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RESUMO

Introducdo: A lesdo cerebral traumatica (LCT) é uma patologia complexa e
multifatorial, sendo uma das principais causas de morte e incapacidade em humanos.
Imediatamente apdés a LCT, astrécitos e microglias reagem com alteracdes
morfolégicas e funcionais complexas conhecidas como gliose reativa e formam, na
area imediatamente adjacente a lesdo, a cicatriz glial, € a principal barreira para a
regeneracao neuronal no sistema nervoso central. O flavonoide agatisflavona (bis-
apigenina), presente nas folhas de Poincianella pyramidalis, tem demonstrado efeitos
neurogénicos, neuroprotetores e anti-inflamatérios, conforme demonstrado em
modelos in vitro de toxicidade induzida por glutamato, neuroinflamacdo e
desmielinizacdo. O presente estudo investigou o efeito da agatisflavona na integridade
neuronal e na modulacdo da gliose em modelos ex vivo de LCT. Metodologia:
Microdissecacdes do encéfalo de ratos Wistar (P6-8) foram preparadas e submetidas
a lesdo mecanica (LM), sendo tratadas ou néo diariamente com agatisflavona (5 uyM)
por 3 dias. A reatividade dos astrocitos foi investigada pela mensuracédo de mRNA e
expressao da proteina GFAP na area lesionada por imunofluorescéncia e western blot;
a proporcdo de microglias foi determinada por imunofluorescéncia para lba-1; a
expressdo de mRNA para o inflamassoma NRPL3 e interleucina-1 beta (IL-1B) foi
determinada por RT-gPCR. Resultados: Observou-se que a lesdo no tecido cortical
induziu astrocitos a super expressar GFAP na tipica cicatriz glial, e a agatisflavona
modulou a expressdo desta proteina nos niveis transcricional e pos-transcricional
associados a reducdo da cicatriz. A LM induziu um aumento na proporcdo de
microglias (Iba-1+) que ndo foi observado em culturas tratadas com agatisflavona.
Além disso, o flavonoide modulou negativamente a expressdo de mRNA tanto de
NRLP3 quanto de IL-1B, que estavam aumentados na area lesionada do tecido.
Conclusao: Todas essas descobertas reiteram a propriedade regulatoria da resposta
inflamatéria das células gliais pela agathisflavona, que pode impactar na
neuroprotecédo e deve ser considerada para futuros estudos pré-clinicos e clinicos em
patologias do sistema nervoso central, incluindo a LCT.

Palavras-chave: lesdo cerebral traumatica, astrogliose, agathisflavona, NRLP3



ABSTRACT

Introduction: Traumatic Brain Injury (TBI) is a complex and multifactorial pathology,
being a major cause of death and disability for humans. Immediately after TBI,
astrocytes and microglia react with complex morphological and functional changes
known as reactive gliosis and forms, in the area immediately adjacent to the lesion, the
glial scar, the major barrier to neuronal regeneration in the central nervous system.
The flavonoid agathisflavone (bis-apigenin), present in Poincianella pyramidalis
leaves, has been shown to have neurogenic, neuroprotective, and anti-inflammatory
effects, demonstrated in vitro models of glutamate-induced toxicity, neuroinflammation,
and demyelination. The present study investigated, the effect of agathisflavone in
neuronal integrity and in the modulation of gliosis in ex vivo models of TBI.
Methodology: Microdissections from the encephalon of Wistar rats (P6-8), were
prepared and subjected to mechanical injury (MI) and treated or not daily with
agathisflavone (5 pyM) for 3 days. Astrocyte reactivity was investigated by measuring
MRNA and expression of GFAP protein in the lesioned area by immunofluorecence
and westernblot; proportion of microglia was determined by immunofluorescence for
Iba-1; MRNA expression for inflammasome NRPL3 and interleukin -1 beta (IL-18) was
determined by RT-gPCR. Results: It was observed that lesion of the cortical tissue
induced astrocytes over expressing GFAP in the typical glial scar formed, and
agathisflavone modulated GFAP expression at transcriptional and pos-transcriptional
level associated with reduction of glial scar. Ml induced increase in the proportion of
microglia (Iba-1+) that was not observed in agathisflavone treated cultures. Moreover,
the flavonoid modulated negatively both NRLP3 and IL-18 mRNA expression that was
increases in the lesioned area of the tissue. Conclusion: All of these findings reiterate
the regulatory property of the inflammatory response of glial cells by the flavonoid
agathisflavone, which can impact in neuroprotection and should be considered for

future pre-clinical and clinical studies for CNS pathologies, including TBI.

Keywords: traumatic brain injury, astrogliosis, microglia, agathisflavone,NRLP3.
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1 INTRODUCAO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) consiste em uma patologia de alta morbi

mortalidade e invalidez permanente geralmente considerada uma epidemia silenciosa
e de grande impacto socioecondmico no mundo (DIAS et al., 2014). Devido a
heterogeneidade da patogénese, extensédo da lesdo e diversidade de respostas
celulares aos danos falta estratégias eficazes de tratamento do TCE (BRAUN et al.,
2017). Diversos estudos pré-clinicos até o momento, que se concentrou em focar na
neuroprotecdo aguda amplamente caracterizada por medidas histologicas de morte
celular e volume da leséo (Lerouet et al., 2021).
Biomoléculas presentes em plantas medicinais tém sido descritas como alternativa no
manejo de enfermidades neurodegenerativas (COSTA et al., 2016). Os derivados de
plantas sdo conhecidos ha séculos por possuirem uma ampla gama de atividades
biologicas. Os flavonoides sédo hoje considerados ingredientes indispensaveis em
diversas aplicacdes farmacéuticas, medicas e cosméticas (PANCHE et al., 2016). Os
flavonoides ja foram pontuados por suas ac¢des anti-inflamatorias, antioxidantes,
imunomoduladoras e morfogénicas cientificamente comprovadas que podem ser
considerados uma alternativa potencial como agentes terapéuticos para processos
oxidativos e inflamatdérios do SNC sistema nercoso central (COSTA, et al., 2016),
sejam estes associados a doencas neurodegenerativas ou a outros processos que
envolvam perda neuronal como no caso TCE (MIRA et al., 2021).

