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RESUMO
A liberagao de moléculas proé-inflamatérias e producao de espécies reativas de oxigénio por
células gliais sao caracteristicas deletérias de doengas neurodegenerativas. A co-
ocorréncia da desregulagao cronica das respostas inflamatéria e ao estresse em desordens
neurodegenerativas e psiquiatricas sugere a participagdo do receptor de glicocorticoide
(GR) em mecanismos etiolégicos da neurodegeneragdao. Flavonoides tém acoes
neuroprotetora, anti-inflamatdria, antioxidante, anti-apoptotica e imunomoduladora
amplamente reportadas na literatura. O objetivo deste trabalho € avaliar se a acao
imunomoduladora e neuroprotetora do biflavonoide agathisflavona (FAB) é mediada por
GR. A neuroinflamagao de culturas gliais corticais de ratos neonatos foi induzida por
lipopolissacarideos (LPS) em cultura primaria de células gliais. Em seguida, as culturas
foram tratadas com FAB na auséncia ou na presencga de mifepristona (RU486), antagonista
de GR e do receptor de progesterona (PR). A resposta das células gliais aos tratamentos
foi avaliada de acordo com os parametros morfoldgicos e de expressao proteica através de
imunocitoquimica contra proteinas especificas do citoesqueleto de astrécitos (proteina
acida fibrilar glial, GFAP) e microglial (molécula adaptadora ligante de calcio ionizada, Iba-
1). A populacgao celular foi mensurada através de incorporagao do reagente fluorescente
intercalante de DNA 4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e da contagem de células Iba-1
positivas. Encontramos diferencas significativas para os tratamentos de FAB na presenca
ou auséncia de RU486 na expressdao de GFAP, mas nao na morfologia e numero
populacional de microglia. As diferengcas morfolégicas, em microglia, ocorreram em
resposta ao tratamento com FAB a 10 uM. As células microgliais submetidas a esse
tratamento apresentaram populagao reduzida e predominancia de células com morfologia
ramificada. Em conjunto, esses dados sugerem que o efeito de FAB sobre o perfil reativo e

pré-inflamatério € mediado, ao menos parcialmente, por GR, e apenas em astrdcitos.

Palavras-chave: biflavonoides, glia, neuroprotegao.



ABSTRACT

The release of pro-inflammatory molecules and production of reactive oxigen species by
glial cells are deleterious characteristics of neurodegenerative diseases. The co-occurrence
of chronic inflammation and long-term dysregulation of stress responses in
neurodegenerative and psychiatric disorders suggests that the glucocorticoid receptor (GR)
participates in aethiological mechanisms of neurodegeneration. Flavonoids have been
widely reported for their neuroprotective, anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-apoptotic and
immunomodulatory properties. The study of their mechanisms of action is promising to the
development of preventive or treatment strategies towards neurodegenerative
diseases/neuroinflammation and neurodegeneration. The aim of this study is to evaluate if
the immunomodulatory action of the biflavonoid agathisflavone (FAB) is mediated by GR.
Neuroinflammation was induced by lipopolisaccharide (LPS) treatment on newborn rat
cortical glial cells in primary culture. Cells were then treated with FAB in the presence or
absence of mifepristone (RU486), a GR and progesterone receptor (PR) antagonist. The
response of glial cells to the treatments was evaluated according to the following
parameters: i. morphology, ii. microglial proliferation. The following techniques were used to
assess (glial responses according to the listed parameters: i. MTT assay; ii.
Immunocytochemistry. Cell number was quantified by counting Iba-1 positive cells and
nuclei stained by 4-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, a blue, fluorescent stain that
intercalates DNA). We found significant differences for GFAP relative expression, but not
for microglial morphology, between cells treated with LPS and FAB and cells treated with
LPS, FAB and RU486. Significant morphological differences in microglia were observed
between 10 uM FAB treatment and control conditions. Microglia exposed to 10 uM FAB
presented decreased cell number and an increased proportion of moderately ramified cells.
In conjunction, these data suggest that the effect of FAB at least partly mediated by GR

and/or PR in astrocytes, but not microglia.

Keywords: molecular pathways, biflavonoids, glia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Neuroinflamagao e neurodegeneragao

A inflamacao é uma resposta de defesa do organismo contra agentes nocivos (e.g.
patdgenos, toxinas, traumas mecanicos e/ou quimicos). Quando devidamente regulados,
os eventos moleculares e celulares que caracterizam a inflamagdao promovem a
regeneragao de tecidos e remogao dos agentes nocivos. A nao-resolugido da resposta
inflamatdria, i.e. devido a permanéncia ou eliminagao incompleta do estimulo inflamatério,

resulta em uma resposta inflamatéria crénica (LEYVA-LOPEZ, 2015).

A neurodegeneracao € a perda progressiva de neurdnios causada por processos
danosos em escala crénica, como estresse oxidativo, danos mitocondriais e inflamacao,
que ocorrem naturalmente durante o envelhecimento. Entretanto, fatores ambientais e
genéticos podem intensificar esses processos de modo a torna-los patolégicos. As doencas
neurodegenerativas, como doenga de Alzheimer, doencga de Parkinson e esclerose multipla
(entre outras) sao caracterizadas sobretudo por disfungdes cognitivas e motoras resultantes
da neurodegeneracao (SOLANKI et al., 2015).

No sistema nervoso, astrécitos e microglia contribuem para a neuroinflamacéao através
dos estados de ratividade glial. A desregulacédo desses estados pode levar a permanéncia
de um ambiente inflamatoério no sistema nervoso e, dessa forma, progressivamente causar
danos (GAO & HONG, 2008).

