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RESUMO

A utilizagdo de flavondides no tratamento de patologias do sistema nervoso
central (SNC) ainda é bastante incipiente, em parte, pelo pouco conhecimento a
respeito de suas agdes nesse sistema.

Neste trabalho, investigamos a acado direta e indireta (via astrocitos) do
flavonoide casticina, extraido de Croton betulaster, planta tipica do estado da Bahia,
na morfogénese neural in vitro, utilizando 3 paradigmas experimentais: 1) cultura de
precursores neurais derivados de coértex cerebral de ratos Wistar de 14 dias
embrionarios (E14); 2) culturas de astrécitos derivados de coértex cerebral de ratos
neonatos e 3) coculturas de astrécitos com precursores corticais. A analise da
proliferacéo, diferenciacao e morte celular foi feita por imunofluorescéncia para BrdU
(Bromodeoxiuridina), B-tubulina 1l ou GFAP (proteina acidica fibrilar glial; marcador
de neurdnio e astrocito, respectivamente) e caspase-3 ativada, respectivamente.

Para analise do efeito direto, precursores foram mantidos por 24 horas
simultaneamente em presenca de 10 uM de casticina e 1 pg/ml de BrdU.
Observamos um aumento de 70% na populagdo B-tubulina Il positivas
acompanhado de uma redugéao de 50% na morte de neurénios, sugerindo um efeito
neuroprotetor para a casticina.

Com o objetivo de estudar as acbes da casticina na biologia astrocitaria
normal, analisamos por Western blot e imunofluorescéncia os niveis de GFAP em
culturas tratadas por 1 e 10 uM de casticina. Nao observamos alteragoes
significativas nos niveis dessa proteina nem da proliferagdo astrocitaria, a julgar
pelos niveis de incorporacao de BrdU. Esses dados sugerem que embora a casticina
seja um potente inibidor do crescimento tumoral glial, ndo interfere na proliferagéo de
astrécitos normais, caracteristica relevante para sua utilizagdo como agente
antitumorigénico.

Para analisar os efeitos indiretos de casticina, culturas de progenitores
corticais E14 foram plaqueadas sobre monocamadas astrocitarias tratadas por
10 uM de casticina. Nessas condi¢des, observamos um aumento de 40% no numero
de neurbnios. Ao contrario da acao direta, ndo observamos alteracdo na morte de
neurénios, mas uma diminuicdo de 40% na morte de progenitores neuronais. Esse
efeito foi mimetizado pela presenga de meio condicionado de astrécitos tratados,
sugerindo o envolvimento de fatores soluveis nesse evento.

Em conjunto, nossos dados demonstram que a casticina tem uma agao
neuroprotetora, apontando para 2 diferentes mecanismos de agao: direto, através da
diminuicao da morte neuronal; 2) indireto, através da inducéo da secrecao de fatores
soluveis astrocitarios protetores para progenitores neurais. Nosso estudo abre
perspectivas para a utilizacdo desse flavondide no tratamento de doencas
neurodegenerativas e tumores do SNC, além de contribuir significativamente para o
entendimento do papel das interagdes neuro-astrocitarias no desenvolvimento e
patologias do SNC.



ABSTRACT

The use of flavonoids on the therapy of central nervous system (CNS)
pathologies is still incipient, particularly due to the lack of data regarding their action
in the brain.

In this work, we investigated the direct and indirect action (by astrocytes) of the
flavonoid casticin, extracted from Croton betulaster, typical plant of the State of
Bahia, in neural morfogenesis in vitro, by using 3 experimental paradigms: 1) neural
precursors culture derived from cerebral cortex of 14-days Wistar rat embryos (E14);
2) astrocytes cultures derived from cerebral cortex of newborn rats and 3) cocultures
of cortical precursors onto astrocytes monolayers. Proliferation, differentiation and
cellular death were accessed by immunofluorescence for BrdU (Bromodeoxiuridine),
B-tubulin 1l or GFAP (glial fibrillary acidic protein; neuron and astrocyte markers,
respectively), and activated caspase-3, respectively.

In order to access casticin direct effect, precursors were kept for 24 hours in
the presence of 10 uM of casticin and 1 ug/ml of BrdU, simultaneously. We observed
a 70% increase in the number of B-tubulin Il positive cells followed by a 50%
decrease in neuronal death, thus suggesting a neuroprotector effect for casticin.

With the aim of study the action of flavonoid on normal astrocytes, we
analyzed by Western blot and imunofluorescence assays, the GFAP levels of
casticin-treated cultures (1 uM or 10 uM). We did not observe significant alterations in
GFAP levels neither in astrocyte proliferation (measured by BrdU incorporation).
These data suggest that although casticin is a powerful glial tumoral growth inhibitor,
it does not affect normal astrocytes proliferation, which is an excellent characteristic
for its use as antitumoral agent.

In order to analyse indirect effects (via astrocytes), precursors culture derived
from E14 cerebral cortex were kept for 24 hours onto casticin-treated astrocyte
monolayers. At this situation, we observed a 40% increase in the number of neurons.
In contrast to the direct effect, we did not observe changes in neuronal death but a
40% decrease in the death of neural progenitors. This effect was reproduced by
conditioned medium derived from flavonoid treated-astrocytes.

Together, our data demonstrate that casticin has a neuroprotector action,
possibly by 2 different mechanisms: 1) direct, by decreasing neuronal death; 2)
indirect, by inducing astrocytes to secrete soluble factors which decrease neural
precursor’s death. Our work might open new perspectives for the use of casticin in
the treatment of neurodegenerative diseases and CNS tumors and greatly contributes
to elucidate the role of neuro-astrocyte interactions in nervous system development
and pathology.

Xi



ABREVIATURAS

AIDS- sindrome de imunodeficiéncia adquirida
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1. INTRODUCAO

1.1. AS CELULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sistema nervoso central (SNC) é composto basicamente por dois tipos
celulares: os neurbnios e as células da glia (Figura 1). A glia foi inicialmente descrita,
na primeira metade do século XIX, pelo patologista Rudolf Virchow, como um tecido
conectivo do sistema nervoso (SN), conhecido como “cola neural” (Kimelberg, 2004).
Durante muitos anos, estas células, posteriormente chamadas de neuroglia, foram
deixadas em segundo plano e consideradas como acompanhantes passivos dos
neurbnios. Atualmente, propde-se que as células gliais possam desempenhar,
juntamente com os neurdnios, uma série de fungdes relevantes no processamento
das informagdes, garantindo o desenvolvimento e funcionamento do SNC (Gomes, &
Rehen, 2004). As células da glia sdo as mais abundantes do SN de vertebrados,
correspondendo a 65% nos roedores e 90% nos humanos (Kandel et al., 2000). A
glia subdivide-se em duas classes: a microglia e a macroglia (Golgi, 1885; Ramon y

Cajal, 1911 apud Somjem, 1988; Tardy, 1991; Lent, 2001).

As células da microglia apresentam corpo celular pequeno e comportam-se
como fagoécitos que s&o normalmente mobilizados apos infecgdes, lesdes ou
doengas neurodegenerativas. Sua origem é motivo de intensas discussdes; porém,
no momento, acredita-se que elas sejam provenientes de macréfagos que invadem o
SN através dos vasos sanguineos em algum momento do desenvolvimento (Lima et
al., 2001; Vilhardt, 2005). Suas fung¢des estao relacionadas a fagocitose, inflamacgéao
e apresentacéo de antigenos constituindo, assim, defesa contra patdégenos invasores

(Aloisi, 2001). Estas células ainda podem secretar substancias neurotréficas e ativar



astréocitos — facilitando a sobrevivéncia de neurbnios — ou estar associadas a
processos degenerativos como a Doenga de Alzheimer, Doenca de Parkinson,
Esclerose Multipla e a deméncia associada a Sindrome de Imunodeficiéncia

Adquirida (AIDS) (Dickson et al., 1993).
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Figura 1. Esquema ilustrando os diferentes tipos de células do sistema nervoso
central: neurdnios e células da glia.

(Fonte: http://www.colorado.edu/kines/Class/IPHY3430-200/image/qgila.ipq)

Os principais componentes da macroglia sdo os ependimdcitos,
oligodendrdcitos e astrocitos (Figura 1). Os ependimdcitos ou células ependimarias
sdo células que revestem os ventriculos e o canal central da medula. Elas participam
da producdo do liquor ou liquido cérebro-espinhal, que preenche o espaco

ventricular (Reichenbach & Robinson, 1995). Os oligodendrdcitos séo células



relativamente pequenas cujos prolongamentos envolvem os axénios dos neurdnios

formando assim a bainha de mielina do SNC (Kandel et al., 2000; Lent, 2001).

A maior parte dos astrécitos do cértex cerebral origina-se de um tipo celular
especifico denominado glia radial. Presentes em algumas regides do cérebro,
transitoriamente, durante o desenvolvimento, a glia radial tem um papel crucial na
construcdo do SN. Inicialmente identificada como a célula responsavel por dar
suporte a migragao e posicionamento neuronal durante o desenvolvimento do cértex
cerebral (Levitt & Rakic, 1980; Anton et al., 1996; Gaiano et al., 2000; Hartfuss et al.,
2001; Poluch & Juliano, 2007) hoje, sabe-se que estas células apdés o fim da
migracdo neuronal dao origem nao s6 aos astrécitos como a maior parte dos
neurdnios corticais, inclusive em humanos (Malatesta, 2000; Hartfuss et al., 2001;
Noctor et al., 2002; Antony et al., 2004; Mo et al., 2007; Stipursky & Gomes, 2007).
As recentes descobertas de que as células de glia radial sdo progenitoras tem
colocado em discussao por diversos autores sua classificagdo como célula glial
(Barres & Barde, 2000; Barres, 2003).

Os astrdcitos sao o tipo celular mais numeroso da familia glial, representando
cerca da metade de toda a populagéo da glia (Kandel, 2000; Bear et al., 2002; Tardy,
2002). Estas células estdo envolvidas em diversos eventos no SNC como
manutencdo da homeostase do espacgo extracelular, remogao de neurotransmissores
da fenda sinaptica, controle da concentracédo de ions no fluido extracelular (Bear et
al., 2002), e ainda contribuem ativamente para a resposta imune do SNC contra
agentes quimicos, infecciosos ou traumatismos (Letournel-Boulland et al., 1994;
Barres & Barde, 2000).

Os astrocitos sao diferenciados morfologicamente em dois tipos: os

protoplasmaticos e os fibrosos, encontrados respectivamente na substancia branca e



na substancia cinzenta. Em termos funcionais, ndo foram descritas diferencas
marcantes entre os dois subgrupos celulares (Lent, 2001; Kriegstein & Gotz, 2003;
Kimelberg, 2004). Os astrocitos tendem a ter processos longos a partir do seu corpo
celular, os quais podem aproximar-se dos espacos interneuronais, envolvendo
sinapses, ou envolvendo os nodos de Ranvier, nos axénios (Cajal, 1995; Kandel et
al., 2000). Alguns dos prolongamentos dos astrocitos terminam em estruturas
conhecidas como pés-terminais, em contato com a superficie dos neurbnios com
funcdo de suprimento nutritivo dessas células, ou em contato com a superficie dos
vasos sanguineos do encéfalo, contribuindo juntamente com as células endoteliais
destes vasos, para a formagao da barreira hematoencefalica (BHE), essencial para a
manutencgao da integridade do SNC (Youdim et al., 2004). Mais recentemente, a forte
associagdo dos astrécitos aos vasos sanguineos foi relacionada a um novo
mecanismo de migracdo neuronal, denominada migracdo vasofilica. Nesse
processo, neurbnios localizados no bulbo olfatério de roedores utilizam vasos
sanguineos como guias para dispersdo no bulbo. A interacdo entre os neurbnios e
0s vasos é mediada pela matriz extracelular e os astrocitos perivasculares (Bovetti et
al., 2007).

Além das caracteristicas morfofuncionais, os astrocitos podem ser
identificados pela expressao de duas classes majoritarias de proteinas de filamento
intermediario (FI): GFAP (proteina acidica fibrilar glial) e vimentina. Durante a
astrocitogénese, observa-se a transicdo na expressao dos genes dessas proteinas
de FI, de forma que vimentina, expressa em precursores astrocitarios e astrécitos
imaturos € gradativamente substituida por GFAP (Bignami & Dahl, 1989). Embora
recentemente encontrada em outros tipos celulares, GFAP ainda tem sido

reconhecida como um marcador majoritario de diferenciacdo astrocitaria e de



astrécitos reativos (Eng et al.,, 1971; Dahl & Bignami1973). Esses ultimos,
caracterizados por acumulo de filamentos ricos em GFAP e por intensa
multiplicacdo, sdo caracteristicos de resposta a lesdes do SN. Nessas situacdes, os
astrocitos podem formar uma cicatriz ao redor de locais lesionados no SNC,
constituindo o fendmeno conhecido como astrogliose ou gliose reativa (Eng et al.,
1992; Aschner, 1998; Lent, 2001).