Apés uma revisao sobre aspectos da fisiopatologia do trauma, em especial do
papel de células gliais na viabilidade e regeneracdo neuronal, como propriedades
neuroprotetoras e antineuroinflamatérias (CHEN et al., 2022), este estudo, traz
resultados acerca dos efeitos do biflavonoide agatisflavona em um modelo ex vivo de
trauma cerebral com foco na modulacdo da reatividade de astrocitos e microglias,
células envolvidas no controle da neuroinflamacao, em vista de terapia adjuvante para

condicBes de trauma cerebral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Aspectos da fisiopatologia do traumatismo cranio encefalico (TCE)

O TCE -caracteriza-se como uma lesdo complexa e multifatorial que
compromete a funcao do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) causadas
por forca externa (como acidente de transito, guerra, penetracdo de objetos,
explosao), classificada como TCE primaria e lesbes secundarias (O'LEARY R &
NICHOL, 2018). Os eventos da lesdo priméria iniciam com o trauma mecanico, cortes
axonais, formacao de contusdes e/ou hemorragias, podendo conduzir a incapacidade
em humanos e animais ou a morte (WERNER; ENGELHARD, 2007). As lesbes
secundarias decorrem da ativacéo de vias de sinalizacao celular e dinamica molecular
resultantes em alteracbes morfolégicas e neuroquimicas contribuintes
celulares/citotoxicos por excitotoxicidade, sobrecarga de célcio, disfuncao
mitocondrial, inflamacdo e estresse oxidativo, bem como 0s mecanismos que
influenciam a ruptura da barreira hematoencefalica (BHE)/edema vasogénico que
caracterizam a patologia (JHA et al., 2019; STEIN et al., 2017).

A gravidade do trauma € classificada pela escala de coma de Glasgow
determinada por trés categorias de lesdes leves, moderadas ou graves (BRENNAN et
al., 2018) e impacta de modo diferente nos trés estagios da neuritogénese:
proliferacdo de células-tronco neurais, neurbnios imaturos e neurbnios maduros
recém-gerados (WANG et al., 2016). Ap6s o TCE ocorre uma perda significativa de
neurdnios devido a gravidade das lesdes (HASSANNEJAD et al., 2018). Em
decorréncia das lesdes cerebrais, 0s mecanismos adaptativos e reparadores podem
contribuir com outras complicac6es neuroldgicas, incluindo epilepsia, depresséao e
deméncia (FORDINGTON; MANFORD, 2020; WANG et al., 2016).

Os astrocitos, a mais abundante populacéo de células gliais do cérebro humano
tem interacdo com varias células do sistema nervoso central (SNC) e funcédo de
regulacdo neuronal, facilitando a progressdo do processo degenerativo em dias e

meses do inicio da lesdo, se espalhando para outras regides distintas da lesdo
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priméria, como tadlamo, hipocampo, septo medial, corpo estriado, amigdala (HICKS et
al., 1996; LIU et al., 2010). A lesdo mecénica primaria deforma a rede flexivel das
filamentos intermediarios dos astrécitos, , constituidos principalmente da proteina
acida fibrilar glial (GFAP), e ativa os canais ibnicos sensiveis ao impacto fisico e os
seus receptores, tais como canais idnicos de potencial receptor transitério (TRP),
canais sensiveis de potassio e receptores do acido N-metil-D-aspértico (NMDA), que
por sua vez podem induzir a liberacdo de células neuronais e gliais danificadas ou
expressar agudamente os padrbes moleculares associados aos danos (DAMPS)
(BRAUN et al., 2017; YUAN & WU, 2022).

As lesGes secundarias sao favorecidas pela reatividade dos astrécitos e
microglia presentes no tecido cerebral danificado na lesédo primaria, levando a uma
cascata de reacdes interligadas que induzem o acumulo excessivo de
neurotransmissores e acido aspartico na fenda sinaptica, que por sua vez sinalizam a
ativacao dos receptores NMDA e AMPA localizados nas membranas pos-sinapticas,
e levam a disfuncéo neuronal persistente ao longo de minutos até meses ou mesmo
anos aposalesao primaria (NG;LEE., 2019). A acao agonista excessiva dos receptores
de NMDA induz aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio e sobrecarga
de calcio, levando a morte celular neuronal (KHATRI et al., 2018; KHOSHNAM et al.,
2017). O aumento da entrada de calcio influenciara na integridade mitocondrial que
acaba gerando um acumulo de lactato; como consequéncia ocorrera 0 aumento do
volume celular que, somado ao aumento da permeabilidade cerebral por ruptura da
barreira hematoencefalica cerebral (BHE) pelo trauma, ira resultar em edema cerebral,
aumento da pressao intracraniana e a reducao da perfusdo no cérebro (ROSENFELD
et al., 2012). Por outro lado, canais ibnicos sensiveis aos danos fisicos uma vez ativos
levam ao influxo de sédio e calcio para os astrécitos induz gradiente de adenosina 5'-
trifosfato (ATP), ativando assim outros astrécitos e micréglia liberadoras de DAMP
(YUAN; WU, 2022).

A sinalizacdo imunoldgica por ativacdo dos receptores de DAMPs, os
receptores toll-like (TLR), e receptores purinérgicos de ATP, desempenham

importante papel na lesdo neurolégica progressiva apés o TCE (BRAUN et al., 2017;
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MCCARTY; LERNER, 2021). A ativacdo de TLRs por DAMPs nas células microgliais
sinalizam a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (como IL-1, IL-6 e TNF-a) e
liberacdo quimiocinas (CCL2, CXCL9, CXCL10 ) CCL2 é o ligante 2 da quimiocina C-
C, também chamado de mondcito quimiotatico proteina-1 (MCP-1), CXCL9 é o ligante
9 da quimiocina C-X-C, também chamado de mondcito quimiotético proteina-4 (MIG),
CXCL10 é o ligante 10 da quimiocina C-X-C, também chamado de interferon gama-
induzido proteina-10 (IP-10) (JACK et al., 2005; WATSON et al., 2020). principalmente
viaa cascata do inflamossoma. Além disso, microglias também liberam substancias
neurotoxicas, como Oxido nitrico e espeécies reativas de oxigénio (KHATRI et al.,
2018). Porém, essas células podem também liberar citocinas anti-inflamatorias
(antagonista do receptor TLR IL-1, IL-4, IL-10) e fatores neurotroficos (BDNF, NGF,
TGF-B) BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro, NGF, fator de crescimento
nervoso, TGF-[3, fator de transformacdo do crescimento beta que proporcionam a
fagocitose de debris celulares e acBes neuroprotetoras que podem auxiliar na
recuperacéo do cérebro apods a lesdo (GUGLIANDOLO et al., 2018; RODNEY et al.,
2018).