1.2. Reatividade glial

Células gliais podem assumir caracteristicas morfolégicas, funcionais e moleculares
que refletem diferentes estados de reatividade, conjuntamente chamadas de gliose
(microgliose e astrogliose, para microglia e astrocitos, respectivamente). Os estados de
reatividade podem ocorrer em resposta a diversos sinais, e.g. inflamacao, através da
liberagcdo de citocinas pré-inflamatérias. Sua heterogeneidade reflete a flexibilidade de
resposta das células gliais a diferentes estimulos (SOFRONIEW, 2009; HANISCH, 2012).
A inflamacao, assim como outros estimulos caracteristicos de danos ao sistema nervoso
central (e.g. dano e/ou morte celular gerada por lesdes ao SNC, toxicidade), em um fenétipo
de reatividade glial. Por isso, LPS é utilizado para gerar modelos in vitro de inflamacéao para

estudar respostas celulares ao estimulo inflamatério (HANISCH, 2012).
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Em estado quiescente, astrocitos obtidos a partir de cultura primaria cortical tém
morfologia poligonal, com citoplasma relativamente pouco eletrodenso. Durante a
astrogliose induzida pelo tratamento com LPS, ha aumento da expressao de GFAP, que
torna o citoplasma dos astrocitos mais denso, compacto e com maior numero de
prolongamentos em relagéo aos estados naos reativos. Sua morfologia torna-se estrelada
em vez de poligonal (SOFRONIEW, 2009) (Figura 1A). Em estado nao reativo, a microglia
tem um citoplasma mais denso e compacto do que os astrécitos, com inumeros
prolongamentos, finos e ramificados. Durante a microgliose, a microglia torna-se ameboide
com prolongamentos escassos ou ausentes, geralmente sem ramificacbes
(VERKHRATSKY & NODA, 2014) (Figura 1B). A caracterizagdo morfolégica de células
gliais em resposta a diferentes tratamentos é sugestiva, portanto, do estado de reatividade
glial. Considerando a indugao de inflamacéao pelo LPS e a acéo anti-inflamatéria da FAB e
outros flavonoides (SOFRONIEW, 2009), mudancas no estado de reatividade glial sao

também sugestivas de mudancas no perfil inflamatério das células.

A Astrocitos B Microglia
Quiescéncia Reatividade Quiescéncia Reatividade
GFAP DAPI Iba-1 DAPI

Figura 1. Morfologias representativas dos estados de quiescéncia e reatividade glial in
vitro. Astrécitos quiescentes tem morfologia poligonal, com citoplasma pouco denso, enquanto
astrécitos reativos tem morfologia estrelada, com numerosos prolongamentos e citoplasma
denso devido ao aumento de expressao de GFAP (A). Células microgliais quiescentes tem
prolongamentos longos e ramificados. Em estados de reatividade, seu citoplasma tem formato
ameboide, com poucos (ou nenhum) prolongamentos, curtos € sem ramificagdes (B). O
citoplasma das células é visualizado através de marcagao por imunofluorescéncia (ver segao

2.3. Imunocitoquimica, em Materiais e Métodos).

1.3. Agathisflavona

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas, incluindo vegetais de consumo

humano. Estruturalmente, sdo caracterizados pela presenca de dois anéis aromaticos (A e
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B) interligados por um anel heterociclico (C). O anel C pode ser classificado como pirano
ou pirona, com ligagdo simples e dupla, respectivamente, entre os carbonos 2 e 3.
Diferentes grupos de flavonoides se distinguem pelo estado de oxidacao (i.e. pela presenca
de uma ligagcao dupla ou simples) e pelos radicais ligados aos carbonos 2 e 3 (anel C).
Compostos em cada categoria se distinguem pelo numero e distribuicdo de hidroxilas
ligadas aos anéis A e B (MIDDLETON et al., 2000; RAUTER et al., 2013).

O flavonoide agathisflavona (FAB) é um biflavonoide formado por duas moléculas de
apigenina. (COSTA et al.,, 2016). Flavonoides reduzem a atividade de enzimas do
metabolismo energético (OLAJIDE et al., 2017), contribuindo para a redugéo da produgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sado agentes proé-inflamatérios. A reducéo na
producao de ROS pode ser um dos mecanismos de agao anti-inflamatdria dos flavonoides,
dado que ROS estimula a atividade de NFkB, fator transcricional que promove a sintese de

proteinas que desencadeiam a resposta pro-inflamatéria (LEYVA-LOPEZ et al., 2016).

FAB pode ter diferentes conformacgdes (e, portanto, diferentes agcdes farmacologicas
em potencial) a depender do ponto de conexao entre ambas, e.g. 2’,8”-biapigenina (THAPA
et al., 2011) e biapigenina (SILVA et al., 2008) (Figura 2). FAB esta sendo estudado pelo
nosso grupo (Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular, LabNq); em colaboragao com
outros grupos, temos demonstrado que FAB possui capacidade de aumentar os efeitos do
tratamento de acido retindico sobre células-tronco (PAULSEN et al., 2011) e de conferir
protecao contra niveis nocivos de glutamato (DOS SANTOS SOUZA et al., 2018). FAB
apresenta também potencial anti-inflamatério, como ja foi demonstrado para outros
biflavonoides (KIM et al, 2008; SILVA et al., 2008) e para sua forma monométrica (COSTA
et al., 2016) o que a torna um alvo de interesse para o estudo dos mecanismos de

neuroinflamacao e neuroprotecao.

_OH 'f.}'f-

HO O

Bis-apigenin (FAB) Biapigenin 2’,8”-Biapigenin

COSTAetal., 2016 SILVAetal., 2008 THAPA et al., 2011
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Figura 2. Estruturas quimicas do biflavonoide agathisflavona (FAB) formado por um
dimero de apigenina: bis-apigenina biapigenina e 2’,8’’-biapigenina. Os circulos cheios
marcam os diferentes carbonos de ligagao entre as moléculas de apigenina em cada dimero.
Os circulos pontilhados indicam os carbonos alternativos de ligagdo encontrados nas
estruturas dos outros dimeros. A 2’,8”-biapigenina tem dois carbonos de ligagdo que geram a
mesma estrutura devido a liberdade de rotagcdo conferida pela ligagdo simples entre a

extremidade fenolica e o restante da molécula.