Desde sua descricdo por Virchow, tem crescido substancialmente o interesse
pelas células gliais. Diversos estudos tém mostrado que essas células participam
ativamente de processos relevantes para o desenvolvimento e manutencdo do SN,
na maior parte das vezes atuando em conjunto com os neurénios na determinagao
da arquitetura morfo-fisiologica do SN. Atualmente, a glia esta longe de ser
considerada um mero coadjuvante no SN. As crescentes evidéncias das células de
glia radial e astrécitos como candidatos potenciais a células-tronco neurais (Doestch
et al., 1999; Noctor et al., 2002; Mo et al., 2007), juntamente com diversas evidéncias
da participagdo dos astrécitos na transmisséo sinaptica (Barres & Barde, 2000),
ressaltam a relevancia de se entender os mecanismos que modulam a interacéo

entre as células gliais e as neuronais.

1.1.1. INTERACOES NEURONIO-ASTROCITO

O desenvolvimento do SN é um processo regido pelo balango entre o
programa genético e fatores epigenéticos, resultado estes ultimos das interagbes que
as células fazem ao longo do seu desenvolvimento. Destas interagbes, as neuro-
gliais estdo dentre as que mais se destacam na morfogénese do SN. Essas
interacbes desempenham papel importante em quase todas as etapas da

organizagao da arquitetura cerebral, desde os estagios mais iniciais da neurogénese



ao estabelecimento final das conexdes neurais incluindo processos como
proliferagdo neuronal, migracdo, orientacdo axonal, mielinizagdo, formagao de
sinapse, maturacao glial e sinalizagao neural (Pfrieger & Barres, 1997; Frées et al.,
1999; Lim & Alvarez-Buylla,1999; Gomes et al., 1999a; 1999b; 2001; de Sampaio e
Spohr et al., 2002; Hatten, 2002; Rouach et al., 2002; Song et al., 2002).

O conjunto de dados atualmente disponivel aponta para uma dependéncia
mutua entre neurdnios e astrocitos para o estabelecimento do padrdao de
organizacao final necessario a arquitetura e funcéo cerebral (Pfrieger & Barres, 1997;
Frées et al., 1999; Lim & Alvarez-Buylla,1999; Gomes et al., 1999a; 1999b; 2001; De
Sampaio e Spohr et al., 2002; Hatten, 2002; Rouach et al., 2002; Song et al., 2002).
Dados in vitro indicam que neurdnios modulam a forma, proliferagao e diferenciacao
de astrocitos cerebelares (Hatten, 1985; Swanson et al.,, 1997). Recentemente,
nosso grupo demonstrou que neurdnios corticais modulam a diferenciagao
astrocitaria através da secregcao do fator de crescimento transformante beta 1
(TGF-B1) (Gomes et al., 1999; De Sampaio e Spohr et al., 2002; Sousa et al., 2004;
Gomes et al., 2005).

Durante o desenvolvimento, os astrocitos auxiliam a proliferagcdo e sobrevida
neuronais, o crescimento axonal e a eficiéncia sinaptica (Priefger & Barres, 1997;
Gomes et al., 2001; Song et al., 2002; Gomes & Rehen, 2004; Martinez & Gomes,
2002; 2005). Sabe-se hoje que existe neurogénese no SN intacto de mamiferos
adultos, porém é restrita a poucas regides (Temple & Alvarez-Buylla, 1999; Gage,
2000; Temple, 2001; Rakic, 2002). Acredita-se que a capacidade neurogénica
dessas regides esteja, em parte, associada a certos sinais provenientes de astrocitos
de regides especificas do SNC, a exemplo do hipocampo (Song et al., 2002). Lim &

Alvarez-Buylla (1999) demonstraram que o suporte astrocitario € fundamental, como



microambiente neurogénico, para as células da zona subventricular (camada
proliferativa), contribuindo para a sua diferenciagcdo em neurdnios no SN adulto.

Os astrécitos representam praticamente metade do numero total de células,
no cérebro de um mamifero adulto, e promovem suportes estrutural, metabdlico e
trofico para os neurdnios (Banker, 1980). As células astrocitarias produzem a maioria
dos componentes da matriz extracelular (MEC) no SNC incluindo a fibronectina e
laminina que estao fortemente envolvidas na determinagao da polaridade neuronal e
crescimento axonal (Chamak & Prochiantz, 1989; Costa et al., 2002).

Mais recentemente, Lie e colaboradores (2005) identificaram a expressao de
muitos membros da familia wnt, incluindo wnt3, em astrécitos hipocampais adultos.
Esta molécula faz parte de uma ampla familia de fatores de crescimento,
constituidos de glicoproteinas secretadas que desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento embrionario e fetal (Gordon & Nusse, 2006). Além disso, os autores
sugerem que a sinalizagdo deste fator é o principal regulador da neurogénese
hipocampal no adulto e pode estar relacionada a fungées do hipocampo. Um outro
fator descrito possivelmente envolvido com a neurogénese é o acido retindico (AR), o
qual, segundo Koérnyei e colaboradores (2007), tem agdes complementares as agoes
do wnt na regulacédo da neurogénese.

Os astrdcitos constituem a principal fonte de fatores tréficos importantes para
a sobrevida neuronal. Essas células secretam uma série de fatores de crescimento
(fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento da epiderme (EGF),
fator de necrose tumoral (TNF), TGF-B etc) e elementos de MEC (Figura 2), tanto
em situagdes fisioldgicas como patolégicas do SN (Garcia-Abreu et al., 1995; Trentin

et al., 1995; Gomes et al., 1999a; Martinez & Gomes, 2002; 2005).



Sobrevida

TGFp

fibronectina

laminina Crescimento axonal

Eficiéncia sinaptica

Neurdnio

Astrocito

Figura 2. Interacdo neurdnio-astrocito. As células astrdcitarias secretam uma série
de fatores de crescimento (FGF, TNF, TGFB) e elementos de matriz extracelular
(fibronectina, laminina) importantes para a sobrevida e o funcionamento neural.

Uma das fungdes mais marcantes dos astrécitos durante o desenvolvimento
do SNC refere-se a proteg¢ao contra neurotoxicidade do neurotransmissor excitatério,
glutamato. Esse mecanismo é mediado pela secre¢ao de membros da familia TGF-
pelos astrocitos em resposta ao excesso de glutamato no ambiente (Bruno et al.,
1998).

O funcionamento adequado dos circuitos neurais requer a formacdo de uma
grande quantidade de contatos sinapticos. De longa data sabe-se que os astrocitos
atuam nas atividades sinapticas seja pela manutengdo da concentragdo de ions no
meio extracelular ou pela remocédo de neurotransmissores da fenda sinaptica apos
sua liberacao (Kandel et al., 2000). Atualmente, no entanto, evidéncias apontam para
outras participagdes ativas da glia neste processo. O numero total de sinapses néo é
uma propriedade intrinseca do neurbnio, mas pode ser profundamente regulado por

sinais extrinsecos. Na auséncia de glia, neurbnios em cultura apresentam apenas



uma limitada habilidade de formar sinapses, ja em presenga de astrocitos, existe a
formacgdo de sinapses estruturalmente maduras e funcionais (Ullian et al., 2001).
Além da sinaptogénese, hoje se sabe que os astrocitos também influenciam o
crescimento axonal, guiando-o tanto durante o desenvolvimento do SN, quanto na
recuperagao apos lesées, mesmo em adultos (Garwood et al., 1999; Costa et al.,
2002; Nadarajah, 2003). Diversos trabalhos evidenciam que o contato com a célula
glial ou fatores soluveis derivados da glia auxiliam ativamente no controle da
formacdo e no funcionamento das sinapses durante o desenvolvimento e nos
organismos adultos (Ullian et al., 2001; Nagler et al.,, 2001; Christopherson et al.,
2005). Mais ainda, as células gliais tém-se revelado importantes moduladores da
plasticidade neural adulta, dando suporte ao aprendizado e a meméaria (Ullian et al.,
2001).

Embora muitos fatores de crescimento ajam diretamente nos neurénios, varias
moléculas agem, indiretamente, via células gliais, especialmente através dos
astrécitos (para revisdo ver Gomes et al., 2001; Gomes & Rehen, 2004). O fato de
astrécitos poderem ser mediadores de compostos que induzam a neurogénese, tanto
durante o desenvolvimento, quanto no cérebro adulto, abre grandes perspectivas
para o papel dessas células em procedimentos de terapia celular. A descoberta de
compostos capazes de induzir a diferenciacdo e sobrevida neuronais, assim como a
elucidacao de seus mecanismos de agao (direto ou via astrocito), podera representar
um salto qualitativo na terapia de doengas neurodegenerativas. Nesse cenario, uma
das substancias que vém sendo mais explorada recentemente sao os flavondides,
compostos cujas agdes no SN, embora nao completamente elucidadas, parecem
representar importantes promissores no tratamento de diversos tumores do sistema

nervoso e doengas neurodegenerativas (Schmitt-Schillig et al., 2005).
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1.2. Os FLAVONOIDES

Os flavondides sao estruturas polifendlicas de baixo peso molecular,
hidrossoluveis, presentes nos vacuolos das células vegetais e representam o maior
grupo de compostos fendlicos naturais, sendo o mais estudado dentre os metabdlitos
secundarios (Raven et al., 2001; Yunes & Calixto, 2001). Sao derivados de benzo-
gama-pirona, os quais sado estruturalmente constituidos de 15 atomos de carbono
(C15) no seu esqueleto fundamental (Yokozawa et al., 1997), possuindo uma
estrutura comum, caracterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo
oxigenado (anel C) (Yunes & Calixto, 2001). Esses compostos estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, geralmente na forma soluvel de heterosideos,
presentes em todas as angiospermas (plantas que produzem flores e frutos). Sendo
assim, os flavondides fazem parte obrigatoriamente da dieta humana (Yunes &
Calixto, 2001). O consumo diario destes compostos esta em torno de 23 mg/dia dos
quais a maior parte representada pela quercetina, especialmente devido a ingestao
de alimentos como o cha preto, cebolas, frutas (como a maga) e o vinho (Hertog,
1996; Martinez-Flérez et al.,, 2002). Mais de quatro mil compostos flavonodides
distintos sdo descritos e subdivididos em classes como: flavanodis, flavanonas,
antocianinas e flavonas (Yunes & Calixto, 2001).

O termo “flavondide” deriva do latim flavus que significa amarelo. Os grupos
flavonadis e flavonas, no entanto, sdo incolores e a classe das antocianinas possui
substancias que variam no espectro de coloragcédo do verde ao azul (Yunes & Calixto,
2001; Raven et al., 2001; Lopes et al., 2003).

Nos vegetais, os flavondides desempenham fungbées como bloqueio da
radiacdo ultravioleta extrema permitindo a passagem seletiva de luz nos

comprimentos de onda importantes para a fotossintese; nas flores, atuam como
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sinais visuais atraindo animais polinizadores e regulam o crescimento vegetal (Yunes
& Calixto, 2001; Raven et al., 2001; Lopes et al., 2003).

Nos ultimos anos, o interesse pelos efeitos farmacolégicos e bioquimicos dos
flavondides tem crescido bastante, uma vez que membros dessa familia isolados de
diferentes plantas tém revelado uma variedade de efeitos biolégicos também no
reino animal. Esses efeitos incluem propriedades anti-bacterianas, anti-fungicas e
anti-viréticas (Hostettman et al., 1995; Wood et al., 1999; De Clercq, 2000; van der
Watt & Pretorius, 2001); atividade anti-tumoral, especialmente contra cancer de
mama, cancer de colo e leucemia (Richter et al., 1999; Xiao et al., 2001); atividade
hepatoprotetora, anti-ulcerogénica, anti-oxidante, anti-hipertensiva, hipolipidémica,
anti-plaquetaria, anti-alérgica, anti-inflamatéria e anti-angiogénica (Féormica &

Regelson, 1995; Tan et al., 2003).

Em humanos, devido a baixa solubilidade dos flavondides agliconas em agua,
ao pouco tempo em que estas moléculas permanecem no figado e ao seu baixo
coeficiente de absorgcdo, é praticamente impossivel a intoxicagcdo aguda pelo
consumo de flavondides, exceto em situagdes raras de alergia. Dessa forma, a
margem de seguranga para o uso terapéutico em humanos é muito grande o que
facilita a sua utilizagdo em processos terapéuticos (Grotz & Gunter, 1971 apud

Hvsteen, 2002).

1.2.1. GENERO CROTON

A familia Euphorbiaceae, uma das maiores e mais diversas das familias das
angiospermas, possui mais de sete mil espécies distribuidas em todo o mundo,
principalmente nas regides tropicais sendo considerada uma das familias

representativas da regido da Chapada Diamantina, no Nordeste brasileiro (Stannard,
12



1995). O género Croton é considerado o segundo maior desta familia, constituido por
cerca de 700 espécies, 400 das quais sao encontradas no Brasil (Bressan et al.,
1998). A estrutura bioquimica deste género tem sido bastante explorada e os
estudos fitoquimicos efetuados tém conduzido ao isolamento de alcaldides,
flavondides, triterpendides e uma grande variedade estrutural de diterpendides
(Farnsworth et al., 1969; Pieters et al., 1995; Bittner et al., 1997; Lencina et al., 2001;
Palmeira Junior, 2005; Santos et al., 2005). Dentre as atividades farmacolégicas do
Créton comprovadas em estudos experimentais destacam-se o seu potencial
antiinflamatério (Falcdo et al.,, 2005), anti-ulcerogénico (Almeida et al., 2002),
antidiabético (Barbosa-Filho et al., 2005), inibitério da enzima acetilcolinesterase
(Barbosa-Filho et al., 2006), entre outras (Otshudi et al., 2000; Palmeira Junior,
2005).

