC sintético potente, com diversas aplicações clínicas 

devido às suas funções imunossupressoras e anti-inflamatórias, porém, seu uso clínico pode 

levar ao desenvolvimento de efeitos colaterais, tais como psicose, distúrbios do humor e 

problemas do sono (Meijer e de Kloet, 2017).  

A DEX é um agonista de receptores de GCs e exerce suas atividades bioquímicas 

principalmente devido à sua alta afinidade pelos RGs. A DEX se liga ao RG, o qual dimeriza 

e transloca para o núcleo onde irá exercer papel semelhante ao já descrito para 

glicocorticoides endógenos, ao induzir ou reprimir a transcrição de genes alvo através da 

ligação em regiões promotoras. Por mimetizar os efeitos do esteroide natural cortisol, a DEX 

é 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 suprafisiológicas pode 

ocorrer a supressão da secreção hipotalâmica de HLC e do hormônio adrenocorticotrópico 

pela glândula pituitária, resultando em uma atrofia secundária do córtex adrenal e atraso na 

recuperação da função do eixo HPA (Gordijn et al, 2012).  

Enquanto os GCs produzidos in vivo conseguem atravessar facilmente a barreira 

hemato-encefálica, a DEX tem sua entrada dificultada pela glicoproteína P, uma proteína 

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 inibição da 

produção endógena de GCs. Portanto, a presença da DEX, mesmo que em baixas doses, 

resulta em um estado de hipocorticóides no cérebro, visto que ela não atravessa a barreira 

hemato-encefálica (Karssen et al, 2005). 
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Neuroblastoma 

As células de neuroblastoma são amplamente utilizadas como modelo neuronal por 

proporcionar um suprimento ilimitado de células de origem humana. A linhagem celular SH-

SY5Y é uma sub-linhagem clonada das células SK-N-SH originárias de neuroblastoma 

humano e tem sido usada como modelo neuronal desde a década de 80, visto que possuem 

semelhanças bioquímicas e funcionais com neurônios (Xie et al, 2010; Kovalevich e 

Langford, 2016). Porém, a linhagem SH-SY5Y difere de neurônios maduros na morfologia, 

na alta taxa mitótica e na expressão de marcadores neuronais (Agholme et al, 2010).  

Estudos têm mostrado que as células do neuroblastoma SH-SY5Y podem ser 

induzidas in vitro à diferenciação neuronal  (Agholme et al, 2010; Lopes et al, 2010; Lopes et 

al, 2012) sendo o tratamento com ácido retinóico o método melhor caracterizado e mais 

comumente utilizado (Kovalevich e Langford, 2016). O uso da linhagem celular SH-SY5Y 

ocorre em diversas áreas das neurociências, 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 proteínas neuroespecíficas, incluindo 

a proteína nuclear NeuN (expressa em neurônios maduros pós-mitóticos), a tubulina β-III 

neurônio-específica e a proteína sináptica Sv2, o que torna as células do neuroblastoma SH-

SY5Y diferenciadas um modelo bastante fiel de neurônios adultos maduros (Agholme et al, 

2010). Portanto, pelo exposto acima, e por ser uma linhagem de fácil obtenção e 

diferenciação, as células SH-SY5Y foram utilizadas como modelo neuronal. 
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OBJETIVOS 

 
 
JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL 
 

 
Previamente em nosso grupo foi demonstrado que o estresse crônico aumentava a 

atividade de complexos da cadeia respiratória em cérebro de ratos de maneira sexo-específica. 

Portanto, complementarmente aos resultados prévios, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito 

do estresse em parâmetros mitocondriais de células neurais e dos sinaptossomas de ratos 

machos e fêmeas submetidos a estresse crônico por contenção (ECC) por 40 dias.  

Adicionalmente, investigar o efeito da administração 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-SY5Y (neuroblastoma) diferenciadas com 

ácido retinóico, e outro in vivo (camundongos tratados com CORT ou DEX).  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

CAPÍTULO I 

• Avaliar o conteúdo de RG, a MM e o PMM de sinaptossomas de córtex, 

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

 

CAPÍTULO II 

• Avaliar o efeito dos GCs sobre a massa e o potencial mitocondrial de células da 

linhagem celular SH-SY5Y (neuroblastoma) diferenciadas com ácido retinóico 

para verificar se o tratamento altera a quantidade de mitocôndrias  

 