1.4. Receptor de glicocorticoide

Glicocorticoides (e.g. cortisol, em humanos) sao hormonios esteroides com multiplas
fungdes; uma das principais delas € a regulagao do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HHA), que constitui a resposta fisioldgica ao estresse. Cortisol € liberado pelas glandulas
suprarrenais e € o horménio do eixo HHA que age de forma sistémica para manter a
homeostase em diversos tecidos em resposta ao estresse. Os efeitos do cortisol sado
mediados pelo receptor de mineralocorticoide (MR) e pelo receptor de glicocorticoide (GR).
Um desses efeitos € a retroalimentagcdo negativa da ativagado do eixo HHA, através da
supressao de hormdnios que estimulam a liberagao de cortisol pelas glandulas suprarrenais
(JUSZCZAK & STANKIEWICZ, 2017). A circulagdo prolongada e/ou de altos niveis de
cortisol gera hiper- ou hipossensibilidade aos efeitos do cortisol — neste ultimo caso,
chamada de resisténcia ao cortisol. Em células do sistema imune, a resisténcia ao cortisol
resulta na ativagdo imune prolongada, caracterizada pelo excesso de citocinas pro-
inflamatdrias (COHEN et al., 2012).

RU486 (nome comercial: mifepristona) € um antagonista dos receptores de
glicocorticoide (GR) e progesterona (PR) e, mais fracamente, do receptor de andrégenos
(AR). Apesar de nao ter acao seletiva sobre o GR, RU486 ¢é capaz de inibir a acdo anti-
inflamatdria promovida pelo GR e seus efeitos podem ser revertidos pela dexametasona,
glicocorticoide sintético analogo do cortisol (JUSZCZAK & STANKIEWICZ, 2017). Por isso,
usamos RU486 e dexametasona neste trabalho para testarmos o envolvimento do GR na

acao anti-inflamatoéria de FAB in vitro.

O objetivo deste estudo é avaliar se o receptor de glicocorticoide esta envolvido na
acao anti-inflamatéria de FAB. Para isso utilizamos um modelo in vitro de inflamacgao
induzida por lipopolissacarideo (LPS) em cultura de células gliais, na presenga ou auséncia

de antagonista de receptor de glicocorticoide, mifepristona (RU486). Os resultados obtidos
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deverao contribuir para a caracterizagao das vias de sinalizagdo moduladas por FAB em

contextos de neuroinflamacgéo e neurodegeneracgao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultura primaria de células gliais

A cultura de células gliais composta por 95% de astrdcitos e 5% de células microgliais,
aproximadamente, foi obtida a partir de ratos Wistar com até dois dias de idade (dia pos-
natal PO a P2). Os ratos neonatos foram decapitados e seus cérebros removidos. Apos a
remogao das meninges, ambos os hemisférios corticais foram coletados e dissociados
conjuntamente até a formacgao de uma suspensao celular, que foi centrifugada a 1000 rpm,
por 10 min, a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
resuspendido em meio DMEM né&o suplementado e inoculado em frasco de poliestireno de
75 cm? (Kasvi, K11-2250). O inéculo foi completado para o volume final de 10 mL por frasco
com DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de soro equino (SE) e
distribuido em duas de cultura que foram incubadas a 37 °C em estufa umidificada a 5% de
CO2 durante 10 dias. Nesse periodo, os astrécitos aderem a superficie da garrafa e
proliferam, formando uma monocamada de células gliais: microglia e oligodendrécitos
crescendo sobre os astrécitos. No 10° dia, as garrafas foram submetidas a agitacéo por 2
h, a 200 rpm, a temperatura ambiente, para remover as células da microglia e os
oligodendradcitos. Apos esse procedimento, a proporgao aproximada de células em cultura
é de 95% de astrécitos e 5% de microglia. O meio foi substituido por DMEM contendo 10%
SFB e as garrafas de cultura foram incubadas por mais 5 dias. As células foram removidas
dos frascos de cultivo por incubagao em tripsina a 0,025%. As células em meio DMEM

foram inoculadas em placa de cultivo de 24 pogos e submetidas a diferentes tratamentos
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por 24 h (Figura 3). A execucdo das etapas metodoldgicas esta resumida em ordem

cronoldgica na figura 4.

oy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

EE @) TN T E G) T >

Figura 3. Esquemas das placas com células gliais submetidas a diferentes tratamentos
experimentais para imunocitoquimica e teste de citotoxicidade por MTT. (A) Desenho
experimental da placa de 24 pogos para imunocitoquimica. Nao foram inoculadas células nos
pocos D5 e D6. (B) Desenho experimental da placa de 96 pogos para teste de citotoxicidade
por MTT. Diferentes concentragdes de dexametasona foram testadas para uso em estudos

posteriores (ver se¢céo 2.2 Teste de citotoxicidade por MTT).

Retirada de microglia I\;T
agitagao, 2 h, 180 rpm
(agitag Pm) RU486 ) .
Plaqueamento ) Tampao de lise
- 96 p. (MTT) Fixacao Leitura
Lancamento  _ 24 (1cq) LPS FAB (ICQ) (MTT)
DO D D D D D
10 11 12 13 14

Figura 4. Linha do tempo das técnicas metodolégicas. Apds o lancamento da cultura em
garrafas de 220 mL, as células foram mantidas por 10 dias a 37 °C em estufa com CO2 a 5%,
sem troca de meio. A maioria das células microgliais e precursores de oligodendrdcitos foram
removidos por agitagdo a 180 rpm durante 2 h. Os astrocitos (95% das células em cultura) e
células microgliais (5 %) foram tripsinizados e transferidos para placas de 24 e 96 pogos, para
imunocitoquimica e teste de citotoxicidade por MTT, respectivamente (plaguemento). 24 h apés
o plqueamento, as células foram submetidas aos tratamentos experimentais. A exposi¢gao ao

LPS ocorreu por 24 h antes da adicdo das outras substéncias de cada tratamento (grupos
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experimentais nao tratados com LPS foram submetidos a exposi¢gdo a DMEM sem SFB). Apds
esse periodo, a exposicdo as demais drogas ocorreu por 24 h e os demais testes foram

realizados.