As plantas do género Croton biossintetizam principalmente, como metabdlitos
secundarios, diterpenos e alcaldides (Charris et al., 2000), mas também produzem
triterpenos (Marciel et al.,, 1998), sesquiterpenos, monoterpenos (Martins et al.,
2000), flavondides (Guerrero et al., 2002) e outros metabdlitos. A espécie Croton
betulaster (Figura 3) esta presente na regido da Chapada Diamantina, no estado da
Bahia (Stannard, 1995). De extratos organicos das folhas de Croton betulaster ja
foram isolados terpenos, alcaléides, Oleos essenciais, além dos flavondides
acacetina, gencuanina, pendulentina, e casticina (Barbosa, 1999; Barbosa et al.,

2003; 2004).

1.2.2. O FLAVONOIDE CASTICINA

O flavondide casticina (5,3-dihidroxi-3,6,7,4'—tetrametoxiflavona) (Figura 3) ja

foi isolado de plantas de diferentes géneros, como por exemplo da Viticis fructus
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(Vitex rotundifolia) (Kobayakawa et al., 2004), Achillea millefolium (Haidara et al.
2006), Artemisia annua (Han et al., 2007) e da Vitex agnus (Hajdu et al., 2007).
Recentemente, este flavondide foi isolado de extratos organicos de folhas de Croton
betulaster, planta encontrada na regido da Chapada Diamantina, no estado da Bahia
(Barbosa, 1999; Barbosa et al., 2003; 2004). Seu papel na inibigdo da proliferagao e
crescimento de linfocitos de camundongo ja foi demonstrado (You et al., 1998). Mais
recentemente, Kobayakawa e colaboradores (2004) demonstraram o efeito inibitorio
da casticina na proliferagcao de células de carcinoma epidermoide humano (linhagens

KB e A431).
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Figura 3. (A) Exsicata de Croton betulaster, catalogada sob n° 031762, no Herbario
Alexandre Leal Costa (IB-UFBA). Fonte: Barbosa, 1999; Barbosa et al., 2003; (B)
Esquema ilustrando a formula estrutural da casticina (5,3-dihidroxi-3,6,7,4'—
tetrametoxiflavona);

Fonte:http://pharm1.pharmazie.uni-greifswald.de/systematik/12 forml/casticin.htm
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1.3. FLAVONOIDES E O SISTEMA NERVOSO

Alguns estudos vém demonstrando a influéncia de flavondides sobre as
células do SNC. A barreira hemato-encefalica (BHE) tem o importante papel de
regular o acesso de moléculas polares e de macromoléculas circulantes na corrente
sanguinea para o cérebro. Apesar de evidéncias da fungao neuroprotetora de alguns
flavondides (Schmitt-Schillig et al., 2005), ainda pouco se sabe a respeito da
capacidade destes compostos atravessarem a BHE. Aparentemente, alguns
flavondides como a epigalocatequina galato (Suganuma et al., 1998), a naringenina
(Peng et al., 1998) e a hesperetina (Tsai & Chen, 2000) administrados por diferentes
vias tém a capacidade de atravessar a BHE. Esses dados sugerem que o sistema
nervoso possa ser alvo da agao desses compostos. Essa idéia pode ser reforcada
por algumas evidéncias, por exemplo: 1) o flavondide quercetina atua como agonista
de receptores de adenosina no cérebro de humanos (Blardi et al., 1999);
2) derivados sintéticos de flavonas ligam-se a receptores benzodiazepinicos (Viola et
al., 2000); 3) polifendis naturais apresentam potente acao neuroprotetora para
neurénios dopaminérgicos em cultura (Mercer et al., 2005); 4) o flavondide
quercetina modula os niveis cerebrais de 6xido nitrico hum modelo de isquemia
global (Shutenko et al., 1999).

Ainda que varios estudos tenham demonstrado a capacidade de diferentes
flavondides em atravessar a BHE e exercerem um efeito neuroprotetor, Dajas e
colaboradores (2001; 2003a) fazem uma comparagéo entre potencial antioxidante e
neuroprotetor de alguns flavondides, como a quercetina e boldina, em culturas de
células e in vivo, chamando ateng¢ao para o fato de que in vivo a quercetina nao foi

capaz de proteger neurdnios da substancia nigra apos indugédo de danos oxidativos,
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0 que provavelmente estaria associado a dificuldade dessas moléculas em

atravessar a BHE.

Nos ultimos anos, o Laboratério de Neuroquimica do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia tem estudado o papel de flavondides
extraidos de plantas nativas do estado Bahia e adotadas na Medicina Popular, no
desenvolvimento de células do sistema nervoso in vitro. Investigou-se a acéo do
flavondide rutina (extraido de Dimorphandra mollis), dos flavondides acacetina,
casticina, apigenina e pendulitina (extraidos de Croton betulaster) e do biflavondide
agatisflavona (extraido de Caesalpynia pyramidalis) em células gliais. Foi verificado
que estes flavondides inibem o crescimento de células gliais tumorais e induzem
essas células a diferenciacado do tipo astrocitaria ou a apoptose (Silva et al., 2002;

2004; Bahia et al., 2005; Freitas et al., 2006, 2007).

O uso terapéutico de plantas parece ser tdo antigo quanto a prépria espécie
humana (Wilhelm Filho et al., 2001) e a utilizagdo de plantas com fins medicinais,
para tratamento, cura e prevencao de doengas é uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade (Akerele, 1993 apud Veiga Junior, 2005). No inicio
da década de 1990, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80%
da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (Sampson et al., 2000
apud Salatino et al., 2007). Uma enorme variedade de plantas é usada na medicina
popular no Brasil e em outros paises (Hostettman et al., 1995; Wood et al., 1999; De
Clercq, 2000; van der Watt & Pretorius, 2001). No Brasil, 0 uso de plantas medicinais

e a automedicacao, principalmente na regidao Nordeste, € bastante comum.

Embora a utilizacdo dos flavondides na terapia de diversos sistemas
organicos seja bastante comum, sua utilizacdo no tratamento de patologias do
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sistema nervoso ainda € bastante incipiente. Isso se da em parte gragas ao pouco
conhecimento a respeito de suas acdes nesse sistema. Desta forma, fica clara a
necessidade de se entender ndo s6 as agdes como 0s mecanismos moleculares

mediadores dos efeitos dos flavondides no sistema nervoso central.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL:

Estudar os efeitos do flavonoide casticina na morfogénese neural in vitro.

2.2. ESPECIFICOS:

e Analisar o papel do flavondide casticina na proliferagdo e diferenciacao
astrocitaria;

e Analisar o efeito direto do flavondide casticina na morte, proliferagcdo e
diferenciagao de precursores neurais do cortex cerebral,;

e Analisar o papel dos astrécitos como mediadores dos efeitos do flavondide

casticina na morte, proliferacao e diferenciacdo de precursores neurais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. O FLAVONOIDE

O flavonodide casticina (5,3’-dihidroxi-3,6,7,4’—tetrametoxiflavona) foi extraido
de folhas de Croton betulaster (Euphorbiaceae), arbusto que ocorre largamente na
regido da Chapada Diamantina - Bahia, e caracterizado no Laboratério de Quimica
Organica e Produtos Naturais (Instituto de Quimica/UFBa), segundo protocolo
estabelecido por Barbosa (2004). A caracterizagao das moléculas puras foi realizada
por ressonancia magnética nuclear do °C e 'H, além de espectro infravermelho,
sendo as estruturas confirmadas por ressonancia magnética nuclear do 'H. O
composto foi obtido sob a forma de pd e dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma Chemical Co) em solugbes estoques de 20 mM que foram mantidas
protegidas da luz a -20°C (Barbosa, 1999). A diluicédo final do reagente foi obtida no
momento do tratamento diluindo-se a solugado concentrada diretamente no meio de
cultura. Foi utilizada a concentracao final de 10 uM do flavondide na maior parte dos
experimentos. Em alguns experimentos, para a analise da morfologia astrocitaria, as

culturas foram tratadas com diferentes concentragdes do flavonéide (1 uM e 10 pM).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar recém-natos e embrionarios de 14 dias (E14).
Esses ratos foram manipulados de acordo com a Comisséo de Avaliagdo do Uso de
Animais em Pesquisa (CAUAP) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, respeitando as normas e recomendacdes

nacionais e internacionais.
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3.3. CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

Astrocitos de coértex cerebral de ratos Wistar recém-natos foram extraidos
livres das meninges e dissecados criteriosamente (Gomes et al., 1999a). As
estruturas cerebrais foram mantidas em PBS-glicose (tampéao salina fosfato: 8% de
NaCl; 5,36% de Na;HPO4; 0,4% KH,PO4 e 0,9% de KCI com glicose 0,6%) durante
todas as etapas de dissecgao e dissociagao. A densidade de plagueamento utilizada
foi de 3x10° células por poco de 16 mm de diametro e 3x10° por garrafa de 25 cm?,
sendo ambos previamente tratados por poliornitina (1,5 pug/ml, Sigma). As células
foram mantidas por aproximadamente 7 a 10 dias em meio de Dulbecco's Modified
Eagle suplementado com o nutriente F-12 (DMEM-F12, Invitrogen Life
Technologies), suplementado com glicose (33 mM, Merck), glutamina (2 mM,
Calbiochem), bicarbonato de sdodio (3 mM, Merck), penicilina/estreptomicina (0,5
mg/ml) e fungizona (2,5 ug/ml, Squibb) e 10% de soro fetal bovino (Invitrogen Life
Technologies), até a cultura atingir a semi-confluéncia, a 37°C, sob uma atmosfera

Umida de 5% de COZ. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Durante o cultivo e

apo6s atingirem a confluéncia, as culturas foram analisadas por microscopia de

contraste de fase em microscépio 6tico invertido Nikon TE300.

3.4. CULTURA SECUNDARIA DE ASTROCITOS

As culturas secundarias foram preparadas como descrito por Trentin et al.,
1998. Culturas primarias de coértex de ratos recém-natos apos atingirem a
confluéncia foram tripsinizadas e replaqueadas numa densidade de 150.000 células
por poco (placa de 24 pogos) em meio DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal

bovino por 24 horas quando entdo se procedeu ao tratamento por flavondide.
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3.5. TRATAMENTO PELO FLAVONOIDE

Apos atingirem a semi-confluéncia, as monocamadas astrocitarias primarias
foram lavadas 3X com meio DMEM-F12 sem soro e tratadas por 10 uM do
flavondide casticina por um periodo de 24 horas em auséncia de soro fetal bovino.
As culturas controle foram mantidas por tempo correspondente em presenga de
DMSO, em volume equivalente ao tratado ou apenas em presengca de meio sem
soro. Para efeito de comparacdo, todos os controles dos experimentos foram
considerados aqueles em presenca de DMSO. No caso das culturas secundarias,
apos 24 horas em DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino, as
culturas foram lavadas em meio sem soro (MSS) e mantidas por mais 24 horas em

auséncia ou presenga de 1 uM e 10 uM de casticina.

3.6. PREPARACAO DE MEIO CONDICIONADO ASTROCITARIO

A preparacédo do meio condicionado (MC) de astrécitos foi procedida da
seguinte forma: ap6s o tratamento com 10 puM de casticina como descrito
anteriormente, o meio foi substituido por DMEM/F12 e a cultura mantida por mais 24
horas. Apds esse periodo, o meio condicionado derivado tanto dos astrdcitos
tratados com a casticina (MC Casticina) quando das culturas controle (MC Controle)
foi recolhido, centrifugado a 1500 g por 10 minutos e entdo usado imediatamente ou

armazenado em aliquotas a —70°C para o uso posterior.

3.7. CULTURA DE PRECURSORES NEURAIS E COCULTURA

As culturas de precursores corticais foram preparadas a partir de cortex

cerebral derivados de ratos Wistar com 14 dias embrionarios (E14) (Sousa et al.,
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2004). As células foram dissociadas e plaqueadas em laminulas de vidro em placas

de cultura de 24 pogos com 16 mm, previamente tratadas por poliornitina (1,5 ug/ml,

Sigma Chemical Co). A densidade de plaqueamento utilizada foi de 1x105 células por
poco. As culturas foram mantidas por aproximadamente 24-48 horas em presenca de
meio DMEM-F12 (Invitrogen Life Technologies), a 37°C, sob uma atmosfera umida

de 5% de COZ.

. i 4

Para os ensaios de cocultura, os precursores neurais (5x10 /pogo) foram
plagueados sobre monocamadas astrocitarias tratadas ou ndo por 10 yM de
casticina, como descrito previamente. As coculturas foram mantidas por 24 horas

em meio DMEM-F12 sem soro a 37°C, em atmosfera umida de 5% de CO..