CAPÍTULO III 

• Simular um estado de hipocorticóide no cérebro e verificar o efeito sobre MM 

ou PMM de suspensão de células totais, de neurônios (células positivas para 

sinaptotagamina) e de sinaptossomas.  
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PARTE II: MATERIAL, MÉTODOS E RESULTADOS 
 

Os materiais, métodos e resultados desta tese estão apresentados na forma de um artigo 

científico publicado na revista Neurochemical Research (Capítulo I) e materiais, métodos e 

resultados complementares (Capítulo II e Capítulo III) 
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CAPÍTULO I 

Artigo científico 

 

 

 

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

respiratory chain activity in rat brain 

 

 

 

 

 

 

 

Neurochemical Research 

DOI: 10.1007/ s11064-017-2375-9 
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CAPÍTULO II 

Objetivos, materiais, métodos e resultados. 

 

 

 

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

SH-SY5Y diferenciadas em ácido retinóico 
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OBJETIVOS 

Este capítulo tem como objetivo verificar o efeito dos GCs sobre a MM e o PMM em 

células SH-SY5Y diferenciadas em ácido retinóico. Para isto, foi avaliado o efeito dos GCss 

sobre a massa e o potencial mitocondrial de células da linhagem celular SHSY5Y 

(neuroblastoma) diferenciadas com ácido retinóico para verificar se este tratamento altera a 

quantidade de mitocôndrias. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Cultura celular 

 
As células de neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y (ATCC) foram incubadas a 37ºC 

em atmosfera úmida com 95% de ar e 5% de CO2 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 105 células/cm2 em placas de cultura de 96 poços. O 

meio celular foi renovado a cada 4 a 7 dias. As células cresceram até atingir 75% de 

confluência. 

 
Diferenciação celular 

 
Para a diferenciação celular, um dia após o plaqueamento, o meio foi removido, 

retirando as células não aderidas, e foi adicionado meio de diferenciação; as culturas foram 

tratadas por 7 dias com 10 µM  de ácido trans- retinóico em meio DMEM/F12 com 1% de 

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

Tratamento das SH-SY5Y com DEX  

 
As células diferenciadas foram tratadas com diferentes concentrações de DEX 

(Decadron® injetável) (1 nM, 10 nM, 50 nM, e 100 nM) por 24 e 48 horas.  As células foram 
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semeadas e diferenciadas em placas de 96 poços e cada tratamento foi feito em 4 poços de 

células (quadriplicata). Ao concluir o tempo (24 ou 48 horas), as células foram dissociadas e o 

conteúdo de dois poços foram unidos em um tubo (finalizando em uma duplicata) para 

obtenção do número mínimo de eventos necessários 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 avaliação de MM e PMM das células de neuroblastoma SH-SY5Y através de 

citometria de fluxo, foram utilizados os corantes Mitotracker Red (MTR) e Mitotracker Green 

(MTG), respectivamente. Decorridos os tempos de tratamento descritos no item anterior, as 

células foram dissociadas e a marcação com MTR e MTG foi realizada conforme o Capítulo 

I, segundo o método descrito por Weis et al, 2012, com modificações.  

O MTR é um corante fluorescente catiônico lipofílico que se concentra no interior da 

mitocôndria devido ao PMM negativo. A perda do potencial de membrana resulta em 

liberação do MTR da mitocôndria e subsequente redução da fluorescência. O MTG é um 

fluoróforo verde fluorescente que possui grupos cloro-metil que se ligam covalentemente aos 

grupos sulfidrila mitocondriais. O MTG é utilizado para medir a MM independente do PMM 

(Weis et al, 2012). 

 
Análise estatística 

 
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 versão 5.01 e os valores de P < 0,05 foram considerados 

significativos. 
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RESULTADOS 

No Capítulo I desta tese foi observado que o ECC levou a alterações na atividade de 

complexos da cadeia transportadora de elétrons de maneira sexo específica sem alterações na 

MM ou PMM avaliados através do uso dos marcadores MTR e MTG. Devido ao fato de 

tratar-se de um tratamento crônico não foi possível determinar se o estresse provocou uma 

alteração de biogênese mitocondrial inicial, que depois, com a habituação do animal 

desapareceu e somente as alterações pontuais na atividade permaneceram e nem qual foi o 

papel dos GCs nessas alterações. Na tentativa de esclarecer os efeitos encontrados no Capítulo 

I, no Capítulo II foi avaliado o efeito de diferentes doses do GC sintético DEX sobre o PMM 

e MM das células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. O objetivo dessa avaliação foi 

verificar se a ativação direta dos RGs eram capazes de causar alteração na quantidade e/ou 

atividade mitocondrial.  