O aumento na reatividade dos astrocitos em resposta a lesdo € denominado
astrogliose (SOFRONIEW; VINTERS, 2010). A astrogliose, devido a alteracbes
morfolégicas e sinalizacdo molecular promovem a permeabilidade da BHE e
potencializam o processo inflamatério por interacdo com a microglia na sinalizacao
inflamatoria, via fator nuclear «-potenciador de cadeia leve de células B ativadas (NF-
kB) (JASSAM et al., 2017). Os astrécitos reativos apresentam aumento na expressao
das proteinas de filamento intermediario principalmente GFAP, assim como de
vimentina, e aumento de proliferacdo e secrecdo de fatores de crescimento,
principalmente o fator de crescimento derivado da glia (GDNF), o fator de crescimento
derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento neural (NGF) entre outros(PEKNY
& PEKNA 2014). Os astrécitos produzem estes peptideos neuroprotetores nocérebro
lesionado para limpar detritos celulares e orquestrar processos reparadores ebenéficos
para a recuperacéao neurolégica apds a TCE (MICHINAGA & KOYAMA, 2019 ; YUAN,
& Wu, 2022).

Por outro lado, quando os astrécitos estao desregulados produzem mediadores
citotoxicos que dificultam o reparo do SNC por inducéo de disfungé@o neuronal e morte
celular (KOYAMA; MICHINAGA, 2012; MICHINAGA;KOYAMA,2021)
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Além da ativagcdo microglial, que leva a ativacdo de inflamassomas, e
reatividade de astrocitos, as células imunes do sistema periférico adentram a barreira
hematoencefalica (BHE) danificada pelo trauma mecénico potencializando
neuroinflamacdo (NEEDHAM et al., 2019; REHMAN et al, 2019). A inflamagéo
progressiva e a liberacdo de citocinas podem induzir um processo de leséo cerebral
secundéaria e consequentemente podera levar a um resultado severo, incluindo a
morte (LIU et al., 2010)
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Figura 1 - Contribuicdes de astrécitos e microglias para os mecanismos de lesdo secundaria
associados a neurodegeneragdo apos lesdo cerebral traumética. Fonte: adaptado de SAJJA et al.,
(2016). Além da ativacéo microglial que leva a ativagdo de inflamassomas, e reatividade de astrocitos,
as células imunes do sistemaperiférico adentram a barreira hematoencefalica (BHE) danificada pelo
trauma mecéanico potencializando a neuroinflamac¢éo (NEEDHAM et al., 2019; REHMAN et al,2019). A
inflamacéo progressiva e a liberagdo de citocinas podem induzir um processo de lesdo cerebral
secundaria e consequentemente podera levar a um resultado severo, incluindo a morte (LIU et al.,
2010).
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2.2 Terapias parao TCE
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O tratamento farmacoldgico visa prevenir ou reduzir os efeitos agudos e crénicos do
TCE. O acido tranexamico € uma droga que pode diminuir o risco de morte em
pacientes com TCE leve a moderado se administrado precocemente. Outros
tratamentos para TCE incluem agentes anti-inflamatorios, anticonvulsivantes,

antidepressivos, estimulantes e neuromoduladores (TANI et al., 2022).

2.3 Potencial farmacologico do flavonoide agatisflavona

As substancias naturais sdo descritas na literatura com o intuito de avaliar o
seu potencial e, posteriormente, serem utilizadas para facilitar o manejo de
enfermidades neurodegenerativas. Um grupo de substancias que tem levantado
bastante atencédo da comunidade cientifica constitui-se dos compostos polifendlicos
conhecidos como flavonoides. A estrutura basica destes metabolitos secundarios
derivados de plantas consiste em 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis,
dos quais dois sdo anéis aromaticos. Diversas atividades biologicas séo atribuidas a
essa classe de polifendis, tais como atividade antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-
inflamatoria, dentre outras, e, na Ultima década, pesquisas tém focado em caracterizar
propriedades neuroprotetoras e anti-neuroinflamatérias de diversos flavonoides em
diferentes modelos de patologias do SNC, o que lhe confere significativa importancia
farmacoldgica (dos SANTOS et. al., 2018).