3.8. ENSAIOS DE PROLIFERACAO

Para a analise da proliferagdo, utilizamos o analogo de timidina e marcador de
proliferagdo celular, bromodeoxiuridina (BrdU) (Gomes et al., 1999b). Culturas de
precursores neurais, culturas secundarias de astrocitos e coculturas foram incubadas
por 24 horas simultaneamente em presenca de 1 ug/ml de BrdU (Sigma Chemical
Co) e casticina. A adicao das drogas foi feita 2 horas apds o plagueamento dos
precursores com o objetivo de nao interferir na adesado dessas células ao substrato.
Posteriormente a incubacdo com BrdU, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4%/sacarose 4% por 20 minutos, lavadas 2 vezes com HyO e
incubadas em solugao de HCI 2N a 50°C por 5 minutos. Em seguida, as células
foram lavadas 2 vezes com tampao borato 0,1M, sendo que cada lavagem foi de 10
minutos, a temperatura ambiente. Apds este procedimento, as células foram lavadas
com PBS e processadas para imunofluorescéncia para BrdU. O restante da

imunofluorescéncia se processou como descrito a seguir.
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3.9. IMUNOFLUORESCENCIA

A técnica de imunofluorescéncia utilizada foi a descrita por Gomes et al.
(1999b). Apds decorrido o tempo de tratamento das culturas, as células foram
fixadas por 20 minutos com paraformaldeido 4% (Reagen — Quimibras Industrias
Quimicas S.A., Rio de Janeiro, RJ) sacarose 4% (Nuclear — Casa da Quimica Ind. e
Com. Ltda, Diadema, SP) e, em seguida, procedida a imunofluorescéncia. Apds a
fixagdo, as culturas foram lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas por 5
minutos em PBS Triton X-100 0,2%. Posteriormente, as células foram incubadas em
PBS/BSA 5% por 1 hora e em seguida, com anticorpo primario diluido em PBS-BSA
1% por 12 horas, em camara umida a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas
4 vezes com PBS e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpos
secundarios, conjugados a fluoresceina (FITC) ou Cy3. Apds a incubagao com o
anticorpo secundario, as células foram lavadas 4 vezes com PBS e incubadas com
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) (Sigma Chemical Co) por 10
minutos e montadas em lamina de vidro, com N-Propil galato (Sigma Chemical Co)
para visualizagao ao microscopio de epifluorescéncia Nikon TE 300. Para todas as
reagcdes, o0s controles negativos foram realizados seguindo os mesmos
procedimentos acima descritos, omitindo-se a adicdo de anticorpo primario.

Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: policlonal contra-GFAP
(marcador astrocitario; DakoCytomation California Inc.; 1:200), monoclonal
contra-B-tubulina Il (marcador neuronal; Promega Corporation; 1:1000), policlonal
contra-caspase-3 ativada (Asp 175) (marcador de morte celular; Cell Signaling;
1:100) e o policlonal contra-BrdU (marcador de proliferagdo; Upstate; 1:300). Foram
utiizados o0s seguintes anticorpos secundarios: contra-lgG de camundongo

conjugado a Alexa 488 (Molecular Probes; 1:400); contra-lgG de coelho conjugado a
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Alexa 546 (Molecular Probes; 1:1000) e contra-IgG de rato conjugado a Alexa 546

(Molecular Probes; 1:250).

3.10. ANALISE QUANTITATIVA E ESTATISTICA

As células foram fotografadas a partir do microscopio de epifluorescéncia
Nikon TE 300 e capturadas, para visualizagao no programa Adobe Photoshop CS
versao 8.0.1. Foram quantificados dez campos por experimento, € os numeros foram
langados no programa Excel, onde foram feitas as analises estatisticas. As
diferencas entre os grupos foram analisadas pelo Teste T e considerado significante

o valor de p <0,05.

3.11. EXTRACAO DE PROTEINA TOTAL E WESTERN BLOT

As células em cultura foram lavadas 5 vezes com PBS gelado e entao,
raspadas em tampéo de extragédo de proteina (EDTA 2 mM, DTT 2 mM, benzamidina
1 mM, pepstatina 1 mM, leupeptina 1 mM e TBS). Posteriormente, separou-se uma
aliquota para a dosagem de proteina e as amostras foram tratadas pelo seguinte
tampao de amostra: 7,7% de DTT; 10% de SDS; 40% de Tris 1M pH 6,8; 50% de
glicerol; azul de bromofenol. As amostras foram fervidas por 5 minutos e analisadas

imediatamente por eletroforese em gel de poliacrilamida ou estocadas a -20°C.

A concentracdo de proteina na fracdo foi determinada pelo método de
Bradford, tendo como padrdo a soro albumina bovina (BSA). As determinagdes
foram feitas em duplicatas e a absorbancia foi medida a 595 nm. Paralelamente a
dosagem de proteina das fragdes, foi feita curva padréao de BSA. A concentragdo de
proteina em mg/ml foi determinada a partir de calculos de regressao linear, baseados
nos valores obtidos a partir da curva-padrao.
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Aproximadamente 15 ug de proteina por lane foram submetidas a eletroforese
em géis de acrilamida SDS-PAGE a 10% e separadas com correntes de cerca de 10
mA. ApOs a separacado das proteinas pelo peso molecular, estas foram transferidas
por aplicacdo de campo elétrico para uma membrana do tipo PVDF
(Amersham/Pharmacia Biotech). Apos a transferéncia, a membrana de PVDF foi
incubada com TBS/BSA 5% (Tampao Tris Salina: Tris 20 mM e NaCl 137 mM com
5% de soro albumina bovina) por 1 hora, e entdo com o anticorpo primario a 4°C por
12 horas. Apds este tempo, a membrana foi lavada com TBS/Tween 0,1% por no
minimo 30 minutos e entdo incubada com o anticorpo secundario por 1 hora e 45
minutos a 37°C. Apds a lavagem do anticorpo secundario, a membrana de PVDF foi
processada pelo método de quimioluminescéncia pelo luminol (Super Signal West
Pico Chemiliminescent Substrate/Pierce), que consiste na oxidagdo do luminol,
reagao catalisada pela peroxidase, em presenga de peroxido de hidrogénio. As
bandas correspondentes as proteinas foram captadas por um filme autorradiografico
e analisadas densitometricamente no programa Image J. Os anticorpos primarios
utilizados foram: monoclonal contra-GFAP (Dako Cytomation; 1:500), monoclonal
contra-alfa tubulina (Sigma Chemical Co; 1:1000). Os anticorpos secundarios
utilizados foram contra-IgG de coelho e contra-IlgG de camundongo conjugados a

peroxidase (ambos da Amersham Biosciences; 1:3000) .

3.12. ANALISE DENSITOMETRICA

A analise densitométrica da banda de GFAP e de a-tubulina foi feita no
programa Image J. A intensidade do sinal foi avaliada como quantidade de pixels. As
bandas foram mensuradas pela razdo entre as intensidades das bandas marcadas

para GFAP e a-tubulina.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Neste trabalho, analisamos o efeito do flavondide casticina, extraido de Croton
betulaster, planta nativa do Semi-arido do estado da Bahia, sobre diferentes
aspectos da morfogénese neural in vitro, especificamente a morte, proliferacéo e
diferenciagao de precursores neurais derivados do cortex cerebral de roedores. Em
adicdo, analisamos 2 diferentes mecanismos de agdo da casticina sobre esses

precursores: 1) direto e 2) indireto, mediado por astrocitos.

4.1. EFEITO DIRETO DA CASTICINA SOBRE OS PRECURSORES NEURAIS

Para verificarmos o efeito da casticina sobre os precursores neurais, culturas
primarias de progenitores neurais derivados do cortex cerebral de animais com 14
dias embrionarios foram tratadas por 10 uM de flavonoide por 24 horas. Para analise
da proliferagéo celular, os progenitores foram incubados em presenga do analogo de
timidina, BrdU (1 ug/ml) por 24 horas, seguido de imunodeteccdo para esta
molécula. A morte celular e diferenciagdo neuronal foram analisadas por
imunofluorescéncia para caspase-3 ativada e para o marcador neuronal B-tubulina
Ill, respectivamente.

Adotamos a concentragcéo de 10 uM, uma vez que foi verificado em estudo
prévio que esta concentragdo é subtdxica e ndo mostra influéncia significativa na
viabilidade e crescimento de linhagens de origem glial (Freitas et al, 2007). Além
disso, outros estudos, utilizando diferentes flavonoides, naturais ou sintéticos,
também utilizaram a concentragdo de 10 uM (Sagara et al, 2004; Di Giovanni et al,

2005).
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Como pode ser observado nas Figuras 4 e 5, a casticina nao alterou o
numero de células totais (Figura 4) nem sua proliferagdo (Figura 5). No entanto,
observamos uma diminuicdo de aproximadamente 50% no numero de células
marcadas para caspase-3 ativada, em culturas tratadas pelo flavonéide (Figura 6).
Esses dados sugerem que a casticina possa ter um efeito protetor para células

precursoras neurais do cortex cerebral, reduzindo a morte dessas células.
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Figura 4. A casticina nédo influencia diretamente o numero de células totais. Culturas
de progenitores neurais foram preparadas a partir de coértex cerebral de ratos Wistar
com 14 dias embrionarios (E14). As células foram mantidas por 24 horas em
presenca de 10 uM de casticina (B) ou do seu diluente DMSO (A, Controle).
Posteriormente, o numero de células foi quantificado através da marcacao nuclear
com DAPI (C). Nao observamos diferenca no numero de células totais apds o
tratamento dos precursores com o flavondide. A barra de calibragao corresponde a

30 um.
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Figura 5. A casticina ndo influencia a proliferacdo de progenitores corticais. Culturas
de progenitores foram preparadas a partir de cortex cerebral de ratos Wistar E14. As
células foram mantidas por 24 horas simultaneamente em presenga de 10 uM de
casticina (B) ou do seu diluente DMSO (A, Controle) e do analogo de timidina
bromodeoxiuridina, BrdU (1 ug/ml). Posteriormente, as células foram imunomarcadas
para BrdU e o numero de células BrdU positivas foi analisado (C). A casticina nao
influenciou a proliferagao celular (p>0,05). As barras de calibragdo correspondem a
30 um. Insets mostram marcagao nuclear de DAPI nos campos correspondentes.
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Figura 6. A casticina reduz a morte celular. Culturas de progenitores foram
preparadas a partir de cortex cerebral de ratos Wistar E14. As células foram
mantidas por 24 horas em presencga de 10 uM de casticina (B) ou do seu diluente,
DMSO (A, Controle). Posteriormente, as culturas foram imunomarcadas para
caspase-3 ativada e o numero de células positivas para esse marcador foi analisado.
Observamos reducao de aproximadamente 50% da morte das células corticais apds
o tratamento pelo flavondide (*p<0,005) (C). As barras de calibragdo correspondem a
30 um (A). Insets mostram marcacao nuclear de DAPI do campo correspondente.
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Com o objetivo de analisar o potencial neurogénico dos flavondides, culturas
de progenitores neurais foram tratadas por casticina por 24 horas e as células
marcadas para a proteina neuronal, B-tubulina Ill, analisadas. Como mostra a Figura
7, observamos um aumento de aproximadamente 70% no numero total (absoluto) de

neurénios em culturas de progenitores tratados pelo flavonaoide.
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Figura 7. A casticina aumenta o namero total de neurénios. Culturas de progenitores
de cortex cerebral de ratos Wistar E14 foram mantidas por 24 horas em presenca de
10 uM de casticina (B) ou do seu diluente DMSO (A, Controle). As células foram
imunomarcadas para B-tubulina Ill e quantificadas. O tratamento dos progenitores
por casticina aumentou em aproximadamente 70% o numero de neurénios (*p<0,05)
(C). A barras de calibracao correspondem a 50 um (A) e 10 um (inset em A).
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Diversos mecanismos tém sido propostos para uma determinada molécula
promover neurogénese: 1) estimulando a proliferagdo de progenitores neuronais; 2)
modulando a morte de precursores neuronais e/ou dos neurdnios pos-mitéticos; 3)
induzindo o comprometimento neuronal de progenitores (especificagdo). Como
anteriormente observamos que a casticina ndo induziu a proliferacdo celular em
culturas de progenitores (Figura 5) passamos analisar as hipoteses 2 e 3.

Com o objetivo de investivar o comprometimento neuronal dos progenitores
corticais em resposta a casticina, o percentual de células expressando o marcador
neuronal B-tubulina Il foi analisado em culturas controle e tratadas pelo flavondide.
Como mostrado na Figura 8, apesar do aumento no numero absoluto de neurénios
nao notamos diferenga significativa no percentual de neurbnios gerados em
presenga do meio controle ou de casticina (Figura 8). Esses dados sugerem que,
embora a casticina aumente significativamente a populagédo neuronal, esse efeito do
flavondide ndo esta associado a inducao da diferenciacdo de neurdnios a partir de

progenitores neurais.
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Figura 8. A casticina ndo induz a diferenciacdo de progenitores em neurdnios.
Culturas de progenitores de cortex cerebral de ratos Wistar E14 foram mantidas por
24 horas em presenga de 10 uM de casticina (B) ou do seu diluente DMSO (A,
Controle). As células foram imunomarcadas para B-tubulina Ill e o numero
percentual de neurénios foi quantificado. Notar que o tratamento por casticina nao
influenciou a diferenciagao de células precursoras em neurénios (*p>0,005) (C). A
barra de calibragao corresponde a 20 um.
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Previamente, observamos uma diminuicdo na morte celular em culturas
derivadas de cortex embrionario tratadas por casticina (Figura 6). Com o objetivo de
identificar que tipo celular teve a morte reduzida, as culturas foram duplamente
marcadas para caspase-3 ativada e B-tubulina Ill. Observamos que o tratamento por

casticina reduz em, aproximadamente, 70% a morte de neurdnios (Figura 9).
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Figura 9. A casticina reduz a morte de neurdnios. Culturas de progenitores de cortex
cerebral de ratos Wistar E14 foram mantidas por 24 horas em presenga de 10 uM de
casticina (B) ou do seu diluente DMSO (A, Controle). Posteriormente, as células
foram imunomarcadas para B-tubulina Ill e caspase-3 ativada e o numero de células
duplamente marcadas foi analisado. A casticina reduziu em aproximadamente 70% a
morte neuronal (*p<0,05) (C). A’ e B’ mostram a dupla marcagao (sobreposigéo)
para pB-tubulina Ill (em verde) e caspase (em vermelho) dos campos correspondentes
(setas em A e B). As barras de calibragao correspondem a 30 um (A) e 10 um (A’).
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4.2. EFEITO DIRETO DA CASTICINA SOBRE A BIOLOGIA ASTROCITARIA

E sabido que os astrécitos possuem papel fundamental no desenvolvimento
do sistema nervoso, principalmente através das suas interagbées com o0s neurdnios.
Dessa forma, os flavonoides podem agir tanto diretamente nas células precursoras
como também indiretamente, via células astrocitarias. Portanto, para verificarmos
qual o papel dos astrécitos como mediadores da agédo da casticina, investigamos
primeiramente, qual o efeito direto deste flavondide sobre a biologia astrocitaria
(diferenciacao e proliferagao).