As células SH-SY5Y foram diferenciadas por 7 dias com ácido retinóico e 

posteriormente tratadas com diferentes doses de DEX durante 24 ou 48 horas. Neste estudo, a 

exposição à DEX não 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-SY5Y diferenciadas com a dose 

de 1 µM de DEX, porém, devido à elevada morte celular, as células sobreviventes geraram 

um número de eventos muito inferior ao obtido nos demais tratamentos e os dados não 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-SY5Y 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 
fluorescências foram expressas como percentual do controle ± D.P. de 3 experimentos cada 
tempo de diferenciação. 
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CAPÍTULO III 

Objetivos, materiais, métodos e resultados. 

 

 

 

Efeito do tratamento com os glicocorticóides dexametasona ou corticosterona sobre a 

massa e o potencial mitocondrial de suspensão de células totais, neurônios e sinaptossomas de 

estriado e hipocampo de camundongos. 
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OBJETIVOS 

Este Capítulo teve como objetivo verificar o efeito do tratamento com os GCs 

dexametasona ou corticosterona sobre a MM e o PMM de suspensão de células totais, 

neurônios e sinaptossomas de estriado e hipocampo de camundongos. Para isto, foi simulado 

um estado e hipocorticóide no cérebro e verificado o efeito sobre MM ou PMM de suspensão 

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

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

 
Foram utilizados 20 camundongos machos C57BL6 com 60 dias, pesando 

aproximadamente 30 gramas no início do tratamento, provenientes do biotério do 

Departamento de Bioquímica 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), à 

temperatura de 22 ± 2ºC. Os animais tiveram livre acesso à comida (ração padrão) e à água. 

O presente projeto foi submetido e aprovado no comitê de ética dessa universidade 

(CEUA-UFRGS, projeto número 2008102). Além disso, todos os procedimentos que constam 

nesse trabalho foram realizados de forma padrão e sempre visando minimizar o desconforto 

dos animais envolvidos. 

 
Tratamento 

 
Os camundongos foram tratados por via subcutânea 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® injetável) e a CORT (SIGMA) foi preparada 
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de acordo com Zhao e colaboradores (2008), em salina com 0,1% de Dimetil Sulfóxido e 

0,1% de Tween 80.  

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: Salina (recebiam salina), 

DEX (recebiam DEX), Controle (recebiam veículo de preparo da CORT) e CORT (recebiam 

CORT).  

Nado forçado 
 

Vinte e quatro horas após o final do tratamento, os animais foram colocados 

individualmente em cilindros de vidro (plexiglass, 40cm de altura, 18 cm de diâmetro) cheios 

com água a 25°C. Foi feita uma sessão de 15 minutos de habituação seguido de 5 minutos de 

teste. O tempo de imobilidade foi determinado quando nenhuma atividade adicional foi 

observada, além dos movimentos necessários para que os animais se mantivessem com a 

cabeça para fora da água. Nado foi considerado quando os animais demonstraram 

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

Suspensão de células totais, neurônios e Sinaptossomas 
 

O preparo da suspensão de células e o isolamento e análise dos sinaptossomas de 

estriado e hipocampo de camundongos tratados com DEX ou CORT foram realizados 

conforme descrito nos métodos do Capítulo I desta tese. O dissociado de células de estriado e 

hipocampo foi dividido em células totais e células marcadas com sinaptotagamina 

(neurônios).  Para a marcação com sinaptotagamina, as células dissociadas foram incubadas 

com sinaptotagamina 1 (Abcam) em concentração 1:200 e Anticorpo secundário Alexa Fluor 

635 (1:500) juntamente com os fluoróforos MTR e MTG, sob as mesmas condições de 

preparo. 
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Massa Mitocondrial e Potencial de Membrana Mitocondriais 

 
Após o preparo dos sinaptossomas dos camundongos descrito anteriormente, a 

suspensão de células totais, os neurônios e os sinaptossomas foram utilizados para a avaliação 

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 Capítulo I. 