A agathisflavona (bis-apigenina) consiste em um produto do acoplamento



oxidativo de duas apigeninas (4',5,7-triidroxiflavona) (BAHIA et. al., 2005), e tem
despertado interesse na pesquisa cientifica devido ao seu potencial farmacolégico
(AMORIM et al., 2018). Este flavonoide tem demonstrado efeitos positivos na indugao
de diferenciacéo neuronal e neurogénese (PAULSEN et al., 2011; COSTA et al., 2016)
e efeitos in vitro promissores para condi¢cfes patoldgicas do SNC, entre eles, efeitos
neuroprotetores, antineuroinflamatério, além de antitumoral, como demonstrado em
estudos mais recentes (SANTOS SOUZA et al., 2018; DE ALMEIDAet al., 2020,
NASCIMENTO et al., 2021). Dos Santos et al., (2018) demonstrou em modelo de co-
culturas de neur6nios com células gliais enriquecidas de astrécitos queagathisflavona
protege estas culturas da excitotoxicidade induzida pelo excesso de glutamato,
evidenciada pela reducéo de morte de neurdnios (FluoroJade B+ e Caspase 3+), além
de modular o perfil de resposta inflamatoéria, com reducéo da expressado de mRNA para
citocinas pro-inflamatorias como TNFa( Fator de NecroseTumoral), IL-6 (Interleucina-
6), IL-18 (Interleucina-1B) e arginase associadas ao aumento na expressédo de
neurotrofinas NGF, BDNF, GDNF. No estudo desenvolvidopor Almeida et al., 2020
também em co-culturas de neurdnio e glia observou que o flavonoide agathisflavona
protege neurbnios contra efeito destrutivo de LPS ou IL1B, efeitos associados a
reducdo do numero de microglias ativadas (CD68+), além da reducdo na expressao
de mRNA para citocinas e componentes de resposta pro- inflamatérias como as
citocinas TNF e IL-1, e conexinas CCL5 e CCL2, assim comoo aumento na expressao
de mRNA para citocina regulatoria como IL-10. Somado a estes resultados, no trabalho
de Amorim et al. (2020) usando como modelo de traumaculturas mistas do cortex
embrionario submetidas a lesdo mecanica, foi demonstradoque o tratamento com
agathisflavona modulou a astrogliose e por consequéncia da cicatriz glial, dano
caracteristico do TCE e favoreceu a regeneracdo de neurbnios. Neste modelo de
trauma o tratamento com o flavonoide agatisflavona (1 uM) reduziua expressdo de
GFAP e espessamento de processos astrocitarios observado nas culturas lesionadas,
e por consequéncia reduziu a cicatriz glial, assim como induziu aumento no niumero
de corpos de neurdnios e crescimento de neuritos que adentrama area da lesdo. Vale
ressaltar que agatisflavona também induziu um aumento na expressao de fatores
neurotréficos NGF e BDNF (AMORIM et al. 2020).

Pelo exposto, este estudo foi desenvolvido com base na hipétese de que o
flavonoide Agatisflavona consegue modular a ativacdo e perfil inflamatério de

astrocitos e microglias apés lesdo mecanica do tecido cerebral de animais neonatos

20



em sua complexidade e que pode repercutir na protecao e regeneragdo de neurénios.

Agathisflavona (bis-apigenina)

Figura 2- Poincianella (Caesalpinia) pyramidalis e estrutura quimica de agatisflavona. Imagem da
planta (Catingueira) capturada na regido da Chapada Diamantina no Estado da Bahia (fonte:
Laborato6rio de Neuroquimica e Biologia Celular, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
da Bahia), e estruturaquimica do flavonoide agatisflavona (bis apigenina) (C30H18010, CID 5281599)
umabis-apigenina (fonte : https://www.chemsrc.com/en/cas/28441-98-7_803942.html).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

= Caracterizar efeito do flavonoide agatisflavona na modulacdo da resposta

astrocitaria e microglial em modelo ex vivo de leséo encefalica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Em um modelo ex vivo de leséo encefélica:
= Estudar o efeito do flavonoide agatisflavona no perfil de ativacéo dos astrécitos

usando marcador GFAP.

= Caracterizar o efeito do flavonoide agatisflavona no perfil de ativagdo de microglias.

» Caracterizar efeito do flavonoide agatisflavona na regulacdo do inflamassoma.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.

4.2.

Considerac6es Eticas

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Neurogquimica e Biologia Celular
(LabNq), localizado no Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal
da Bahia (UFBA). Os animais utilizados no estudo foram obtidos do Biotério do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (UFBA) e sofreram
procedimentos segundo protocolo ja bem estabelecido no Laboratorio de
Neuroquimica e Biologia Celular da UFBA, aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais do ICS/UFBA (CEUA-ICS, Protocolo n® 673220818, Anexo I). O numero

de animais usado no estudo foi baseado em estudo prévio (DE AMORIM et al., 2020).

Culturas organotipicas

Culturas organotipicas de fatias de cérebros de ratos Wistar com idade pés-natal
de 6 a 8 dias (P06 e P08) submetidas a lesdo mecanica que foram adotadas como
modelo de trauma cerebral. As culturas foram preparadas de acordo com método de
Stoppini et al., (1991) com modificagdes. Para tanto os animais foram decapitados e
tiveram seus encéfalos expostos e removidos assepticamente e foram colocados em
uma placa com meio de dissecagéo (HBSS) Solucéo salina equilibrada composto por
CaCl2 anidro ,KCI, NaCl, Glicose, KH2PO4, Na2HPO4 anidro, MgCI2.6H20,
MgS04.6H20, HEPES, fatias coronais de cérebro com espessura de 350um (duas
fatias por animal)foram obtidas em condicfes estéreis com auxilio do aparelho Tissue
Chopper MclLwain e transferidas para cada membrana de microporos (Millicell - CM,
Millipore,Bedford, MA, USA) acomodada em uma placa de poliestireno de seis pocos
e cultivadas em meio essencial minimo (MEM, Invitrogen) suplementado com HEPES,

glicose, L-glutamina, vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal equino
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4.3.

4.4.

(SFE)+HBSS mantidas em estufa com 5% de CO2 e 37 °C durante 30 minutos.

Flavonoide e Tratamento

Apos os 30 minutos de estabilizac@o da cultura, foi feita uma lesdo mecéanica
em cada fatia com auxilio de uma agulha de insulina modificada, através de leve
pressdo. Em seguida, as fatias foram tratadas com o flavonoide Agatisflavona (FAB)
que foi extraido das folhas de Poincianella pyramidalis Tull. no Departamento de
Quimica Organica do Instituto de Quimica da UFBA conforme descrito por Bahia e
colaboradores (2005). O flavonoide frutificado (>95%) foi diluido em dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma) em solugbes de estoque 100 mM que foram armazenadas e
protegidas da luz a -4°C. As culturas organotipicas foram submetidas aos tratamentos
controle veicular (DMSO, 0,005%) e FAB (5uM) diluido diretamente no meio de cultura
e entdo incubadas na estufa. O meio foi trocado a cada 24h com as mesmas
concentracfes em ambos os grupos por um periodo de 3 dias (72h). No terceiro dia
foi coletado o sobrenadante e processado as fatias conforme o desenho experimental

apresentado na figura 3.