Para analisar o efeito de casticina na diferenciacdo astrocitaria utilizamos 2
abordagens experimentais: 1) andlise da morfologia astrocitaria e 2) analise dos
niveis de expressdao de GFAP, proteina de filamento intermediario majoritaria do
citoesqueleto de astrocitos maduros, por imunofluorescéncia e Western blot.

Para tanto, culturas secundarias de astrocitos derivados de cortex cerebral de
ratos neonatos foram tratadas por 1 uM e 10 uM de casticina por 24 horas. Em
estudos prévios, foi verificado que estas concentragdes sido subtoxicas e nao
mostraram influéncia significativa na viabilidade e crescimento de outras linhagens
de origem glial (Freitas et al., 2007). As células foram analisadas morfologicamente
por contraste de fase e por imunofluorescéncia para GFAP. Como podemos observar
na Figura 10, ndo houve mudancas morfolégicas significativas nos astrécitos
tratados por diferentes concentragdes de casticina. A imunomarcacdo para GFAP
revelou uma ampla rede de filamentos intermediarios se estendendo da regido
perinuclear através de todo o citoplasma, caracteristico de células astrocitarias
(Figuras 10 e 11). Nao foram observadas diferencgas significativas na intensidade de
marcagao para GFAP nem no padrao de distribuicdo dessa proteina nas diferentes

condicoes.

37



Controle

Figura 10. A casticina nao altera a morfologia astrocitaria. Culturas primarias de
astrécitos derivados de cortex cerebral de ratos neonatos foram mantidas por 24
horas em meio controle (A,B) ou contendo diferentes concentragbes de casticina
(C,D). Apos esse periodo, as culturas foram analisadas por microscopia de contraste
de fase. Em A, astrocito imunomarcado para GFAP evidenciando a distribuicao da
rede de filamento intermediario por todo o citoplama da célula. Nao foram verificadas
modificagdes morfoldgicas entre os grupos controle e tratado por casticina. As barras
de calibragao correspondem a 20 um (A) e 50 um (B).
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Figura 11. A casticina ndo promove altera¢cées no padréo de distribuicdo de GFAP.
Culturas secundarias de astrocitos derivados de coértex cerebral de ratos neonatos
foram tratadas por diferentes concentragdes de casticina (B,C) ou do seu diluente,
DMSO (Controle; A) por 24 horas. Apos este tempo, a monocamada foi fixada e
imunomarcada para GFAP. A casticina ndo acarretou em mudangca morfologica
nestas células nem alterou o padrao de expressdao de GFAP. A barra de calibracao
corresponde a 20 um.
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Os niveis de expressao de GFAP apds 24 horas de tratamento por casticina
foram verificados por Western blot. Para esse fim, culturas primarias de astrécitos
derivados de cértex cerebral de ratos neonatos foram tratadas por 10 uM de
casticina por 24 horas e os extratos protéicos dessas culturas analisados por
eletroforese seguida de imuno-reagdo para GFAP. Como pode ser observado na
Figura 12, n&o identificamos diferengas nos niveis de GFAP (49 kDa) dos extratos
de culturas primarias de astrocitos tratados por 10 uM e controle, corroborando os

dados da imunofluorescéncia para essa proteina.
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Figura 12. A casticina ndo interfere nos niveis de expressdo de GFAP. Culturas
primarias de astrocitos derivados de cortex cerebral de ratos neonatos foram
preparadas e mantidas em presenga de 10 uM de casticina ou do seu diluente
DMSO (Controle) por 24 horas. Apds esse periodo, os niveis de GFAP foram
analisados por Western blot para essa proteina (A). Analise densitométrica do gel
em A (B).
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Tem sido evidenciado na literatura o efeito inibitério da casticina sobre a
proliferagdo de células tumorais (Kobayakawa et al., 2004; Silva et al., 2004). Nao se
sabe, no entanto, a cerca desse efeito sobre células gliais normais. Para
investigarmos o papel da casticina na proliferagdo astrocitaria, as culturas
secundarias de astrocitos derivados de cortex cerebral de ratos neonatos foram
mantidas em meio sem soro suplementado com 10 uM de casticina ou apenas de
seu diluente DMSO (Controle), por 24 horas, em presenga do analogo de timidina,
BrdU (1 pg/ml). Em seguida, foi procedida a imunofluorescéncia para BrdU. Como
pode ser observado na Figura 13, nessas condicbes aproximadamente 40% dos
astrocitos incorporam BrdU, tanto em presenca como auséncia de casticina. Ao
contrario do descrito para células tumorais, a casticina nao parece modular a
proliferacdo de astrdocitos corticais in vitro (Figura 13).

Em conjunto nossos dados demonstram que o flavondide casticina nao
modula a proliferagdo nem a diferenciacdo de astrécitos de cortex cerebral de ratos

in vitro.
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Figura 13. A casticina ndo interfere na proliferacdo de astrécitos. Culturas
secundarias de astrocitos derivados de cortex cerebral de ratos neonatos foram
mantidas simultaneamente em presenca de 10 uM de casticina (B) ou de
concentragdo equivalente de seu diluente DMSO (Controle, A) e de 1 ug/ml de
BrdU, por 24 horas. Em seguida, as células foram imunomarcadas para BrdU e
quantificadas. O tratamento dos astrocitos com a casticina no alterou a proliferagcao
destas células (p>0,05) (C). A barra de calibragao corresponde a 50 um.
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4.3. ASTROCITOS CORTICAIS TRATADOS PELO FLAVONOIDE CASTICINA

AUMENTAM O “PooL” DE CELULAS PRECURSORAS

As interagdes neuro-astrocitarias tém papel fundamental no desenvolvimento
do sistema nervoso. O fato dos astrocitos poderem ser alvos para flavondides nos
levou a investigar o papel dessas células como possiveis mediadoras das agdes da
casticina na morfogénese neuronal. Para isso, precursores neurais derivados de
ratos com 14 dias embrionarios foram plaqueados sobre monocamadas astrocitarias
tratadas por 10 uM de casticina. Apos 24 horas de cocultura, o numero de
progenitores foi avaliado.

Como pode ser observado na Figura 14, astrocitos tratados por casticina
aumentaram em 50% o numero de células totais. E importante lembrar que nessas
condigdes os precursores neurais ndo entram em contato com o flavondide, apenas
com a monocamada astrocitaria tratada por casticina.

Os astrécitos sao a principal fonte de fatores tréficos soluveis e de moléculas
da matriz extracelular (contato e soluveis) do sistema nervoso central (Garcia-Abreu
et al., 1995; Trentin et al.,, 1995; Gomes et al., 1999a; Martinez & Gomes, 2002;
2005; Lie et al., 2005; Kornyei et al., 2007). Para verificarmos se haveria algum fator
soluvel envolvido neste aumento do numero total de células precursoras, realizamos
experimentos com meio condicionado (MC) de astrdcitos tratados pelo flavondide.
Para este experimento, culturas primarias de astrécitos de ratos neonatos, apos
atingirem a confluéncia, foram tratadas por 10 uM de casticina por 24 horas. Apés o
tratamento, o meio com o flavondide era retirado e substituido por MSS. O MC era
recolhido apds 24 horas. Este meio foi entdo utilizado para culturas de progenitores

corticais como descrito anteriormente. E importante ressaltar que o MC ndo possui
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flavondide, apenas as moléculas e/ou fatores solluveis secretados pelos astrocitos
em resposta ao tratamento por casticina.

Apos 24 horas em presenca de MC astrocitario, o numero de células neurais
foi analisado. Semelhante ao que ocorre em presenca de astrécitos tratados por
casticina, observamos um aumento de aproximadamente 30% na populagéo celular
total mantida em presencga do meio condicionado por esses astrocitos (MC casticina)
em comparagao com aquelas mantidas em presenca do meio condicionado por
astrécitos nao tratados (MC Controle) (Figura 15). No entanto, esse aumento é
potencializado pelo contato com o astrécito (60% X 30% - comparar as Figuras 14 e
15), sugerindo que esse evento seja mediado ndo s6 por fatores soluveis como

potencializado pelo contato celular.
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Figura 14. Astrocitos tratados por casticina promovem aumento no numero de
células corticais totais. Células de ratos Wistar E14 foram cultivadas sobre
monocamadas astrocitarias controle (A) e tratadas por 10 uM de casticina por 24
horas (B). Posteriormente, o numero de células totais foi quantificado através da
marcac¢ao nuclear com DAPI. O tratamento dos astrocitos com a casticina aumentou
significativamente o numero de células totais (*p<0,001) (C). A barra de calibragao
corresponde a 30 um.
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Figura 15. Meio condicionado de astrdcitos tratados por casticina promove aumento
no numero de células corticais totais. Progenitores de cértex cerebral de ratos Wistar
E14 foram cultivados em meio condicionado derivado de astrécitos ndo tratados
(A, MC Controle) e tratados por 10 uM de casticina por 24 horas (B, MC Casticina).
As culturas foram mantidas por 24h, e em seguida, o numero de células foi analisado
através da marcacao nuclear com DAPI. O tratamento dos precursores com meio
condicionado de astrocitos tratados por casticina aumentou a populagao celular
(*p<0,05) (C). A barra de calibragao corresponde a 30 um.
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4.4. ASTROCITOS CORTICAIS TRATADOS PELO FLAVONOIDE CASTICINA

DIMINUEM A PROLIFERACAO DE PRECURSORES NEURAIS

Para verificar o efeito de astrocitos tratados por casticina sobre a proliferagao
de células precursoras, progenitores neurais derivados de cortex cerebral de ratos
com 14 dias embrionarios foram cultivados sobre monocamadas astrocitarias n&o-
tratadas e tratadas por casticina, como descrito anteriormente. As coculturas foram
mantidas por 24 horas em presencga de 1 ug/ml do analogo de timidina, BrdU, e apds
este periodo, foi procedida a imunodeteccao desta molécula. Nas condicdes
controle, aproximadamente 20% dos progenitores estdo em fase proliferativa
(Figura 16). Verificamos uma redugdo de aproximadamente 60% na proliferagcao
dessas células quando mantidas sobre a monocamada astrocitaria tratada por

casticina (Figura 16).
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Figura 16. Astrocitos tratados por casticina reduzem a proliferacdo de precursores
corticais. Progenitores do cértex cerebral de ratos Wistar E14 foram cultivados sobre
monocamadas astrocitarias controle (A) e tratadas por 10 uM de casticina por 24
horas (B) em presenca de 1 ug/ml de BrdU. Em seguida, as células foram
imunomarcadas para BrdU e o numero de células BrdU positivas foi analisado. O
tratamento dos astrécitos com a casticina reduziu significativamente a proliferagao
celular (*p<0,01) (C). As setas sinalizam nucleos de progenitores. Os nucleos
maiores marcados para BrdU correspondem a nucleos de astrécitos em proliferagao.
Os insets mostram marcacg¢ao nuclear com DAPI dos campos correspondentes. As
barras de calibragdo correspondem a 30 um.