2.2 Teste de citotoxicidade por MTT

O teste de citotoxicidade por MTT foi conduzido para estabelecermos, dentre as
concentracbes de RU486, FAB e dexametasona encontradas na literatura, os maiores
valores nao-citotoxicos para nosso modelo in vitro. O teste se baseia na conversdao do MTT,
sal de tetrazélio, de cor amarelada, em MTT-formazan, de cor roxa, por desidrogenases
mitocondriais. Por isso, o teste fornece uma medida relativa da atividade mitocondrial e,
portanto, da sobrevivéncia celular. A conversao de MTT em MTT-formazan é proporcional

a absorbancia de radiacdo a 595 nm medida em espectrofotdmetro.

As células gliais foram cultivadas em uma placa de 96 pogos e incubados por 24 h, a
37 °C, 5% CO,, com meio DMEM (n&o suplementado com soro fetal bovino, SFB) contendo
diferentes concentragcdes de RU486 (0,3 uM; 1 uM e 3 uM) e dexametasona (0,01 uM; 0,1
uM e 1 uM) (Figura 3B). Apesar de nao ter sido usada em outros testes neste estudo, a
determinacdo de concentragdes citotdxicas de dexametasona sera util em estudos
posteriores. Cada tratamento foi feito em sete a oito réplicas (n=7 ou n=8), i.e. pogos ou
amostras (exceto o controle DMEM). Os tratamentos controle foram: “DMEM”,
correspondente a DMEM (sem SFB); e “DMSO”, correspondente a 10% DMSO. DMSO é
o diluente utilizado no preparo das solugdes estoque de FAB, RU486 e LPS. O maior valor
de concentracdo de DMSO entre as solucdes utilizadas dessas drogas foi 10* %,
correspondente a diuicdo de FAB a 10 uM. Apds a incubagédo com as drogas, a cultura foi
incubada com o reagente MTT por 2 h, a 37 °C, 5% CO,, protegida da luz. Em seguida, a
cultura foi incubada com tampao de dodecil-sulfato de sddio (SDS) e dimetil formamida
(DMF) (para dissolucéao e distribuicdo homogénea do MTT-formazan) durante a noite em
temperatura ambiente, protegida da luz. A placa foi submetida a leitura em
espectrofotdbmetro para quantificar a absorbancia de radiagdo a 595 nm pelas amostras
(Figura 4).

Para avaliar a citotoxicidade a partir das leituras de absorbéancia, comparamos as
leituras de cada tratamento com as leituras do controle, no qual a atividade mitocondrial (e,
portanto, sobrevivéncia celular) foi maxima e nao houve citotoxicidade (MOSMANN, 1983).

A média ou mediana das leituras de cada tratamento foi expressa como percentual da
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mediana das leituras de um dos tratamentos controle (meio DMEM sem soro),

correspondente a 100% de sobrevivéncia celular.

2.3 Imunocitoquimica

Apos serem cultivadas em placas de 24 pogos sobre laminulas de vidro, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% (PFA 4%) em temperatura ambiente por 20 min.
Apos a fixagao, as células foram lavadas 3 vezes com tampéao fosfato-salino (PBS, do termo
em inglés phosphate-saline buffer) e permeabilizadas por 15 minutos com solugao de Triton
X-100 a 0,3% diluido em PBS. As células foram incubadas em solugao de albumina de soro
bovino (BSA, do inglés bovine albumin serum) a 5% diluida em PBS por 1 h para bloqueio
de sitios de afinidade proteica inespecificos pelos anticorpos primario e secundario, para
minimizar fluorescéncia inespecifica. Em seguida, as células foram incubadas com solugao
de anticorpo primario contra proteina acida fibrilar glial (GFAP, do inglés glial fibrillary acidic
protein) ou de anticorpo primario contra molécula adaptadora da proteina de ligagao ao
calcio 1 (Iba-1, do inglés ionized calcium-binder adapter molecule 1), ambos produzidos em
camundongo. Ambas as solugdes de anticorpo primario foram preparadas na diluicao 1:500
em PBS contendo BSA a 1%. A incubagao com solugao de anticorpo primario foi realizada
por 3 h em temperatura ambiente dentro de camara escura umidificada. As células foram
incubadas em solugao de PBS contendo BSA a 1% por 20 min para rebloqueio de sitios de
afinidade inespecifica pelo anticorpo secundario, também para minimizar fluorescéncia
inespecifica ou de fundo. As células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com
anticorpo secundario Alexa Fluor 594 contra imunoglobulina G (IgG) de camundongo
produzido em cabra na diluigdo 1:1000 em PBS contendo BSA a 1%. A incubacéo foi
realizada por 1Th em temperatura ambiente dentro de cadmara escura umidificada. Apés a
incubacao, as células foram lavadas 1 vez com PBS, e incubadas com um agente
intercalante de DNA (DAPI) por 5 min em camara escura umidificada. As células foram
lavadas 1 vez com PBS e montadas em laminas de vidro com N-propilgalato. Oito imagens
foram obtidas em cada tratamento através de microscopia de fluorescéncia (Olympus
AXT70).

2.4 Processamento de imagens
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A analise morfométrica de microglia foi realizada pelos parametros: i. area celular e ii.
perimetro, através dos quais calculamos o indice de transformacéo (TI, de Transformation
Index). O indice de transformacéo é dado pela formula: Tl = P?/4piA, que corresponde a
uma relagao entre perimetro (P) e area celular (A). Tl expressa em quantas vezes o
perimetro excede a area e oferece, portanto, uma medida de ramificagdo. Por exemplo Tl
= 1 seria obtido de uma célula perfeitamente redonda e valores cada vez maiores indicam
aquisicao e aumento de ramificacdo (Figura 5) (FUJITA et al., 1996; SZABO & GULYA,
2013). Szab6é e Gulya (2013) classificaram a microglia em ameboides (Tl < 3),
moderadamente ramificadas (3 < Tl < 13) e ramificadas (13 < Tl < 81) com base na
predominancia de valores de Tl nas populagdes de microglia do cortex de ratos neonatos
com diferentes idades in vitro (DIV, de Days In Vitro). Culturas com até 10 DIV tém
morfologia predominantemente ameboide. Entre 10 e 14 DIV, a populagao torna-se mais
heterogénea, com valores de Tl em torno de 13. Entre 14 e 28 DIV, passam a predominar
valores de Tl acima de 13 e que podem ser tao altos quanto 81 (SZABO & GULYA, 2013).