Marcacao imunofluorescéncia

Com a perspectiva de avaliar as estruturas das células efetoras (astrécitos e
micréglias) das culturas organotipicas foram realizadas marcacfes de
imunofluorescéncia usando anticorpos especificos estruturais de neurénios com o f
[lI-Tubulina (Biolegend, 801202), de reativacéo astrocitaria, proteina acida fibrilar glial
(GFAP) (DAKO, Z0334), e microglial com molécula adaptadora ligante de calcio
ionizado-1 (lbal) (Novus-NBP, 2-75397). As proteinas foram identificadas com
anticorpos secundarios conjugados a fluorocromos (Alexa-Fluor 488 ou Alexa-Fluor
596).

Para realizar as marcacg6es por Imuno-Histoquimica (IHQ), ap0s os tratamentos,
as culturas foram lavadas trés vezes com tampao de fosfato salina (PBS), em seguida
incubadas em paraformaldeido (PFA 4%) por um periodo de 1 hora. Decorrido esse

tempo o PFA foiretirado e as culturas lavadas trés vezes com PBS. Apés as lavagens
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foram incubadas por 12 h com Triton x-100 0,1% em PBS (PBS-T) a 4 °C e depois
foram incubadas por3 horas em solucéo de bloqueio (em PBS-Triton X-100 0,1%, BSA
20%). Incubada emovernight com solucéo de anticorpos primarios (em PBS-T, soro de

cabra 1 %).

ApOs o tempo decorrido as fatias foram lavadas 3 vezes em PBS-T e em seguida
incubadas por 3 horas em solucdo de anticorpos secundarios AlexaFluor-488 (verde)
(em PBS-T, 1% de soro de cabra) para e para GFAP e Iba-1. O nucleo das células em
todas as fatias foram coradas com (DAPI) (Molecular Probes, Eugene, OP) por 10
minutos. Passando o periodo de incubacao as fatias foram depois lavadas trés vezes
e montadas com Fluoromount-G Mounting Medium (Invitrogen). As imagens foram
capturadas utilizando um microscopio confocal de analise espectral (Leica TCS-SP8)
com uma objetiva de 40x ou com objetiva 20X, uma objetiva de imersédo em oleo de
63x usando para fotos mais detalhadas. Todos os experimentos incluiram culturas
onde os anticorpos primarios ndo foram adicionados, coloracdo inespecifica nao foi
observada em tais controles negativos. Para os anticorpos adotados nesta analise

estdo descritos na quadro 1.
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Quadro-1 Anticorpos usados na imunofluorescéncia.

Anticorpo Espécie [|Fabricante| Catalogo |Diluicdo Aplicacao
Anti-lgG de Cabra Thermo A 11008 | 1:1000 [Anticorpo secundario
camundongo Fisher
conjugado-AlexaFluor Scientific
488
Anti-lgG de coelho Cabra Thermo A 11012 | 1:1000 [Anticorpo secundario
conjugado-AlexaFluor Fisher
594 Scientific
Anti-molécula Coelho Novus NBP 2- 1:500 Marcador de
adaptadoraionizada de 75397 microglia
ligac&o ao calcio 1 (Iba-
1)
na B-1ll (B-Tublll) Camundongo [Biolegend 801202 1:200 Marcador de
neurdbnios
roteina acida fibrilar Coelho Dako 70334 1:1000 Marcador de

glial (GFAP)

astrocitos

Fonte: Préprio autor
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4.5. Analises de expressdo de mRNAs por RT-qPCR

O RNA mensageiro das culturas organotipicas de fatias de cérebros de ratos
Wistarforam expostas aos diferentes tratamentos, foi extraido utilizando o reagente
Trizol® (Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
O experimento foi realizado em triplicata biolégica. A quantificacdo do RNA foi
realizadaatravés do NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher Scientific). As amostras foram
armazenadas em freezer -80°C até seu uso. Para a reacdo do cDNA foi utilizado 1,5
Mg do RNA e o kit comercial de transcricdo reversa High-Capacity cDNA Reverse
Transcription, conforme recomendacdes do fabricante (ThermoFisher Scientific). O
cDNA foi armazenado a -20°C até sua utilizacdo. Posteriormente, foi realizada a
reacdo de PCR em tempo real quantitativo (RT-gPCR) no equipamento ABI 7500
FAST (Applied Biosystems) sob condi¢des de ciclo térmico padréo para Tagman pelo
fabricante. Foram avaliadas as expressdes de mRNAS nas amostras tratadas e em
condicbes controle, utilizando as sondas TagMan® comerciais: NLRP3
(Rn04244620_m1); IL1B8 (Rn00580432_m1); GFAP (Mm01253033_m1). Como
normalizador foi usado o gene de referéncia HPRT1 (Rn01527840 _ml)
(ThermoFisher Scientific). As amostras de cDNA foram diluidas 1:100, adicionado 5

pL de TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific) e 0,5 pL sondas
Taqman® especifica para cada reacdo monoplex em um volume final de 10 pL. A

expressao dos niveis de mRNAs foi calculada através do método 2-AACT (Schmittgen
& Livak, 2008) e analisados utilizando o Graphpad Prism v 9.1.1 (2020).
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4.6.

4.7.

Dosagem de proteinas e Westernblot

Para realizacdo das analises da expressdo de proteinas marcadoras de
reatividade de astrocitos apds diferentes condi¢cbes e tratamento as fatias foram
incubadas com tampéao de extracéo (ureia 4 mM, SDS 2%, EGTA 2 mM, Tris — HCI
62,5 mM pH 6,8, Triton X-100 0,5%) contendo (1uL/ml). de um coquetel inibidor de
proteases (P8340). A concentracdo de proteinas foi determinada usando o Kit BCA
(BIO-RAD) pelo método de Lowry et al. (1951). Em funcdo da proteina analisada 2,5
Mg (para GFAP) ou 15 ug transportador de glutamato tipo 1 (para GLT1) de proteinas
totais foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cbes
desnaturantes a 10% (SDS- PAGE) e transferidas para membranas de PVDF semi-
seco (Bio-Rad).