48



4.5. ASTROCITOS CORTICAIS TRATADOS PELO FLAVONOIDE CASTICINA

DIMINUEM A MORTE DE PRECURSORES NEURAIS

Observamos previamente que astrocitos tratados por casticina aumentam o
“pool” de precursores neurais (Figura 14), no entanto, contrariamente ao que se
esperava, reduzem a sua taxa de proliferacdo (Figura 16). Dessa forma,
investigamos se o aumento da populagdo de progenitores era devido a diminui¢ao
da morte deste tipo celular. Para isso, precursores neurais derivados de coértex
cerebral de ratos com 14 dias embrionarios foram plagueados sobre monocamadas
astrocitarias tratadas por casticina e apds 24 horas a morte celular foi analisada por
imunofluorescéncia para o marcador de morte celular, caspase-3 ativada.
Observamos que a monocamada astrocitaria tratada por flavondide reduz, em
aproximadamente 40%, a morte celular total (Figura 17). Esse efeito foi mimetizado
(e potencializado) pelo meio condicionado derivado de astrocitos tratados por

casticina (MC casticina) que reduziu em 60% a morte celular (Figura 18).
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Figura 17. Astrécitos tratados por casticina reduzem a morte celular. Progenitores
neurais de coértex cerebral de ratos Wistar embrionarios (E14) foram cultivados sobre
monocamadas astrocitarias controle (A) e tratadas por 10 uM de casticina por 24
horas (B). Em seguida, as coculturas foram imunomarcadas para caspase-3 ativada
e a morte celular quantificada. O tratamento dos astrdcitos por casticina reduziu
significativamente a morte de células corticais (*p < 0,05) (C). Os insets inferiores e
superiores mostram marcagdo nuclear com DAPI e magnificagdo dos campos
correspondentes, respectivamente. As barras de calibragdo correspondem a 30 um e
10 um (insets).
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Figura 18. Meio condicionado de astrocitos tratados por casticina reduz a morte
celular. Progenitores neurais corticais de ratos E14 foram cultivados em meio
condicionado controle (A, MC Controle) e meio condicionado de astrocitos corticais
tratados por casticina (B, MC Casticina). Apés 24 horas, as células foram
imunomarcadas para caspase-3 ativada e a morte celular quantificada. O tratamento
dos precursores com meio condicionado de astrdcitos tratados por casticina mostrou
um efeito protetor sobre essas células, reduzindo significativamente sua morte
(*p<0,05) (C). Os insets mostram marcagdo nuclear com DAPI dos campos

correspondentes. As barras de calibragao correspondem a 30 um.
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4.6. ASTROCITOS CORTICAIS TRATADOS PELO FLAVONOIDE CASTICINA

AUMENTAM A POPULACAO NEURONAL

Observamos previamente que a casticina diretamente n&o induz precursores
neurais a adotarem um fendtipo neuronal (Figura 8). No entanto, diversas evidéncias
demonstram que os astrocitos sdo potentes indutores da neurogénese (Song et al.,
2002; Kornyei et al., 2007). Dessa forma, investigamos se astrocitos tratados por
casticina induzem progenitores do cértex cerebral a adotarem um fenétipo neuronal.
Com esse objetivo, progenitores corticais cultivados sobre monocamadas
astrocitarias tratadas e n&o tratadas por casticina foram imunomarcadas para (-
tubulina Il apds 24 horas de cocultura. Como pode ser observado na Figura 19, os
neurdnios apresentam grande complexidade morfolégica estendendo longos neuritos
quando cultivados sobre ambas as monocamadas. Embora ndo tenhamos realizado
uma analise morfométrica mais detalhada, a analise superficial da morfologia
neuronal ndo revelou diferengas significativas entre os grupos controle e tratado

(Figura 19).
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Figura 19. Astrécitos tratados por casticina ndo alteram a morfologia neuronal.
Progenitores neurais de cortex cerebral de ratos Wistar E14 foram cultivadas sobre
monocamadas astrocitarias tratadas por 10 uM de casticina por 24 horas. Em
seguida, as coculturas foram fixadas e imunomarcadas para B-tubulina Ill. Ndo foram
observadas diferengas morfolégicas nos neurénios cultivados sobre monocamadas
controle ou tratadas por casticina. A barra de calibragdo corresponde a 30 um.

A quantificagdo do numero de neurbnios gerados sobre as monocamadas
astrocitarias tratadas e ndo tratadas por casticina revelou um aumento de
aproximadamente 40% no numero total (absoluto) de neurdnios cultivados sobre
esta ultima (Figura 20). A analise do numero de células marcadas para p-tubulina Ill
revelou que aproximadamente 60% dos progenitores neurais adotam um fendtipo
neuronal quando cultivados sobre astrdcitos (Figura 21). Nao observamos diferenca
significativa no percentual de neurénios cultivados sobre monocamadas controle ou
tratadas por flavondide (Figura 21). Esses dados sugerem que os astrocitos
tratados por casticina ndo induzem progenitores neurais a adotarem um fendtipo

neuronal ja que o aumento absoluto no numero de neurénios nao foi acompanhado

de um aumento no percentual de neurdnios (comparar Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Astrocitos tratados por casticina aumentam a populacdo neuronal.
Células de ratos Wistar neonatos foram cultivadas sobre monocamadas controle (A)
e tratadas por 10 uM de casticina (B) por 24 horas. Em seguida, as coculturas foram
fixadas e imunomarcadas para B-tubulina Ill. O tratamento dos astrocitos por
casticina gerou um aumento de aproximadamente 40% no numero absoluto de
neurdnios cultivados sobre astrdcitos tratados pelo flavondide (C) (*p<0,05). A barra
de calibragao corresponde a 30 um.

54



Controle Casticina

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 1

% de células
B tubulina Ill positivas

Controle Casticina

Figura 21. Astrécitos tratados por casticina néo interferem na diferenciacdo
neuronal. Progenitores neurais de cortex cerebral de ratos Wistar E14 foram
cultivadas sobre monocamadas astrocitarias controle (A) e tratadas por 10 uM de
casticina por 24 horas (B). Em seguida, as coculturas foram fixadas e
imunomarcadas para p-tubulina 1ll. O tratamento dos astrdcitos por casticina nao
influenciou o comprometimento neuronal dos precursores corticais (p>0,05) (C). As
barras de calibragao correspondem a 30 um.
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4.7. ASTROCITOS CORTICAIS TRATADOS PELO FLAVONOIDE CASTICINA NAO

INTERFEREM NA MORTE DE NEURONIOS

Observamos que astrocitos tratados por casticina aumentam o numero
absoluto de neurdnios, mas aparentemente, ndo induzem progenitores neurais a se
tornarem neurbnios nem induzem a proliferacdo de precursores. Desta forma,
investigamos o potencial neuroprotetor dos astrocitos tratados por casticina. Para
isso, progenitores neurais corticais E14 foram plaqueados sobre monocamadas
astrocitarias tratadas por casticina e apds 24 horas de cocultura, as células foram
imunomarcadas concomitantemente para p-tubulina Ill e caspase-3 ativada. Como
mostrado na Figura 22, a taxa de morte neuronal de neurbnios mantidos sobre
monocamadas dos dois grupos (controle e tratadas por flavondide) foi muito
semelhante, indicando que astrdcitos tratados por casticina nao interferem na morte

de neurdnios.
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Figura 22. Astrécitos tratados por casticina ndo interferem na morte de neurénios.
Células de ratos Wistar E14 foram cultivadas sobre monocamadas astrocitarias
controle (A) e tratadas (B) por 10 uM de casticina por 24 horas. Em seguida, as
coculturas foram imunomarcadas para B-tubulina Ill e caspase-3 ativada (A, B), e as
células duplamente marcadas quantificadas. A casticina ndao mostrou um efeito,
mediado por astrdcitos, na morte de neurdnios (p>0,05) (C). A’ e B’ mostram a dupla
marcagao (sobreposi¢ao) para B-tubulina Il (em verde) e caspase (em vermelho) dos
campos correspondentes (setas em A e B). As barras de calibragdo correspondem a
30 um (A) e 10 um (A’).
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Nesta dissertacdo, analisamos a agao direta e indireta (via astrécito) do
flavondide casticina, extraido de Croton betulaster, na morfogénese do SNC.
Utilizando um sistema de cultura primaria de células neurais de roedores,
demonstramos que este flavondide possui um efeito protetor sobre células
neuronais, promovendo uma reducdo da morte de neurdnios de cortex cerebral in
vitro. Esse efeito neuroprotetor € potencializado pela presenca de astrdocitos tratados
por casticina ou do seu meio condicionado (MC). Nosso estudo podera abrir grandes
perspectivas para a utilizacdo do flavonodide Castina no tratamento de doengas
neurodegenerativas, além de contribuir significativamente para o entendimento do
papel das interagbes neuro-astrocitarias durante o desenvolvimento e patologias do

sistema nervoso.

As propriedades dos flavonoides tém sido objeto de varios estudos nas
ultimas décadas, porém a sua agao sobre as células do sistema nervoso ainda nao
esta bem clara. A casticina foi inicialmente isolada da planta Croton betulaster em
1999 (Barbosa, 1999; Barbosa et al., 2003), porém ja existe na literatura a descrigao
deste flavonodide isolado de outras plantas como da Achillea millefolium (Falk et al.,
1975; Haidara et al., 2006), Viticis fructus (Vitex rotundifolia) (Kobayakawa et al.,
2004), Artemisia annua (Han et al., 2007), Vitex trifolia (Zeng et al., 1996) e Vitex
agnus (Hajdu et al., 2007). Poucos estudos, no entanto, exploraram o efeito biolégico
da casticina e, até o momento, ndo dispomos de dados referentes aos efeitos deste
flavondide, extraido de Croton betulaster, no SNC, especialmente no que se refere

ao seu efeito nas células astrocitarias.
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Neste trabalho, investigamos o papel dos astrocitos como mediadores da
acgao do flavondide casticina na morfogénese de neurdnios do cortex cerebral in vitro.
Verificamos que astrécitos tratados pelo flavondide casticina aumentam a populagao
neuronal do cortex cerebral in vitro, provavelmente através da reducdo da morte de
progenitores celulares. Diversas evidéncias nos levam a essas conclusdes:
1) Embora o numero absoluto de neurdnios esteja aumentado nessas condi¢des, a
fracdo (percentual) de células que adota o fendtipo neuronal ndo esta alterada
sugerindo que o comprometimento neuronal de progenitores indiferenciados nao
seja 0 mecanismo de acgao preferencialmente envolvido; 2) A proliferagao celular nao
sO ndo esta aumentada como, surpreendentemente, € diminuida na presenca de
astrocitos tratados pela casticina, eliminando o envolvimento da proliferacédo neste
evento; 3) O numero de células marcadas para caspase-3 ativada, marcador de
morte celular, esta reduzido em presenca de astrocitos tratados por casticina, no
entanto, essas células ndo expressam o marcador neuronal B-tubulina Ill, sugerindo
que astrdcitos tratados pelo flavondide reduzam a morte de precursores neuronais e
nao de neurdnios pos-mitoticos.

O efeito neuroprotetor exercido pelos astrécitos tratados por casticina foi
mimetizado pelo meio condicionado derivado dessas células, sugerindo que o
flavondide induza a secrecido de fatores soluveis neuroprotetores pelos astrécitos.
Diversas evidéncias tém mostrado que a glia participa ativamente de processos
relevantes para o desenvolvimento e funcionamento do SN. Atualmente, esses
estudos apontam para uma dependéncia mutua entre neurbnios e astrocitos na
organizacgéao estrutural e funcional do SN (Pfrieger & Barres, 1997; Frées et al., 1999;
Lim & Alvarez-Buylla,1999; Gomes et al., 1999a;b; 2001; De Sampaio e Spohr et al.,

2002; Hatten, 2002; Rouach et al., 2002; Song et al., 2002).
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Os astrécitos sdo considerados a principal fonte de fatores tréficos no SN;
secretam uma série de fatores de crescimento (FGF, EGF, TNF, TGF-p etc) e
elementos de matriz extracelular, tanto em situagdes fisiolégicas como patologicas
do SN (Garcia-Abreu et al., 1995; Trentin et al., 1995; Gomes et al., 1999a; Martinez
& Gomes, 2002; 2005), os quais participam como mediadores das interagdes
neurdnio-astrécito. E interessante que embora o meio condicionado astrocitario
reduza a morte celular, observamos uma potencializacdo deste efeito protetor
quando as células progenitoras eram cultivadas sobre monocamadas astrocitarias.
Desta forma, embora um ou mais fator soluvel esteja envolvido, o contato celular
potencializa esse efeito. Uma possibilidade € que um fator secretado em resposta ao
flavondide induza a sintese de componentes da matriz extracelular como laminina e
fibronectina, sabidamente sintetizadas por astrécitos e envolvidas em diversos
eventos do desenvolvimento do SNC (Garcia-Abreu et al., 1995; Martinez & Gomes,
2002; 2005; Costa et al., 2002; Tardy, 2002). Possivelmente, o menor indice de
morte observado no grupo tratado com o flavondide, em nosso estudo, se deve
também a participacédo de proteinas de adesédo e MEC, sintetizadas pelos astrécitos.
A identidade desse fator devera ser objeto de estudo futuramente.

O efeito neuroprotetor dos flavondides parece estar relacionado com o
potencial antioxidante desses compostos, tanto os naturais como os sintéticos. O
Flavopiridol, um flavondide sintético, mostrou efeito inibidor da morte de neurdnios de
cortex cerebral de ratos apos isquemia cerebral (Di Giovanni et al., 2005). Neste
estudo, o efeito protetor foi relacionado a inibigdo do ciclo celular, reduzindo a
expressao de proteinas como a p27, e reduzindo a expressado de caspase-3, este
ultimo também observado em nosso estudo, através da analise do numero de células

imunomarcadas para esta molécula. E importante ressaltar que no nosso estudo
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observamos 2 efeitos diferentes da casticina na morte celular: diretamente, a
casticina reduz a morte de neurdnios e indiretamente, via astrocito, a Castina reduz a
morte de progenitores neuronais. Isso sugere que a morte celular é inibida pela
casticina via diferentes mecanismos que envolvem a agao direta do flavondide sobre
0s neurdnios pos-mitdticos e os efeitos indiretos sobre progenitores neuronais,
através da estimulagdo da sintese e/ou secrecéo de fatores soluveis (e de contato)
pelos astrocitos.