Os niveis de intensidade de fluorescéncia de GFAP foram analisados através de
analise densitométrica das imagens de imunofluorescéncia através do software ImageJ

(versao 1.5, disponivel em https://imagej.nih.gov/).

Para realizarmos a analise morfométrica, submetemos as imagens de microglia a
etapas de pré-processamento para realgarmos a area dos corpos celulares em relagao ao
fundo. O realce de imagens, neste estudo, teve por objetivo representar os corpos celulares
da microglia e otimizar a obtencao de informacgdes estruturais. As imagens dos diversos

tratamentos foram processadas igualmente seguindo os mesmos padroes.
O perimetro e a area celular foram obtidos através das seguintes operacgoes:

i. Remogao de iluminagdo de fundo pelo método pseudofiat-field, que permite a
remogao de padrdes irregulares de iluminacao de fundo (BROEKE et al., 2014). No caso
da marcacéao por imunofluorescéncia, este artefato € causado pela ligagao inespecifca do
anticorpo secundario a superficie de fundo, minimizada pela adicdo da etapa de rebloqueio

(ver Materiais e Métodos, 2.3 Imunocitoquimica).

ii. Transformagao em imagens de 8 bits de duas cores. Esta operagdo amostra todas
as tonalidades presentes na imagem, e atribui uma cor, entre as duas cores amostradas,

para cada pixel da imagem. Esta transformacéo € util para delimitar objetos com diferencas
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relativamente abruptas de intensidade e evitar que regides mais escuras sejam atribuidas

erroneamente a iluminacao de fundo.

iii. Detecgao de bordas, através de fungao embutida acessada pelo menu "Process >>
Find Edges”.

iv. Limiarizagcao da imagem. Esta operacgao atribui dois valores a imagem, cada um
deles representando background ou foreground. A limiarizagao permite a separacao de
regioes de interesse (ROls, de Regions Of Interest, atribuidas ao foreground), e.g. células,
nucleos etc, do background, de modo que sua estrutura possa ser detectada pelo programa

€ mensurada.

v. Mensuracdo das ROls. Esta operacdo fornece os valores dos parametros

analisados e é acessada pelo menu “Analyze >> Analyze Particles...”.

As operacdes i.-v. foram feitas sobre a imagem de células Iba-1 positivas e sobre a
imagem de nucleos marcados por DAPI no mesmo campo. Todas essas ROls foram
utilizadas conjuntamente para visualizar e selecionar as regides marcadas por Iba-1
sobrepostas aos nucleos (Figura 8). Cada regiao selecionada foi mensurada e os dados

resultantes de cada imagem foram submetidos as analises estatisticas.

Para realizarmos a analise densitométrica das células GFAP positivas, as imagens da
cultura de células da glia foram submetidas a remocgao de iluminacdo de fundo como

descrito anteriormente. Em seguida, foram realizadas as seguintes operagdes:

i. Representagao grafica dos niveis de intensidade da imagem. Esta operagao gera
um grafico, que representa: no eixo X, a extensao longitudinal da imagem em pixels; no

eixo Y, as variagdes de intensidade luminosa.

ii. Transformacéao do grafico em imagem binaria. Esta operagao permite atribuir a area

sob o grafico ao foreground., i.e. converte-la em uma ROl e mensurar sua area.

iii. Mensuragao da area do grafico. Esta operacgao é feita como descrito anteriormente
para células Iba-1 positivas, na etapa v. O resultado dessas operagdes esta demonstrado

na Figura 12.
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FUJITA ET AL.

A a 141 Ba 179 C a; 359
b; 1581 b; 2010 b; 8038 , 2
c; 1.00 c;1.27 c;1.27 [Perimetro (uM)]

Tl =

4 7 Area (U?)

F a; 283 a; 467
b; 5327 b; 2925
c;1.20 ¢; 5.92

Figura 5. indice de transformagao (TI). T| é um valor que expressa a proporgdo entre o
perimetro (P) e a area (A) e, por isso, permite quantificar a ramificagdo de células microgliais.
Valores maiores de Tl indicam maior ramificagdo (G). Quanto mais o valor de Tl se aproximar de
1 (A), menos ramificada e mais ameboide sera a célula (F). O valor de Tl é independente da area

do objeto mensurado (B e C). Imagem adaptada de FUJITA et al., 1996.

2.5 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram feitos através do software Graphpad Prism (versao 7.0d,

disponivel em https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). Para cada parametro

analisado, os valores de cada um dos grupos foram analisados através da ferramenta
“Column Statistics”, que determina se os valores obedecem a uma distribuicdo normal. A
normalidade foi testada através do Teste D’Agostino & Pearson e do Teste Shapiro-Wilk.
Testar a normalidade dos valores nos permite escolher entre testes estatisticos
paramétricos (para valores em distribuigdo normal) ou ndo-paramétricos (distribuicdo nao-
normal). Se pelo menos um conjunto de valores tiver distribuicdo ndo-normal, devemos usar

um teste nao-parameétrico.

Os grupos foram comparados aos pares (e.g. DMEM e F 1) através do Teste t de
Student (se ambos os grupos tiverem tido valores em distribuicdo normal) ou do Teste de
Mann-Whitney (se pelo menos um dos grupos tiver valores em distribuicdo ndo normal). No
Graphpad Prism, isso é feito através dos seguintes menus, comeg¢ando na se¢ao “Analysis”
da barra de opgbes na parte superior: “Analyze >> Column Analysis >> t tests (and

nonparametric tests)”. Na janela resultante (“Parameters: t tests (and non parametric)”),
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selecionamos a op¢ao “Unpaired”, na seg¢ao “Experimental Design”. As opgdes das secdes
seguintes devem ser selecionadas de acordo com as distribuigdes dos valores dos grupos

comparados (i.e. normal ou ndo-normal).