As membranas foram blogqueadas com 5% de leite em p6 desnatado (Molico)
em solucéo salina tamponada com tris contendo 0,05% de Tween-20 (TBS-T) por 1
hora em temperatura ambiente sob agitacdo. Apos o bloqueio, as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios para deteccdo das proteinas GFAP (1:1.000,
DAKO Z0334) ou a-tubulina (1:1.000, Santa Cruz SC 23948). As membranas foram
entdo lavadas trés vezes com TBS-T e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente
com um anticorpo secundario anti-coelho ou anti-rato conjugado com peroxidase
(1:10.000; Molecular Probes, G21234) diluido em 5% de leite desnatado TBS-T. Apés
trés lavagens com TBS-T e uma lavagem com TBS, as membranas foram incubadas
com a solucdo de substrato quimioluminescente (kit de substrato ECL Plus Bio Rad)
por 5 minutos. As bandas imunorreativas foram entdo analisadas pelo aparelho
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences). Ap6s a deteccao da proteina,
foram feitas andlises semi-quantitativas por densitometria utilizando o software
ImageJ em culturas organotipicas de cérebro através do Western Blotting. Foram

usados DMSO (0,0005%) como controle e tratamento.

Andalise estatistica dos resultados

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do software GraphPad Prism 8

(GraphPad, San Diego, EUA) para Windows, expressos como média e erro padrédo da
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média ou mediana e percentil no histograma de frequéncia. Diferencas estatisticas
foram consideradas significativas para P < 0,05. Os resultados que apresentaram uma
distribuicdo normal foram representados pela média e foram submetidos a testes de
normalidade, como Shapiro-Wilk ou D'Agostino-Pearson. Testes estatisticos
paramétricos foram empregados para as comparacdes entre 0s grupos de tratamento
e 0s grupos de controle. Resultados que nado se distribuiram normalmente e foram
representados por medianas foram analisados com testes ndo paramétricos, como o

teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis.

Tratamento Tratamento Tratamento
FAB 5 uM ou FAB 5 uM ou FAB 5 uM ou
DMSO 0,005% DMSO 0,005% DMSO 0,005% Analise
8 8 8 8
D1 D2 D3 D4
Cultura 8

Imunohistoquimica (GFAP, Ibal e 8 -Tublll) |
i Western Blot (GFAP/aTubulina)
' RT-qPCR (GFAP/GAPDH) '

Rato Wistar
(P06-08)
l Lesdo
) DMSO FAB (5 uM)

¥

T

Fatias de cérebro 350 um em

Figura 3.: Desenho experimental para cultura organotipica de fatias de cérebro de ratos Wistar com
idade de 6 a 8 dias. Apds a obtencao das fatias de cérebro de ratos Wistar, com espessura de 350 pm
(n=4), foram cultivadas em meio MEM devidamente suplementado. O cultivo ocorreu em estufa,
mantida nas condi¢fes de 5% de CO2 e 37°C, utilizando incertes de Millicell em placas de 6 pocos.
Ap6s 30 minutos de incubacéo, as fatias foram submetidas a leséo mecanica, seguida pelo tratamento
com FAB a 5 uM ou em condi¢8es controle (DMSO, 0,005%). Os tratamentos foram aplicados com
intervalos de 24 horas, e as andlises foram realizadas a partir do 4° dia do experimento. As amostras
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foram submetidas a andlises estruturais de células efetoras do SNC por imunofluorescéncia, avaliacao
da expressao das proteinas de ativagao astrocitaria por western blot, e RT-gPCR para mensuracgédo da

expressdo de mRNA de ativagao astrocitaria.

. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 O flavonoide agatisflavona modula a reatividade de astrocitos em tecido

cerebral submetido a lesdo mecanica

Visando caracterizar o perfil de reatividade glial e integridade neuronal em fatias
de tecido cerebral submetidas a lesdo mecanica, tratadas com agatisflavona (5 pM)
ou em condic¢des controle (DMSO, 0,005%), a cada de 24 horas por um periodototal
de 3 dias apobs o inicio do experimento, seguido pela analise das expressdes das
proteinas GFAP (proteina acida fibrilar glial) e B-tubulina Il (componentes do
citoesqueleto neuronal). Além disso, os nucleos das células foram corados com DAPI,
um agente intercalante da cromatina nuclear.

De acordo com os resultados da imunofluorescéncia para a expressao de
GFAP e B-tubulina Ill, observou-se que a lesdo em fatias de tecido cerebral nas
condicBes controle induziu astrogliose, evidenciada pelo aumento do volume celular e
espessura dos processos astrocitarios, associados a regulacao positiva da expressao
de GFAP, especialmente visivel nas bordas das lesfes, juntamente com a perda de
neuritos. Nas culturas das fatias lesionadas e tratadas com agatisflavona, observou-
se uma modulacao na resposta astrocitaria, com regulacéo negativa da expressao de
GFAP nos processos astrocitarios que invadiram a area da lesé@o a partir da borda,
apresentando menor espessura. Houve também aumento de corpos de neurénios e
crescimento de neuritos que migraram ao longo dos processos astrocitarios que
penetraram na leséo (Figura 4A). Para validacdo, a intensidade de fluorescéncia foi
analisada. Foi observada uma reducédo na intensidade da fluorescéncia da expressao
de GFAP no grupo tratado com agatisflavona em comparacdo ao grupo controle,
conforme demonstrado na Figura 4B.

No intuito de confirmar os dados de imunofluorescéncia foi analisada a
expressdo de mRNA para a proteina GFAP por RT-qPCR, e sua expressao por
western blot. Observou-se reducéo significativa na expressédo de mRNA de GFAP nas

culturas submetidas a lesdo mecanica e tratadas com agatisflavona em comparacéo
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com as culturas nédo tratadas (Figura 4C). A analise da expressdo de GFAP por
western blot revelou uma reducdo significativa nos niveis de GFAP na regido das
lesdes nas culturas tratadas com agatisflavona em comparacdo com a regiao das
lesdes das culturas néo tratadas (Figura 4D e E). Esses dados indicam uma regulacao
negativa da expresséo de GFAP a nivel transcricional e pos-transcricional nas culturas

tratadas com agatisflavona apoés a leséo.