A morte de células neurais por estresse oxidativo contribui largamente para o
desenvolvimento de varias condigbes patoldgicas, tanto vasculares, como as
doengas cérebro vasculares (DCV), quanto degenerativas, como as doencas de
Parkinson e de Alzheimer (Ishige et al., 2001; Dajas et al., 2003b; Kukongviriyapan et
al., 2007). Ja foi demonstrado que alguns flavondides protegem tanto linhagens de
células neurais (células HT22) quanto culturas primarias de neurdnios corticais da
morte induzida por estresse oxidativo (Ishige et al., 2001). Um dos flavondides mais
estudados quanto aos efeitos antioxidantes € a quercetina. Aparentemente, este
composto inibe vias de proteinas cinases que levam a inflamacado e/ou apoptose
(Ishikawa et al., 1999; Kobuchi et al., 1999; Peet & Li, 1999; Uchida et al., 1999;
Yoshizumi et al., 2001; Wang et al., 2002; Cho et al., 2003; Donnelly et al., 2004).
Espésito e colaboradores (2002) mostraram que os efeitos cardio e neuroprotetores
dos flavonoides e, em especial, da quercetina sao principalmente explicados pela
habilidade de sequestrar radicais livres. Recentemente, atividade anti-oxidante foi
demonstrada para casticina constituinte do extrato do fruto de Vitex agnus-castus
(casticina, vitexina and orientina) (Hajdu et al., 2007).

Essa capacidade citoprotetora dos flavondides deve estar associada a sua

habilidade de ativacdo de moléculas intracelulares (cinases, fosfatases, promotores
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génicos), que por sua vez ativam componentes de cascatas intracelulares,
promovendo a expressao de sinais de sobrevivéncia, especialmente em situagdes
onde a apoptose € um importante componente da morte celular (Dajas et al., 2003b).
E possivel que in vivo, o componente glial, represente um importante mediador dos
efeitos neuroprotetores dos flavondides. E importante ressaltar que nosso trabalho é
pioneiro em demonstrar o efeito dos astrocitos como mediadores das acdes dos
flavonoides no desenvolvimento do sistema nervoso.

Apesar de muitos flavonodides serem considerados antioxidantes e candidatos
em potencial para o desenvolvimento de drogas citoprotetoras, alguns autores
afirmam que as acdes dos flavondides sdo consideradas complexas e paradoxais
(Sasaki et al.,, 2007). A quercetina e seus analogos, por exemplo, tém sido
estabelecidos como uteis na protecdo de varias células neuronais contra o estresse
oxidativo (Middleton et al., 2000; Bastianetto & Quirion, 2002), no entanto,
recentemente, este flavonodide foi apontado como tendo um efeito citotdxico em
células da linhagem PC12 indiferenciadas e diferenciadas em neurénios (Sasaki et
al., 2007). Esse efeito citotdxico pode, por outro lado, depender do grau de
diferenciagcdo da célula, ja que em um outro estudo, a quercetina ndo se mostrou
indutora de apoptose em células diferenciadas da mesma linhagem (Gagne et al.,
2003). Ao contrario do que encontramos, Spencer e colaboradores demonstram que
em camundongos e administrando dosagens acima de 10 uM, a quercetina induz
morte celular em culturas primarias de cortex cerebral (Spencer et al., 2003). Em
estudo sobre o efeito da rutina, também em concentragdes acima de 10 uM foi
verificado que este flavondide induz ativagao de células gliais (astrocitos e microglia)
e induz a producédo de TNFa e oxido nitrico (Silva et al., 2007). Nossos resultados

corroboram os dados que afirmam a atividade neuroprotetora dos flavonoides, porém
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outros estudos sdo necessarios para verificar se em outras doses a casticina pode
ser toxica para as células neurais.

A heterogeneidade das respostas celulares aos diferentes flavondides deixa
clara a necessidade de entendermos seus mecanismos de acao, dose efetiva e tipos
celulares responsivos, antes que esses compostos possam ser usados efetivamente
no controle de patologias do sistema nervoso. Esse cenario pode ser exemplificado
pelas diferencas que observamos nos efeitos diretos e indiretos da casticina:
enquanto a casticina reduz a morte de neurdnios pos-mitdticos; sua acdo em
progenitores neurais € mediada pelos astrécitos corrroborando com os dados de que
a responsividade celular € um fator determinante nos efeitos desses compostos.

O desconhecimento sobre os mecanismos de acido dos flavondides e sua
possivel utilizagdo na terapia sdo agravados pela falta de conhecimento sobre a
capacidade desses compostos em atravessar a barreira hemato-encefalica (BHE)
(Schmitt-Schillig et al., 2005). A BHE tem o importante papel de regular o acesso de
moléculas polares e de macromoléculas circulantes na corrente sanglinea para o
cérebro. Em relagao a casticina, ndo ha estudos sobre a permeabilidade da BHE a
esse flavondide. Pesquisas se fazem necessarias para verificar o potencial deste
composto para atravessar a BHE, com destaque para os estudos in vivo, com
injecao de casticina conjugada a fluorocromo e posterior analise da presenga deste
flavondide no cérebro.

Além da sua acao neuroprotetora, tem sido conferido aos flavondides uma
possivel agao anti-proliferativa em uma grande variedade de linhagens tumorais
(Deschner et al., 1991; Lipkin et al., 1999; Yang et al., 2000; Wang et al., 2002).
Esses compostos, naturais e sintéticos, vém sendo estudados na esperanca de se

desenvolverem novas possibilidades terapéuticas para os diversos tipos de tumores.
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No entanto, sabe-se que propriedades citotoxicas de drogas antineoplasicas podem
afetar também células normais peritumorais, e assim faz-se importante estudar os
efeitos desses compostos fendlicos em células normais.

Diversos estudos apontam efeitos anti-proliferativos de varios flavonodides
inclusive a casticina (You et al., 1998; Kobayakawa et al., 2004; Haidara et al., 2006).
Flavovopiridol tem sido apontado como um inibidor de Cdk1 e encontra-se em
desenvolvimento clinico como agente anti-tumoral (Shapiro, 2004). A Vitexicarpina
(3',5-dihidroxi-3,4',6,7-tetramethoxyflavona), isolada do fruto da Vitex rotundifolia,
com mesma férmula estrutural da casticina, mostrou efeito inibitério do crescimento e
proliferagéo de linfocitos de ratos (You et al., 1998) e mais recentemente, no estudo
de Kobayakawa e colaboradores (2004), foi observado que a casticina, em baixas
doses, inibe de forma importante a proliferacdo de células tumorais humanas, porém,
nao mostrou influéncia no crescimento de células normais.

Estudos vém sendo desenvolvidos recentemente, testando a acdo do
flavondide rutina, extraido de Dimorphandra mollis, dos flavondides acacetina,
casticina, apigenina e pendulitina, extraidos de Croton betulaster, e do biflavondide
agatisflavona, extraido de Caesalpynia pyramidalis, todas elas plantas nativas do
estado da Bahia, sobre células de glioblastoma multiforme humano, da linhagem
GL15. Esse tumor é o subtipo mais comum dos tumores cerebrais primarios,
caracterizado por sua alta capacidade proliferativa, alta agressividade e sobrevida
curta dos pacientes (Kleihues & Cavenee, 2000). Os resultados apontam uma agao
anti-proliferativa dos flavonodides sobre as células tumorais. Além da inibicdo do
crescimento, os flavondides induzem as células remanescentes a diferenciacdo ou a

apoptose (Silva et al., 2002; 2004; Bahia et al., 2005; Freitas et al., 2006; 2007).
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Esses dados contrastam parcialmente com os nossos ja que a casticina
diretamente nao inibiu a proliferagdo nem de precursores neurais nem de astrécitos
de cortex cerebral de roedores. No entanto, observamos uma diminuicdo da
proliferacdo de precursores neurais cultivados sobre monocamadas astrocitarias
tratadas por casticina ou pelo meio condicionado derivado dessas células. Uma
possibilidade é que a acao anti-proliferativa da casticina no SNC normal in vivo seja
mediada pelos astrocitos, pelo menos no que se refere a sua agao nos progenitores
neurais. Outra possibilidade € que as diferengas dos efeitos estejam associadas a
diferencas nos estagios funcionais das células. As células GL-15 tumorais quando
expostas aos flavondides estavam em estagio “proliferativo” intenso (Silva et al.,
2002; 2004;2007; Bahia et al., 2005; Freitas et al., 2006; 2007). Experimentos in vivo
utilizando casticina deverao contribuir, no futuro, para o entendimento do papel da
glia como mediadora das agbes dos flavondides no desenvolvimento do sistema
nervoso.

Em relagcao ao efeito da casticina em astrdcitos normais de cortex cerebral de
roedores, nao observamos inibicdo da proliferacido deste tipo celular. Além disso,
nao foi observada a modulacido da expressao da proteina de filamento intermediario,
GFAP, nem alteragdes na morfologia astrocitaria. Uma possivel explicagao é o fato
de que a casticina possa ser, de fato, seletivamente mais téxica para células
tumorais em comparacdo com as normais. Essa explicagcdo é reforcada pelo fato
deste flavondide nao influenciar a proliferacdo de outros tipos celulares, normais
humanos e de camundongos em doses de até 1 uM (Kobayakawa et al., 2004).

Silva et al. (2007) demonstraram que a rutina numa concentragcado de 50 uM
apresenta um efeito direto em células gliais in vitro, induzindo a ativagdo dos

astrécitos, com alteragbes na sua morfologia. Foi observada contragdo dos corpos
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celulares, com processos curtos e grossos. Esses achados foram associados ao
incremento da expressdo de GFAP, revelado por Western blot, caracterizando um
quadro de reatividade astroglial (astrogliose).

Esses dados diferem dos nossos, uma vez que no presente estudo nao
encontramos modificagdes morfolégicas ou na expressdo de GFAP em células
astrocitarias. Nao é possivel, entretanto, fazermos uma comparacao mais refinada
visto que os flavondides utilizados diferem na sua estrutura, e também na
concentracdo utilizada. Porém, se o flavondide casticina realmente nao induz
alteragdes morfoldgicas em células normais, isso nos leva a acreditar que este seja
um forte canditato a compor drogas para o tratamento de neoplasias do SNC, no
futuro. Um estudo mais sistematico do efeito de diferentes concentragcdes da
casticina em astrécitos, no entanto, sera necessario para verificarmos se em outras
doses diferentes da que utilizamos neste trabalho, este flavondide tem efeito similar
ao da rutina.

Sendo a casticina realmente mais tdéxica seletivamente para células
oncogénicas, este composto tem o potencial para indicagdo como promissora opgao
terapéutica no tratamento de tumores. Necessario se faz, portanto, a investigagao
dos eventos citotdxicos e morfogénicos em células normais e tumorais, para melhor
avaliagcao destas informacdes, ainda incipientes na literatura.

Neste trabalho, estudamos o efeito do flavondide casticina na morfogénese
neuronal in vitro: verificamos um aumento significativo no numero absoluto de
neurdnios cultivados tanto em presenca do flavondide quanto em presenca de
monocamadas astrocitarias tratadas pelo flavonoide. Diversos mecanismos tém sido
propostos para uma determinada molécula promover neurogénese: 1) estimulando a

entrada de células no ciclo mitético (mitogénese) ou, alternativamente;
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2) promovendo a sobrevivéncia de precursores em divisdo (trofismo); 3) modulando
a morte de precursores neuronais e/ou dos neurbnios pds-mitéticos; 4) induzindo o
comprometimento neuronal de progenitores indiferenciados (especificagao).

Embora em ambas as condi¢cbes experimentais, cultura pura de neurbnios e
cocultura neurbnio-astrécito, tenhamos observado um aumento da populagao
neuronal, os mecanismos de acao do flavondide parecem ser diferentes em ambas
as condicdes. Observamos uma modulagdo da morte celular em ambas as
condicdes, no entanto, enquanto a casticina diretamente possui efeito neuroprotetor
analisado pela dupla marcacdo de p-tubulina Ill e caspase-3 ativada, esse
flavondide, indiretamente (via astrocitos), parece proteger outro tipo celular,
provavelmente progenitores neuronais. Essa hipdtese, no entanto, devera ser
analisada futuramente utilizando-se anticorpos contra a proteina de filamento
intermediario, nestina, marcador de progenitores neurais e caspase-3 ativada.

Durante o desenvolvimento normal do SN de vertebrados, ocorre uma macica
morte da populagdo neuronal originalmente gerada (Pettmann & Henderson, 1998).
Essa morte natural € determinada pela privacédo de fatores neurotréficos produzidos
em quantidades limitantes capazes de suportar a sobrevida de diferentes populacdes
neuronais. Essa idéia levou, nos anos de 1950, a formulagéo da Teoria Neurotréfica
que prediz que os neurdnios possuem um programa de morte natural que deve ser
suprimido pela presencga de fatores de crescimento.