 

Análise estatística 

 
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 

não paramétricos), seguido de post hoc de Dunn, quando apropriado. Todos os testes foram 

analisados usando o programa GraphPad Prism versão 5.01 e os valores de P < 0,05 foram 

considerados significativos. 
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RESULTADOS 

 

Uma vez que no Capítulo II observamos que a presença do GC per se não afetou os 

parâmetros mitocondriais testados, e que a adaptação ao estresse pode envolver uma 

diminuição da sensibilidade aos GCs, no capítulo III testamos se  a falta do GC pode afetar a 

quantidade de mitocôndrias em neurônios. Além disso, uma vez que os efeitos do estresse 

descritos no Capítulo I foram mais proeminentes nos machos, neste Capítulo camundongos 

machos foram tratados com CORT (40mg/kg) e DEX (1mg/kg) por 14 dias, para simular um 

estado hiper e hipocorticóide 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 suspensão de células 

totais, na MM dos neurônios (P = 0,0090) e no PMM de sinaptossomas (Figura 1.F; P < 

0,0001). A CORT não afetou significativamente a MM e o PMM em células totais, neurônios 

ou sinaptossomas de hipocampo. 

Em estriado, a DEX levou a uma redução da MM em suspensão 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.), neurônios (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 
fluorescências ± D.P. (*P < 0,05) . 
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Figura 2: Efeitos dos tratamentos com corticosterona e dexametasona sobre a massa e 
potencial de membrana mitocondriais de células totais (A. e B.), neurônios (C. e D.) e 
sinaptossomas (E. e F.) de estriado de camundongos. Os dados foram analisados por ANOVA 
de uma via seguido do teste de Tukey, e  foram expressos como média das fluorescências ± 
D.P. (*P < 0,05) . 
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Neste capítulo também foi realizado o teste do nado forçado, teste comportamental 

utilizado para detectar comportamento tipo depressivo nos animais (Porsolt et al, 1977), 

decorrente do tratamento utilizado neste capítulo.  

Os animais que receberam a CORT tiveram um tempo de imobilização maior em 

relação 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 não tiveram resultados estatisticamente diferentes dos controles nesse 

teste. 

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

 
Esta tese teve como foco principal avaliar os efeitos dos GCs sobre alterações 

relacionadas com quantidade e distribuição mitocondrial em modelos de ativação do RG, 

tanto no estresse por contenção (Capítulo I) quanto na administração de DEX em células 

(Capítulo II) e CORT ou DEX (hiper ou hipocorticóide cerebral) em camundongos 

(Capítulo III).  

No Capítulo I deste trabalho consta um artigo científico, publicado na revista 

Neurochemical Research (Mota et al, 2017), onde foi avaliado o efeito do estresse sobre o 

imunoconteúdo de RGs de córtex, estriado e hipocampo de ratos machos e fêmeas submetidos 

a 40 dias de ECC. Neste mesmo modelo e estruturas, também foi avaliado o efeito do estresse 

sobre a MM e PMM em suspensões 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 respiratória em cérebro de ratos de 

maneira sexo-específica.  

A principal descoberta neste trabalho foi que o ECC afetou a atividade da cadeia 

respiratória mitocondrial em córtex, hipocampo e estriado de ratos de maneira sexo-

específica, sem alteração na MM, PMM ou conteúdo de RGs. Brevemente, em estriado 

verificou-se uma redução na atividade do complexo II em machos e aumento em fêmeas, 

aumento na atividade do complexo I-III em machos e fêmeas e efeito do sexo na atividade do 

complexo IV; em hipocampo, foi verificado um aumento na atividade do complexo I-III em 

machos e fêmeas, e efeito do sexo na atividade do complexo II, do complexo IV e no 

imunoconteúdo de RGs; em córtex ocorreu um aumento na atividade do complexo I-III em 

ambos os sexos, uma redução na atividade do complexo IV em machos, um aumento na 

atividade deste complexo em fêmeas e efeito do sexo no imunoconteúdo de RGs. As 

mitocôndrias são fundamentais para a síntese de ATP, equilíbrio redox e produção de espécies 



 

44 

reativas de oxigênio (Flippo e Strack, 2017-a). No estudo de Hunter e colaboradores (2016), 

foi observado que estresse agudo levou a um aumento na expressão do complexo I 

mitocondrial em hipocampo, o primeiro passo em que o fluxo de elétrons é iniciado. Além 

disso, o ECC também levou a um aumento na expressão deste complexo. Isto está de acordo 

com o aumento na atividade deste complexo em córtex de ratas, demonstrada no Capítulo I. 