DMSO 0.005%

FAB S uM

B GFAP infencily C LGP

Ev.l E 1

) I

o 0s BE:

e ‘ I I ; ' _

D

Profein - GFAP
DMSO FAB - -

GFAP [ @ @ | 50kDa §§ =
@tub | @D @| 55kDa ;a N

Figura 4: Andlise da reatividade astrocitaria e integridade de neurdnios em culturas organotipicas de

tecido cerebral de ratos submetidos a lesdo mecénica tratados ou ndo com o flavonoide agatisflavona.
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As fatias de tecido cerebral foram submetidas a lesdo mecanica, tratadas com agatisflavona a 5 yM
(FAB) ou em condicdes controle (DMSO, 0,005%), com intervalo de 24 horas por um periodo total de
72 horas ap6s o inicio do experimento. (A) Fotomicrografias representativas da marcacao
imunofluorescéncia para proteina acida fibrilar glial (GFAP) e B-tubulina llll (B-Tub I11) na regido de fatias
de tecido cerebral submetidas a lesdo mecéanica em condi¢cdes controle ou tratadas comagatisflavona;
barra de escala = 200 um; linhas pontilhadas indicam a borda da leséo; (B) O grafico mostra a
quantificacdo de células Ibal+ expressa como uma porcentagem do ndmero total de controles;

(C) Expressdo de mRNA de GFAP por RT-gPCR em tecido cerebral de ratos submetidos a lesédo
mecanica; (D) Bandas imunorreativas das proteinas GFAP e a-tubulina em tecido cerebral de ratos
submetidos a lesdo mecanica. (E) Expressao relativa de GFAP em tecido cerebral de ratos submetidos
a lesdo mecanica. Os valores sdo expressos como a média + SEM (n = 3). Os resultados foram
normalizados em relagdo a intensidade da proteina de referéncia a-tubulina (a-tub). A significancia foi

determinada usando um teste t ndo pareado; *** p < 0,002; ** p < 0,0002.

5.2 O Flavonoide Agatisflavona modula a reatividade de microglia em tecido

cerebral submetido a lesdo mecanica

Conforme demonstrado na Figura 5A, observou-se que a lesdo na cultura de
fatias de tecido cerebral induziu aumento de nimero de microglias (células lba-1+),
sugerindo quando comparado com culturas das fatias lesionadas e tratadas com
agatisflavona (5 pM). A reducdo na proporgcao de microglias expressando Iba-1 foi
também confirmada pelos niveis de fluorescéncia desta proteina microglial (Figura 5B)
nas culturas submetidas a lesédo em condic¢des controle em relacdo aquelas com leséo,

mas tratadas com o flavonoide agatisflavona.
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Figura 5- Andlise da reatividade microglial e integridade de neurdnios em culturas organotipicas
de tecido cerebral de ratos submetidos a lesdo mecénica tratados ou ndo com o flavonoide
agatisflavona. As fatias de tecido cerebral foram submetidas a lesdo mecéanica, tratadas com
Agatisflavona a 5 pM (FAB) ouem condi¢fes controle (DMSO, 0,005%), com intervalo de 24 horas
por um periodo total de 72 horas apés o inicio do experimento. (A) Fotomicrografias representativas
da marcacdo imunofluorescéncia para o marcado de micréglia, proteina ligante de célcio 1 (lba-1), e
marcador de componentes do citoesqueleto neuronal, B-tubulina Il (3-Tub IIl) na regido de fatias de
tecido cerebral submetidas a lesdo mecanica tratadas com Agatisflavona na concentracdo de 5 uM
(FAB) ou em condicdes controle (DMSO; 0,005%); barra de escala = 200 um; (B) O gréafico mostra a
guantificacdo de células Ibal+ expressa como uma porcentagem do ndmero total de controles. (C) O
grafico mostra a quantificacdo de células Ibal + expressa como uma porcentagem do nimero total de

controles.
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5.3 O agatisflavona regula negativamente a expressdo de mRNA de interleucina
1B e inflamassoma NLRP3 em tecido cerebral submetido a lesdo mecanica

Para investigar os mecanismos moleculares que poderiam estar envolvidos nos
efeitos observados da agatisflavona na modulacdo da astrogliose e microgliose
associada ao aumento de neurdnios em fatias de tecido cerebral submetidas a leséo
mecanica, examinou-se a expressao de mRNA para as citocinas e neurotrofinas,
usando RT-gPCR (figura 6). Estes resultados revelaram que o grupo tratado com
agatisflavona regula positivamente a expressdo de mRNA de IL-1 3, assim também
do mRNA do inflamassoma NLRP3 em comparacéo ao grupo em condi¢cdes controle
(DMSO 0,005%).

NLRP3
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Figura 6- Efeito do flavonoide agatisflavona na expresséo de interleucina -1 B (IL-18) em culturas
organotipicas de tecido cerebral de ratos submetidos a lesédo mecanica. As culturas foram lesionadas
mecanicamente e mantidas em condi¢es de controle (DMSO 0,005%) ou tratadas diariamente por 3
dias com agatisflavona 5 uM (FAB). A expressédo de mRNA para IL-1 B e para NLRP3 foram analisadas por
RT-gPCR; C = controle, regido contralateral a lesédo; valores expressos em média + desvio padréao;
diferencas significativas séo expressas como (*) P<0,05, quando comparadas condi¢des de leséo e
lesdo com tratamento com o flavonoide (Lesao+FAB). A NOVA unidirecional é seguida pelo pds-teste

de Newman-Keuls de Student.
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6. DISCUSSAO