3. RESULTADOS

3.1 Teste de citotoxicidade

A absorbancia média em resposta a RU486 a 3 uM diferiu significativamente em
relacéo ao controle e também em relagcao as demais concentragdes de RU486 (0,1; 0,3; 1
e 3 uM) e em relacéo a FAB nas concentragdes 0,1 e 1 uM, mas nédo 10 uM. Estes dados

indicam que a maior concentragcao nao citotoxica de RU486 é 1 uM (Figura 6A).

Dentre as concentragcbes avaliadas neste estudo, a absorbancia média em resposta
ao tratamento com FAB nao apresentou alteragdes significativas em relagdo ao controle.
Apos o tratamento com FAB a 10 uM, a absorbancia média foi significativamente mais baixa
(P<0,001) em relacéao a concentragao de 0,1 uM, mas nédo a de 1 uM (Figura 6A). Estes
dados indicam que a maior concentragcdo de FAB (10 uM) reduziu a absorbancia média em

relagéo ao controle, mas nao o suficiente para ser considerada citotoxica.

A absorbancia média em resposta ao tratamento com dexametasona a 1 uM diferiu
significativamente em relagdo ao controle e aos demais tratamentos. As absorbancias
meédias em resposta a dexametasona a 0,01 uM e a 0,1 uM nao foram significativamente
menores em relagdo ao controle. Esses dados indicam que, dentre as concentragoes
testadas, dexametasona é citotoxica apenas a partir de 1 uM no nosso modelo in vitro
(Figura 6A).
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Figura 6. Resultado do teste de citotoxicidade. (A) Médias ou medianas das absorbancias
(eixo y) de cada tratamento (eixo x), expressas em percentual do controle (DMEM néo
suplementado com soro fetal bovino), considerado como 100%. O asterisco sobre as barras
indica diferenca estatistica em relagao ao controle; o nimero de asteriscos corresponde a
significancia da diferenga estatistica, calculada através do teste de Mann-Whitney (a = 0,05),
de acordo com o valor de P: ****P < 0,000001; ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. (B) Nomes
dos grupos experimentais do teste de citotoxicidade e suas respectivas abreviagdes, como

constam no grafico.

3.2. Culturas Iba-1 positivas

Astrdcitos e microglia foram marcados, separadamente, por imunofluorescéncia com
anticorpos contra GFAP e contra Iba-1, respectivamente. Ambos os anticorpos foram
marcados pelo anticorpo secundario com fluoréforo (vermelho) Alexa Fluor 592 e seus
nucleos foram contracorados por DAPI (Figuras 7 e 11). Foram avaliadas caracteristicas
morfolégicas microgliais e o perfil de expressao relativa de GFAP de astrocitos. Foram
observadas alteragdes significativas no numero celular total (i.e. de nucleos marcados por
DAPI) e no numero de microglia, sugestivos de proliferagcdo ou morte celular, nos diversos
tratamentos. A figura 8 demonstra o resultado do processamento de uma das imagens de
células Iba-1 positivas, a partir dos quais foram mensurados area e perimetro de cada

regido celular manualmente selecionada.
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LPS 1 pg/mL

RU486 1 uM

LPS 1 pg/mL LPS 1 ug/mL LPS 1 pg/mL
FAB 1 uM FAB 10 uM RU486 1 yM

LPS 1 pg/mL LPS 1 pg/mL
FAB 1 uM FAB 10 uM
RU486 1 yM RU486 1 yM

Figura 7. Marcacao de células Iba-1 positivas e de nucleos marcados por DAPI através de
imunocitoquimica. Cada foto representa o aspecto geral da cultura submetida aos diferentes
tratamentos, com células Iba-1 positivas marcadas em vermelho (pelo anticorpo Alexa Fluor 592)

e nuecleos marcados em azul.
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Figura 8. Sobreposicdo das regides de interesse (ROls) obtidas das imagens das

marcagoes contra Iba-1 e DAPI. As estruturas de nucleos e regides marcadas por Iba-1 foram
atribuidas a regides de foreground, que, em seguida, foram identificadas como regides de
interesse (ROIs, identificadas pelos numeros). Identificamos microglia por ROIs representando
estruturas marcadas por Iba-1 (vermelho) totalmente sobrepostas a ROls representando nucleos
individuais ou em agregados (azul). ROIls identificadas como microglia foram selecionadas

através dos numeros e mensuradas.

3.2.1. Numero celular total

Os tratamentos FAB 10, L+F10, L+R+F10 apresentaram numero de nucleos (i.e.
numero total de células) significativamente alterado em relagdo aos controles. Células
tratadas com FAB a 1 uM (F 1) ou com LPS a 1 ug/mL e FAB a 1 uM (L+F 1) tiveram
aumento significativo no numero de nucleos marcados por DAPI, mas ndao na populagao
microglial. Isso sugere que FAB a 1 uM gerou a proliferacdo de outras populagdes de
células gliais. Todos os grupos submetidos a tratamentos contendo FAB a 10 uM tiveram

redugao significativa no numero celular em relagao aos controles (Figura 9A).
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Tabela 1. Nomes dos grupos experimentais da marcag¢ao por imunocitoquimica e suas

respectivas abreviagées, como constam nos graficos seguintes.