O complexo II desempenha funções fundamentais na mitocôndria, é um complexo de 

atividade crucial, cujo desequilíbrio está envolvido com diversas patologias (Tretter et al, 

2016) e sua inibição é capaz de aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (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 

Superóxido Dismutase e Glutationa Peroxidase em estriado, e também aumentou a razão entre 

estas enzimas em hipocampo. Este resultado em conjunto com os aumentos da atividade dos 

complexos mitocondriais descritos no Capítulo I, pode estar relacionado com a geração de 

espécies reativas de oxigênio após estresse crônico (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 córtex dos ratos submetidos ao ECC. A análise da 

MM foi feita para verificar se os aumentos observados nas atividades dos complexos da 

cadeia respiratória eram devidos ao aumento na MM, isto é, na quantidade de mitocôndria. 

Um aumento na MM pode ser interpretado como aumento na quantidade de mitocôndrias ou 

swelling mitocondrial. Por outro lado, o estresse, como muitos compostos indutores de 

apoptose, pode prejudicar o PMM levando à abertura do poro de permeabilidade mitocondrial 

levando assim ao swelling mitocondrial. Neste contexto, o aumento observado na atividade 

dos complexos não parece estar envolvido com quantidade de mitocôndrias, visto que não 
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observamos diferenças significativas na MM e PMM em nenhuma das estruturas avaliadas 

neste estudo.  

Quanto aos RGs, o ECC não afetou significativamente seu conteúdo, porém, foi 

observado um efeito do sexo, onde as fêmeas apresentaram imunoconteúdo maior que o dos 

machos em córtex e hipocampo. De acordo com os achados em modelos de estresse por 

contenção por diferentes tempos, os níveis de RGs geralmente são reduzidos em machos 

(Gadek-Michalska et al, 2013) e podem não ser afetados pelo estresse em fêmeas (Kitraki et 

al, 2004).  

Sabe-se que existem diferenças na resposta ao estresse pelo eixo HPA de machos e 

fêmeas, como por exemplo, as concentrações plasmáticas de CORT. Ratas possuem níveis de 

CORT basais mais altos em comparação com machos, e estes níveis variam de acordo com o 

ciclo estral (Herman et al, 2016). Portanto, apesar de não estar claro qual o mecanismo que 

envolve o estradiol na resposta do eixo HPA, sabe-se que seus níveis circulantes são 

importantes contribuintes na resposta dimórfica ao estresse (Simpkins e Dykens, 2008). O 

presente estudo demonstrou que o estresse altera a atividade dos complexos mitocondriais de 

maneira sexo-específica. Neste estudo não foram avaliadas as fases do ciclo estral em que as 

fêmeas se encontravam, visto que o ECC foi aplicado por 40 dias, abrangendo todas as fases 

em que elas passaram por todo o período, não focando em avaliar o estresse em uma fase 

específica. 

Uma possibilidade neste modelo é que o ECC tenha levado a uma dessensibilização 

dos RGs aos elevados níveis de GCs, ou uma habituação do animal ao procedimento, onde os 

níveis de GCs liberados teriam normalizado ao longo do tempo. Uma vez que a eutanásia dos 

animais, onde foi avaliada a atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons, foi 

realizada 24 horas após a última sessão de estresse, acreditamos que as alterações 

mitocondriais observadas não tenham sido causadas pela presença dos GCs per se.  
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No Capítulo I, o modelo utilizado não permitiu esclarecer se esse aumento na 

atividade de cadeia respiratória estava relacionado com uma biogênese mitocondrial inicial 

provocada pelos GCs que não foi observada no final do tratamento devido a variabilidades 

entre as respostas dos animais, somada à possível adaptação ao tratamento crônico ou se o 

estresse afetava especificamente a atividade complexos da cadeia transportadora de elétrons.  

No Capítulo II estudamos se a ativação direta dos RGs com doses não tóxicas de 

DEX (Budni et al, 2011; Iqbal et al, 2015) era capaz de alterar a quantidade de mitocôndrias 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 ácido retinóico. Uma vez que os neurônios provenientes da diferenciação desta linhagem 

celular em ácido retinóico apresentam marcadores neuronais específicos, 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. É importante lembrar que esse estudo foi realizado 

utilizando os tempos de 24 e 48 horas, que nenhum outro hormônio relacionado com o 

estresse foi usado e que, nas condições de cultura, pouquíssimas adaptações que podem 

ocorrer in vivo poderiam ser reproduzidas. Portanto, nessa etapa, o objetivo foi avaliar o efeito 

direto e por um curto período da ativação dos RGs sobre a quantidade de mitocôndrias. Neste 

estudo, a presença do GC per se não afetou, em nenhuma dose não tóxica utilizada, nem a 

MM, nem o PMM das células SH-SY5Y diferenciadas em nenhum dos tempos de tratamento. 