Desde a descricdo do NGF, por Rita Levi Montalcini em 1951, a primeira
neurotrofina identificada, tem aumentado substancialmente o conhecimento acerca
das neurotrofinas e fatores de crescimento envolvidos nos processos de
neurogénese e gliogénese (Temple & Qian, 1995; Gross et al., 1996; Bonni et al.,

1997; Connor & Dragunow, 1998; Greene et al., 1998; Rajan & McKay, 1998). Muitos
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desses fatores sao derivados dos alvos inervados pelas células neuronais, dos
proprios neurdnios ou das células astrécitarias. Nos ultimos anos, tem crescido o
conhecimento sobre a participacdo de fatores derivados de glia na diferenciagao e
proliferagdo neurais. Choi-Lundberg e colaboradores (1997) relataram que injegao de
GDNF (glial derived neurotrophic factor), na substancia nigra in vivo aumenta a
sobrevida de neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo. Outro fator, a neurturin,
também relacionado ao GDNF, esta envolvido na sobrevivéncia de neurbnios
simpaticos em cultura (Kotzbauer et al., 1996). Mais recentemente, outros fatores
derivados de astrécitos foram associados a proliferacdo e sobrevida neuronais.
Nosso grupo descreveu que EGF, fator de crescimento da epiderme, secretado por
astrocitos em resposta ao tratamento pelo hormbnio da tiredide esta envolvido na
proliferagdo de precursores do cerebelo (Martinez & Gomes, 2002; 2005).

Durante o desenvolvimento, as células interagem promovendo sua
sobrevivéncia e funcionamento. Um dos processos mais importantes promovidos
pelas interagbes neuro-gliais, na morfogénese do SN central e periférico, é a
diferenciacao celular, que é regida por fatores genéticos e epigenéticos. Acredita-se
que esses processos sao mediados por fatores soluveis, como fatores de
crescimento e pelo contato direto entre as células, envolvendo moléculas de adesao
(Gomes et al., 2001). Porém acredita-se que isso dependa também das
caracteristicas das células da glia envolvidas. No estudo de Song e colaboradores
(2002), verificou-se que astrocitos da medula espinhal adulta, uma das regides
consideradas como nao-neurogénicas, ndo promoviam neurogénese a partir de
células tronco adultas. No entanto, observou-se neste mesmo estudo que os
astrécitos do hipocampo provéem um nicho para a neurogénese em adultos;

sugerindo que possivelmente a capacidade de neurogénese deva estar, em parte,
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associada a certos sinais fornecidos por uma regionalizagdo dos astrocitos no SNC
adulto. Lim & Alvarez-Buylla (1999) demonstraram que a neurogénese na zona
subventricular germinativa do SN adulto depende de astrocitos presentes nessa
mesma regido. Acredita-se que o0s astrécitos apresentem um microambiente
neurogénico em sua superficie celular com uma combinagdo de fatores de
crescimento, elementos de matriz extracelular e moléculas de membrana (Lim &
Alvarez-Buylla, 1999).

Alguns fatores derivados de glia tém sido descritos como participantes do
processo da neurogénese. O acido retindico (AR) derivado da glia e outros fatores,
como o Wnt, por exemplo, sdo alguns dos fatores que devem estar envolvidos neste
processo (Lie et al., 2005; Koérnyei et al., 2007). Estudos indicam que os astrdcitos
parecem ser importantes fontes do AR. Recentemente, foi demonstrado que
astrocitos em cultura produzem AR suficiente para induzir o comprometimento
fenotipico neuronal de células tronco. Nao se sabe ainda, no entanto, se esse
potencial é limitado a astrdcitos dos nichos neurogénicos ou se astrocitos de regides
especificas do parénquima também sintetizam AR (Kdrnyei et al., 2007). O Wnt € um
outro fator que tem sido estudado. Acredita-se que ele, inclusive, possa ter acdes
complementares com as do AR, e juntos levam a uma determinagdo do fendtipo
neuronal (Lie et al., 2005; Kdrnyei et al., 2007). A sinalizagdo de Wnt foi identificada
como uma via regulatéria da neurogénese no hipocampo adulto, envolvida no
controle do comprometimento celular com o fenétipo neuronal e com a proliferagcao
de precursores comprometidos. O fato da inibicdo da sinalizacdo de Wnt reduzir a
neurogénese no hipocampo mostra que ela tem um papel primordial neste processo

(Lie et al., 2005).
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No nosso trabalho, embora o numero absoluto de neurbnios seja aumentado
por casticina ou astrocitos tratados pelo flavondéide, ndo observamos alteragcdées no
percentual de neurbnios nas condigbes estudadas. Esses dados sugerem que
casticina (direta ou indiretamente) ndo induza progenitores neurais a adotarem um
fendtipo neuronal, diferentemente do que é sugerido para Wnt e AR.

As interagdes neuro-gliais desempenham papel importante em quase todas as
etapas da organizagao da arquitetura cerebral, desde os estagios mais iniciais da
neurogénese ao estabelecimento final das conexdes neurais. Os eventos
morfogenéticos que levam a formagao do SN podem basicamente ser divididos em 5
etapas principais: 1) indugéo neural, processo pelo qual uma regidao do ectoderma se
especifica em fendtipo neural; 2) geragado de precursores neurais responsaveis pela
neurogénese e gliogénese; 3) procura do alvo e estabelecimento das conexdes
neurais; 4) sinaptogénese e 5) refinamento das sinapses. Apds o processo de
neurogénese e migragao, os neurdnios devem ter a capacidade de procurar o seu
alvo e estabelecer as conexdes apropriadas. Para isto seus axénios sdo capazes de
reconhecer pistas assimétricas durante sua trajetéria. As células da glia tém sido
exaustivamente descritas como fontes de pistas assimétricas durante o
direcionamento e crescimento axonal (Mason & Sretavan, 1997; Stoeckli &
Landmesser, 1998). A formacédo de comissuras ou decusassdes, como 0 quiasma
Optico e a placa do assoalho do SN, é dependente in vivo da interagao entre a glia
residente nestas regides e axdnios em crescimento.

Varias evidéncias in vitro corroboram os resultados in vivo e implicam os
astrocitos na determinacdo da forma e polaridade neuronais, fundamentais no
estabelecimento dos circuitos intercelulares especificos do SN (Qian et al., 1992;

Miller et al., 1994; Garcia-Abreu et al., 1995). Quando neurbnios simpaticos sao
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cultivados in vitro em presenca de células da glia, estendem axdénios e dendritos,
mas na sua auséncia estendem apenas axoénios. Essa indugao dendritica € devida a
secrecao de bone morphogenetic protein (BMP) pela célula glial (Prochiantz, 1995).
Nesse trabalho, ndo analisamos a morfologia dos neurdnios cultivados em presenca
de casticina e/ou astrécitos tratados por este flavonoide. E possivel que, embora o
flavondide nado induza o comprometimento de progenitores ao fendtipo neuronal,
esteja envolvido na etapa mais tardia de maturagdo morfolégica desta célula. In vitro,
esse processo pode ser avaliado pelo indice de arborizagdo e crescimento neuritico
dessas células. Diversos trabalhos demonstram que fatores de crescimento e
moléculas da matriz extracelular (MEC) sintetizados e secretados pelos astrécitos
sdo potenciais moduladores da arborizagdo neuronal (Garcia-Abreu et al., 1995;
Martinez & Gomes, 2002; 2005). Ja é descrito na literatura que proteinas de matriz
extracelular (MEC), como a fibronectina e a laminina, sdo importantes para o
crescimento neuritico. Recentemente, Martinez & Gomes demonstraram que
astrécitos tratados pelo fator de crescimento da epiderme (EGF) aumenta a extensao
e arborizagcdo de neuritos de neurbnios cerebelares in vitro. Esse mecanismo é
mediado pela inducdo da sintese de fibronectina e laminina pelos astrocitos em
resposta a EGF (Martinez & Gomes, 2002; 2005). Futuramente, deveremos analisar
fatores de crescimento e componentes de MEC sintetizados e secretados pelos
astrocitos e sua participacdo como mediadores das acdes do flavondide casticina.
Algumas caracteristicas estruturais sdo apontadas como sendo determinantes
para a atividade protetora da toxicidade glutamatérgica (Ishige et al., 2001) e
neurogénica (Sagara et al., 2004) de alguns flavondides. Para a atividade protetora,
0s requisitos estruturais sdo: a presenga do grupamento hidroxila na posi¢cdo 3 do

anel C, um anel C insaturado e hidrofobicidade (Ishige et al., 2001). No estudo de
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Sagara e colaboradores (2004), todos os flavondides com potencial para
diferenciagao possuiam um catecol no anel B (C3’ e C4’), um anel C insaturado com
um oxigénio na posi¢cao C4 e um grupo hidroxil na posicao C7 no anel A. A casticina
(5,3’-dihidroxi-3,6,7,4’-tetrametoxiflavona) possui duas das caracteristicas
compativeis com a atividade protetora: € um flavondide lipofilico (Hoberg et al., 2001)
e possui insaturacdo do anel C. Quanto aos requisitos para o potencial de
diferenciagao, este flavondide possui apenas um anel C insaturado com um oxigénio
na posigao C4. Isso pode sugerir, despretensiosamente, que a casticina tenha maior

potencial protetor que de diferenciacao.

As interacdes neurbnio-astrocito tém-se mostrado extremamente importantes
em varios aspectos da morfogénese do SN. Nossos dados corroboram outros dados
na literatura, que indicam a interdependéncia entre estas células na mediagcdo de
eventos como a proliferagcao celular e a morte. Nossos dados mostram, de forma
pioneira, a agao da casticina sobre a morfologia do sistema nervoso central, em
células normais do cortex cerebral de ratos. Como podemos observar na
representacdo esquematica da Figura 23, a casticina ndo modula eventos como a
proliferacdo, a expressao de GFAP ou a morfologia astrocitaria. No entanto, por
mecanimos ainda desconhecidos, a casticina atua sobre aspectos funcionais dos
astrocitos de forma a tornar essas células mediadoras da acdo do flavondide na
morfogénese neuronal. Demonstramos que a casticina teve um efeito protetor,
reduzindo a morte de precursores neurais (agao indireta, via astrocito) e reduzindo a

morte de neurdnios pos-mitéticos (agao direta) in vitro (Figura 23).

73



[1]

¥ morte neuronal

Flavonoide casticina,
extraido de Croton

betulaster 4 niimero absoluto de
neurdnios pos mitoticos

¥ morte de
progenitores

[3]

¥ morte de
progenitores

4 nimero absoluto de [4]
neurdnios pos
mitoticos

Nao modulaa

proliferagao, a
expressao de GFAP ou
morfologia astrocitaria
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Figura 23. Modelo proposto para os mecanismos de acdo do flavondide casticina
sobre as células do SNC. O flavonodide casticina, extraido de Croton betulaster, reduz
a morte celular geral como efeito direto [1] sobre células de coértex cerebral
embrionarios, reduz a morte e aumenta o numero absoluto de neurbnios pos-
mitéticos. Diretamente sobre os astrocitos [2], o flavondide ndo modula a
proliferagédo, a expressdo de GFAP ou a morfologia deste tipo celular. Como efeito
indireto, via astrocitos [4], promove reducdo da morte celular geral, o que é também
observado como efeito dos fatores soluveis presentes no meio condicionado [3], e
aumenta o numero absoluto de neurdnios pds-mitéticos [4].

Nosso trabalho tem grande relevancia para o entendimento da fisiologia e
desenvolvimento do sistema nervoso, pois € a primeira vez que se descreve a agao
indireta de um composto flavonéide na morfogénese neuronal, via célula astrocitaria.

As substancias administradas ao SN in vivo atuam ndo so diretamente sobre as

células neuronais, mas também e inevitavelmente sobre as células gliais, em
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especial astrécitos. Dai a importancia de se verificar os efeitos de um determinado
composto sobre os diversos tipos celulares do SNC. Nosso modelo tem a chance de
mimetizar in vitro as relacdes celulares que acontecem no cérebro. Outro aspecto
apontado neste trabalho é a questdo da utilizacdo de uma substancia extraida de
plantas nativas do nosso Pais. A utilizacdo de um composto nacional para o
desenvolvimento de drogas para uso terapéutico, sem duvida, reduz os custos e a
torna muito mais acessivel a populagdo. Embora ainda em fase inicial, nosso estudo
podera abrir grandes perspectivas para a utilizagdo do flavondide Castina no
tratamento de doencas neurodegenerativas e tumorais, além de contribuir
significativamente para o entendimento do papel das interagbes neuro-astrocitarias

durante o desenvolvimento e patologias do sistema nervoso.
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6. CONCLUSOES

Nossos reusltados podem ser assim resumidos:

EFEITOS DIRETOS DA CASTICINA SOBRE AS CELULAS NEURAIS:

1)

N&o altera o numero de progenitores neurais;

N&o altera a proliferagcado de progenitores neurais;

Reduz a morte celular;

Aumenta o numero absoluto de neurdnios embora n&o induza progenitores
neurais a adotarem um fenétipo neuronal,

Reduz a morte neuronal;

Nao altera a proliferacao e diferenciacdo de astrdcitos;

EFEITOS INDIRETOS DA CASTICINA SOBRE PROGENITORES NEURAIS:

1)

Astrocitos tratados por casticina aumentam o numero de células corticais
totais;

Meio condicionado derivado de astrocitos tratados por casticina aumenta o
numero de células corticais totais;

Astrocitos tratados por casticina diminuem a proliferacéo de precursores;
Astrocitos tratados por casticina diminuem a morte de precursores;

Meio condicionado derivado de astrdcitos tratados por casticina diminui a
morte de progenitores totais;

Astrocitos tratados por casticina aumentam o numero absoluto de
neurbnios embora ndo induza progenitores neurais a adotarem um
fendtipo neuronal;

Astrocitos tratados por casticina ndo interferem na morte neuronal.
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