Grupo Abreviagao
DMEM -
DMSO 10%4% DMSO
LPS 1 ug/mL LPS
FAB 1 uM FAB 1
FAB 10 uM FAB 10
RU486 1 uM RU
LPS 1 ug/mL + FAB 1 uM L+F 1
LPS 1 ug/mL + FAB 10 uM L+F 10
LPS 1 ug/mL + RU486 1 uM L+R
LPS 1 ug/mL+ FAB 1 uM + RU486 1 uM L+R+F 1

LPS 1 ug/mL + FAB 10 uM + RU486 1 uM L+R+F 10
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Figura 9. Numero celular total (nicleos marcados por DAPI) e de microglia (células Iba-1
positivas) em cada grupo. (A) Média da populagao total de células em cada um dos tratamentos
experimentais. Barras verticais representam o desvio padrdao em cada grupo. (B) Média da
populagao microglial em cada um dos tratamentos experimentais. A seta dupla indica diferenga
estatistica significante entre os grupos apontados (**P < 0,001). SignificAncia estatistica
calculada de acordo com teste de Mann-Whitney (a = 0,05). Diferengas estabelecidas segundo
os valores de P: ***P < 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Estdo indicados por retangulos os
tratamentos em que houve alteragdes significativas especificas na populagéo celular total ou na

populagao de microglia.

3.2.2. Namero de células Iba-1 positivas

Assim como na analise de numero celular total, os tratamentos que incluiram FAB a
10 uM tiveram diferencas significativas em relagdo aos controles. Considerando as
alteragdes na populagao microglial (células Iba-1-positivas), mas ndo no numero total de
células (nucleos marcados por DAPI), houve diferenga significativa entre os seguintes
grupos: LPS a 1 ug/mL (L) e LPS a 1 ug/mL e RU486 a 1 uM (L+R). Esses grupos também
diferiram em relacdo aos grupos controle (Figura 9B). Isso sugere que a populagao
microglial depende, ao menos parcialmente, de GR para manter seu numero populacional

em um ambiente pro-inflamatorio.

3.2.3. indice de transformacio

Considerando os valores absolutos de Tl das células microgliais, houve alteragces

significativas, em relagdo a um dos grupos controles, para FAB 10 e RU486. Considerando
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os grupos de tratamento experimental, houve diferengas significativas apenas entre FAB

10 e todos os outros tratamentos, exceto L+R+F10 (Figura 10A).

Avaliamos se houve alteragdes, entre os grupos experimentais, em relagdo as
proporgdes de células classificadas como ameboides (Tl < 3), moderadamente ramificadas
(3 < Tl <13) ou ramificadas (13 < Tl < 81) (SZABO & GULYA, 2013).

Para os valores de Tl < 3, o unico tratamento que gerou uma alteragao significativa
em relagao aos demais foi o de FAB a 10 uM (F 10) (Figura 10B).

Para os valores de 3 < Tl < 13, o Unico grupo experimental que diferiu em relagéo a
um dos controles foi FAB 10. Nesse caso, porém, FAB 10 diferiu significativamente apenas
em relagdo a L+F10 e L+R (Figura 10C).

Nao houve alteragdes significativas entre as propor¢des de células com 13 <TI <81
(Figura 10D).
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Figura 10. Valores do indice de transformacao (Tl) das células microgliais. Comparamos os
valores absolutos de Tl (A) e as proporgbes de cada grupo de células em cada tratamento
(valores dados em fragao; B-D). Significancia estatistica calculada de acordo com teste de Mann-
Whitney (o = 0,05). Diferengas estabelecidas segundo os valores de P: ***P < 0,0001; **P <
0,001; *P < 0,05. Os asteriscos acima dos colchetes representam valores de significancia entre

os tratamentos ligados pelos colchetes.

3.3 Culturas GFAP-positivas

A expressdao de GFAP é aumentada durante a astrogliose, sendo, portanto, um
parametro sugestivo de reatividade de astrécitos em imagens obtidas por
imunofluorescéncia (EREIFEJ et al,. 2013; LIN & CAl, 2004). Visto que astrocitos formam
uma monocamada de células em cultura, de acordo com o protocolo usado neste estudo,
nao foi possivel distinguir células individuais. Isso torna inviavel a aplicacdo de uma analise
morfométrica de astrocitos semelhante a que foi feita para microglia neste estudo. A figura
12 demonstra o resultado do processamento de uma das imagens de células GFAP
positivas, a partir da qual foi mensurada a area do grafico representando a distribuicao dos

valores de intensidade da imagem.
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Figura 11. Marcagao de células GFAP positivas e de nicleos marcados por DAPI através
de imunocitoquimica. Cada foto representa o aspecto geral da cultura submetida aos diferentes
tratamentos, com células GFAP positivas marcadas em vermelho (pelo anticorpo Alexa Fluor

592) e nuecleos marcados em azul.
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Figura 12. ROIs representando grafico do total de valores de intensidade de uma imagem

da marcacgao por GFAP. Os niveis de intensidade de cada imagem da marcagao por GFAP
foram plotados em um grafico, que foi convertido a uma imagem binaria. Esta conversao permitiu
a atribuicdo de uma ou mais regides de interesse (ROls, identificadas pelos numeros) ao grafico.
A area total da(s) ROI(s) é exibida na coluna “Total Area” da tabela “Summary” e representa a

area total do grafico.

3.3.1 Analise densitométrica da marcagao contra GFAP

A densitometria € a mensuracgao de variagdes no nivel de intensidade dos pixels de
uma imagem. Os valores de intensidade de cada pixel da imagem sao plotados em um
grafico, de modo que sua area representa a intensidade total da imagem. A expressao de
GFAP é proporcional a intensidade de fluorescéncia, o que nos permite comparar niveis de
expressao de GFAP entre os grupos experimentais. Houve diferenca significativa entre os
pares de tratamentos: L+F1 e L+F1+R; L+F10 e L+F10+R. Os tratamentos L+F1, L+F10 e
LPS nao diferiram dos grupos controle. A presenga de RU486, no contexto da inflamagao
e tratamento com FAB a 1 ou 10 uM, aumentou a expresséo relativa de GFAP, sugerindo
que FAB, através dos receptores de glicocorticoide e/ou progesterona, manteve a
expressao de GFAP em niveis semelhantes aos dos controles e do tratamento com LPS
(Figura 13).
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Figura 13. Perfis densitométricos entre os grupos experimentais. Os valores de intensidade
total das imagens em cada grupo correspondem a area, em pixels, dos graficos de intensidade
de cada imagem. A area cada grafico corresponde aos circulos individuais. As barras horizontais
representam a intensidade média em cada grupo. Significancia estatistica calculada de acordo
com teste de Mann-Whitney (a = 0,05). Diferengas estabelecidas segundo os valores de P: ***P
< 0,0001; **P < 0,001; *P < 0,05. Os asteriscos acima dos colchetes representam valores de
significancia entre os tratamentos ligados pelos colchetes. Os asteriscos abaixo dos colchetes

representam valores de significancia entre o tratamento e o controle DMEM.