Portanto, concluímos que doses não tóxicas de DEX não alteram a quantidade de 

mitocôndrias bem como sua atividade. Em nossos estudos também utilizamos a dose de 1µM 

de DEX, porém essa dose demonstrou elevada toxicidade (dados não apresentados). 

Por fim, como a ativação direta do RGs por um curto período nas células não 

esclareceu as dúvidas geradas no Capítulo I, no Capítulo III testamos os efeitos de altas 

doses de CORT por um período mais longo, in vivo , permitindo assim algumas adaptações do 
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animal. Também testamos o efeito da diminuição dos GCs no cérebro utilizando um modelo 

hipocorticóide com DEX. O racional para testar o efeito da diminuição do GC é que em nosso 

modelo do estresse a adaptação do animal em longo prazo pode estar ocorrendo por 

diminuição da sensibilidade ao GC e consequentemente da resposta ao hormônio. Nesse 

sentido decidimos estudar se os efeitos observados poderiam ser devidos à diminuição e não 

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 hipocorticóide seletivo no cérebro (Drakulić et al, 

2015). Este estado hipocorticóide no cérebro ocorre devido ao fato de a DEX, ao contrário dos 

GCs produzidos in vivo, não conseguir atravessar facilmente a barreira hemato-encefálica 

(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 produção endógena de GCs, e, 

consequentemente, reduzindo a concentração destes no cérebro (Karssen et al, 2005). 

Os animais também foram tratados com CORT na dose de 40mg/kg durante o mesmo 

período. Para este estudo, foram utilizadas suspensões de células totais e sinaptossomas. 

Devido ao fato de nosso preparado de células totais apresentar uma diversidade de tipos 

celulares e o nosso foco ser os neurônios, utilizamos um marcador específico de neurônios, a 

sinaptotagamina 1 (Cahoy et al, 2008). A sinaptotagamina 1 é uma proteína vital, que atua 

como sensor de cálcio para a fusão de vesículas sinápticas, bem como pela liberação 

sincronizada de neurotransmissores para subconjuntos de neurônios (Zhou et al, 2017). 

Apesar de esta proteína representar melhor a sinapse do que o corpo neuronal, no modelo de 

dissociação utilizado neste estudo (descrito no Capítulo I) ocorre retração dos processos, e, 

portanto, as células em suspensão apresentam proteínas sinápticas, então os eventos 

detectados por citometria como positivos para esta proteína (marcados) foram considerados 

neurônios. 
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O tratamento com DEX, em hipocampo, provocou um aumento na MM de neurônios, 

do PMM de sinaptossomas e de ambos, MM e PMM, na suspensão de células totais. As 

suspensões de células totais de estriado tiveram redução na MM após o tratamento com DEX. 

Estes dados demonstram que as células e os sinaptossomas de neurônios de hipocampo estão 

apresentando maior quantidade de mitocôndria, e que essas mitocôndrias são funcionais. A 

causa desse aumento pode ser uma diminuição da degradação de mitocôndrias ou aumento de 

biogênese. Este efeito pode ser devido ao estado de hipocorticóide, e a redução dos GCs no 

cérebro decorrente do tratamento com DEX pode estar envolvida com a biogênese 

mitocondrial como um mecanismo adaptativo  

Por outro lado, o tratamento com CORT afetou somente estriado, onde aumentou a 

quantidade de mitocôndrias em sinaptossomas demonstrada pelo aumento na MM e PMM. 

Estas alterações na função mitocondrial foram acompanhadas de alterações comportamentais, 

visto que foi verificado um comportamento do tipo depressivo nos camundongos tratados com 

CORT através do nado forçado. 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 não leva os animais a apresentarem comportamento do tipo depressivo (Gregus 

et al, 2005). O tratamento com DEX não levou a alterações comportamentais significativas, 

talvez devido à 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 forçado e, adicionalmente, levou a alterações cerebrais, tais 

como redução na expressão do mRNA dos RGs e aumento na expressão de genes de proteínas 

relacionadas com a resposta ao estresse (Fkbp5 e Sgk1) em córtex, hipocampo e estriado. 