4. DISCUSSAO

Os resultados da analise da populagao microglial (secdo 3.2.2) sugerem que a
administragdo de RU486 em um contexto inflamatério (i.e. apds 24 h de tratamento com
LPS a 1 ug/mL, tratamento L+R) reduz significativamente a populagdo microglial. Essa
reducgao populacional € evitada por FAB a 1 uM, sugerindo que ele promove a sobrevivéncia
elou proliferagcdo microglial. Como esse efeito ocorre mesmo na presenca de RU486, é

possivel inferir que esse mecanismo protetor € independente de GR.

O aumento significativo nos valores de Tl da microglia (secédo 3.2.3) em resposta a
administragao individual de FAB a 10 uM, mas nao de FAB a 1 uM, sugerem que esse efeito
€ especifico dessa concentragao de FAB. De acordo com o teste do MTT, FAB néo é
citotdxico a 10 uM, mas reduziu a média das leituras de absorbancia em relagao ao controle.
Em concordancia com esse resultado, o numero de nucleos marcados por DAPI e de

células Iba-1 positivas foi reduzido significativamente em relagao ao controle. Em conjunto,
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esses resultados sugerem que as alteracdes morfolégicas na microglia tratada com FAB a

10 uM podem ter ocorrido em resposta a morte de parte da populagao celular.

O perfil morfométrico de microglia in vitro, assim como a responsividade a estimulos
de ativagao, e.g. LPS, variam de acordo com a idade do animal da qual a microglia foi obtida
(LAl et a., 2013), com o numero de dias de cultivo (DIV) (SZABO & GULYA, 2013) e com o
agente de ativacdo em si (LAl et al., 2013; FUJITA, 1996). A microglia de ratos neonatos
ou com até 10 DIV tem perfil predominantemente ameboide, indicado pela predominancia
de células com Tl < 3. Até 10 DIV, os valores de Tl variam entre um e 15. Apenas a partir
desse periodo ha uma diversificagdo dos valores de Tl, que passam a variar entre um e 50,
podendo chegar a 81 (LAl et al., 2013; SZABO & GULYA, 2013). De acordo com Szabo e
Gulya (2013), foi reportado por diferentes autores que o estresse sobre as células durante
0 processo de obtengao e langamento da cultura contribui para tornar a microglia reativa e,
portanto, ameboide. A microglia de ratos neonatos é também mais reativa a LPS e a ATP
do que a de ratos jovens e idosos, respectivamente (LAl et al., 2013). Em concordancia
com esses dados, no nosso cultivo (5 DIV), nao houve diferencas significativas para os

valores de Tl entre as condi¢des controle e a maioria dos tratamentos experimentais.

A analise densitométrica demonstrou aumento da expressao relativa de GFAP aos
tratamentos L+R+F1 e L+R+F10 em relagdo ao controle e aos tratamentos L+F1 e L+F10,
respectivamente. Isso sugere que o aumento da expressao relativa de GFAP entre essas
condi¢cdes foi mediado, ao menos parcialmente, por GR. Entretanto, ndo houve alteragao
na expressdao de GFAP nos tratamentos LPS, L+F1, L+F10 em relacdo as condigoes
controle. Esses dados podem sugerir, alternativamente, que o aumento da expressao de
GFAP ocorreu por uma via estimulada por FAB dependente, ao menos parcialmente, de
GR.

5. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Considerados em conjunto, os resultados deste estudo sugerem que, em cultura
primaria de células gliais corticais de ratos neonatos, FAB a 1 ou a 10 uM reduz a expressao
relativa de GFAP através do receptor de glicocorticoide. Entretanto, apenas FAB a 10 uM
alterou a morfologia microglial, mas esse efeito ndo foi mediado pelo receptor de

glicocorticoide.
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Este estudo corrobora a nogao de que a interpretagcao dos dados morfométricos deve
ser feita de acordo com o contexto experimental, visto que diferentes variaveis podem
altera-los. Essas variagbes podem ser explicadas, ao menos em parte, pela plasticidade da
microglia. O mesmo pode ser inferido sobre a interpretacdo das mudancas relativas de
expressdao de GFAP devido a plasticidade também de astrocitos. Além disso, outras
caracteristicas morfolégicas podem ser exploradas, e.g. a distribuicdo do sinal de
fluorescéncia pode indicar padrdes de organizagdao locais do citoesqueleto. Essa
abordagem ¢é interessante também para analisar perfis morfolégicos de astrécitos, por
mensurar caracteristicas locais e que, portanto, ndo dependem da delimitagdo do
citoplasma de células individuais. O aumento do numero de parametros morfolégicos deve
aumentar a quantidade de informagdes funcionais inferidas. O conhecimento dessa
associacao entre morfologia e fungao deve, por sua vez, gerar modelos in vitro que refletem
condig¢des in vivo com maior precisao. Esta associagao esta ainda menos clara no caso de
astrocitos, cuja analise morfométrica € dificultada pela sobreposicdo dos corpos celulares
e prolongamentos que impedem a distingdo de células individuais. A medida que analises
morfométricas forem incorporadas em diferentes contextos (e analisadas conjuntamente
com estudos ja publicados envolvendo morfologia, dados moleculares e de expressao
génica), diferentes perfis morfolégicos serdo mais informativos sobre as condigbes
estudadas, tanto em estudos posteriores quanto na possivel re-interpretagdo de dados ja
obtidos.
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