Porém as doses utilizadas no estudo de Skupio foram maiores do que as utilizadas no presente 

trabalho. 
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Portanto, é possível que os resultados encontrados no Capítulo I tenham ocorrido 

devido a uma adaptação do animal ao ECC e isso tenha levado a uma dessensibilização dos 

RGs devido à exposição prolongada a elevados níveis de GCs. A alteração na quantidade de 

mitocôndrias observada estaria mais relacionada com a diminuição da sensibilidade aos GCs 

do que a presença de altas doses destes.  Portanto, é possível que mesmo com a presença deste 

GC em altas concentrações no cérebro, ainda assim os RGs estejam hiporresponsivos, 

apresentando um efeito semelhante ao de hipocorticóide resultante do tratamento com a DEX, 

e levando à biogênese mitocondrial. Por outro lado, é possível também que exista um 

envolvimento de outras ações dos GCs que estejam levando a estas alterações. Os GCs são 

amplamente utilizados para tratamentos de condições inflamatórias e auto-imunes devido às 

suas ações anti-inflamatórias e imunossupressoras (Meijer et al, 2017). Porém, seu uso 

crônico é nocivo, uma vez que podem potencializar ou reduzir processos neuroinflamatórios, 

dependendo da dose, tempo e duração da exposição (Skupio et al, 2015). Os mecanismos 

através dos quais os GCs exercem estas ações ainda são desconhecidos, no entanto, sabe-se 

que se os GCs exercem efeitos anti-proinflamatórios é dependente do contexto, com resposta 

variável dependente da concentração, tempo de exposição, tipo composto e natureza do 

estímulo (Vasconcelos et al, 2016). Todavia, seria necessária uma investigação específica 

neste contexto para elucidar se esta correlação de fato existe. 
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CONCLUSÕES 

Na presente tese foi feito o estudo das alterações relacionadas com quantidade e 

distribuição mitocondrial em modelos de ativação do receptor de glicocorticóide, do efeito 

dos GCs e da ausência destes sobre as mitocôndrias cerebrais em diferentes modelos de 

estudos experimentais, seja in vivo (Capítulo I - produção e liberação de GCs de ratos 

estressados cronicamente e Capítulo III - camundongos tratados com DEX ou CORT) ou in 

vitro (Capítulo II - tratamento com DEX de células de neuroblastoma diferenciadas). 

Neste estudo testamos a DEX em células diferenciadas e indiferenciadas (dados das 

células indiferenciadas não apresentados) por 24 e 48 horas de tratamento e não observamos 

alterações nas quantidades de mitocôndrias. Provavelmente o efeito observado nos animais 

estressados precisa de mais tempo para ocorrer ou ocorre por outro mecanismo que não seja 

ativação do RG.  

A relação entre GCs e mitocôndria, como esperado, é complexa. Seus efeitos 

dependem da dose, duração e da própria sensibilidade intrínseca do animal. Em geral a 

adaptação ao estresse crônico parece envolver biogênese mitocondrial, e essa biogênese está 

mais relacionada com a diminuição da sensibilidade aos GCs do que a presença de altas doses 

destes.  Nessa adaptação, até a distribuição celular das mitocôndrias pode ser afetada, com um 

maior envio de mitocôndrias para a região sináptica para lidar com uma possível sobrecarga 

de cálcio ou aumento de demanda energética. Toda essa adaptação ao estresse pode ser 

benéfica, favorecendo o indivíduo em períodos de maior estresse ou até mesmo algum insulto. 

Porém, ainda não é possível saber como essa adaptação se comportará conforme o organismo 

envelhece, se ela continuará sendo benéfica, ou se as doses de GCs e carga de estresse 

passíveis de adaptação mudam ao longo da vida. Pode ser que o estresse crônico de 

intensidade leve a moderada possa continuar sendo benéfico e signifique uma certa 

neuroproteção, mas também é possível que com o envelhecimento a carga de glicocorticóides 
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passível de adaptação diminua e os efeitos do estresse moderado comecem a se assemelhar 

aos encontrados em outros trabalhos de estresse crônico variado que tornam os neurônios 

mais sensíveis a insultos e ocorra inclusive morte neuronal. Mais estudos são necessários para 

entender o desenvolvimento de muito longo prazo a adaptações ao estresse e como essas 

células adaptadas reagem a um insulto.  
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