O TCE consiste em uma patologia de alta morbi- mortalidade e invalidez
permanentee de grande impacto socioecondomico no mundo (DIAS et al., 2014).
Estudos pré- clinicos tém focado até 0 momento na neuroprotecao ao dano visando
reduzir morte celular e volume da lesdo (LEROUET et al., 2021). No entanto, em
funcdo da heterogeneidade da patogénese do TCE, da extensdo da lesdo e da
diversidade de respostas celulares aos danos, até o0 momento ndo existem estratégias
terapéuticas eficazes para tratamento (BRAUN et al., 2017). Cultura organotipicas de
tecido cerebral constituem uma importante ferramenta no desenvolvimento de novas
terapias para TCE, considerando, entre outros aspectos, a preservacao das estruturas
cerebrais, a possibilidade de investigar o comportamento de células envolvidas na
resposta ao dano fisico e ambiente neuroinflamatério. O potencial neuroprotetor e
imunomodulatérios do flavonoide agathisflavona ja foi caracterizado em diferentes
modelos de danos associados a patologias do SNC in vitro, como exotoxicidade de
neurotransmissor glutamato (DOS SANTOS et al., 2018), dano inflamatério (DE
ALMEIDA et al., 2020) e desmielinizante (DE ALMEIDA et al., 2021). Este estudo
buscou caracterizar o efeito do flavonoide agatisflavona na modulacdo da resposta
astrocitaria e microglial em modelo ex vivo de lesao encefalica usando fatias de tecido
cerebral submetidas a lesdo mecanica.

Entre as células envolvidas na resposta a danos ao tecido cerebral, inclusive
danos fisicos, os astrécitos tem papel fundamental considerando a capacidade de
resposta rapida, com alteracdes morfologicas, sinalizacdo molecular e producéo de
fatores decrescimento e inflamatérios na tentativa de conter o dano, fendbmeno
denominado astrogliose (SOFRONIEW & VINTERS, 2010). No entanto, a ativacao
excessiva pode levar a processos inflamatorios e agravar os danos aos neurdnios.
Lesbes de graus diferentes sdo capazes de estimular respostas diferentes, onde uma
lesdo grave é responsavel pela formacao de cicatrizes astrocitarias (LIMA et al., 2022).
Ja esta bemestabelecido que a reatividade astrocitaria é caracterizada especialmente
pelo aumento de volume e processos celulares, associados em especial ao aumento
da expressdo da proteina dos filamentos intermediarios GFAP, que compdem na

maioria
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a cicatriz glial em torno do dano (BENITZ et al., 1976). Neste estudo, foiobservado
que a agatisflavona foi capaz de reduzir a expressdo de GFAP tanto a nivel
transcricional como pos-transcricional em fatias organotipicas de cortex apds estresse
traumatico. O estudo de Amorim e col. (2020), desenvolvido em culturas primarias
dissociadas de tecido cortical embrionario, também demonstrou que a agatisflavona
possui a capacidade de reduzir a astrogliose in vitro e aumentar o niamero de
processos de neurbnios para a area da lesédo, o que foi associado o aumento de
fatores neurotréficos como NGF e GDNF.

A astrogliose, devido a alteracbes morfolégicas e sinalizacdo molecular
promovem a permeabilidade da BHE e potencializam o processo inflamatorio por
interacdo com a microglia na sinalizacdo inflamatéria (JASSAM et al., 2017). A
microglia é capaz de assumir diferentes fenotipos de ativagéo, pro-inflamatorio e anti-
inflamatorio ou regulatorio. Uma das caracteristicas de microglias com perfil pro-
inflamatorio é a rapida proliferacéo e ativacao da via do inflamossoma com producéo
de IL-18 (NEEDHAM et al.,, 2019; REHMAN et al, 2019). Como revisado por
(BORTOLOTTI et al., 2018), varios estudos tém demonstrado que os inflamassomas,
principalmente NLRP3, NLRP1 e AIM2, estdo envolvidos na geracdo de danos
teciduais e disfuncdoimunologica apés trauma. Apds o reconhecimento DAMPs
induzidos por trauma, os inflamassomas participam de multiplas maneiras no
desenvolvimento de resposta inflamatéria exagerada sistémica e especifica,
contribuindo para danos aos 6rgaos, aexemplo do desenvolvimento da sindrome do
desconforto respiratorio agudo. Os inflamassomas também podem desempenhar um
papel na imunossupressao pos- trauma mediada por funcdes desreguladas dos
mondcitos comprometendo a defesa do organismo contra agentes infecciosos e
aumentando o risco de complicacdes, como sepse, choque ou faléncia de multiplos
orgao (LATZ et al.,, 2013). Neste contexto, caracterizar o envolvimento dos
inflamassomas como potenciais alvos terapéuticos éde grande importancia. Neste
estudo, além da capacidade em regular astrogliose caracterizada pela reducéo da
expressdo de GFAP e cicatriz glial, foi observado que o flavonoide modulou a
proliferacdo de microglias nas condicdes de trauma do tecido cerebral, efeitos
associados a modulacéo da expressao do inflamassoma NLRP3 e IL-13. Como j&
comentado, varios estudos apontam a capacidade imunomoduladora doflavonoide

agatisflavona frente a diferentes insultos e, mais recentemente, a propriedade de
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modular o inflamassoma NRLP3 em micréglias isoladas frente a danoinduzido por L3
foi caracterizado, que repercutiu na protecdo de neurdnios (DOS SANTOS et al.,
2023). Somado a estes estudos, o efeito neuroprotetor da agatisflavona foi
demonstrado em modelo in vivo de trauma raquimedular (DO NASCIMENTO et al.,
2022) destacando o potencial terapéutico do composto para condi¢cdes de trauma.

7. CONCLUSOES

No presente trabalho, conclui-se que o flavonoide agatisflavona em modelo ex
vivo de TCE:

1) Apresentou importante efeito na modulacdo de astrogliose a partir da
regulacdo negativa da expressédo de GFAP eg;

2) Mostrou também efeito antiinflamatorio via regulacédo de proliferacdo de
microglia e expressdo do complexo inflamossoma NRLP3 e IL1[3, importantes
mediadores da inflamac&o.

O conjunto destes achados reiteram a propriedade regulatoria da resposta
inflamatoriade células gliais,que impactam em neuroprotecao frente a diferentes
insultos que deve ser considerada para futuros estudos pré-clinicos e clinicos para

patologias do SNC incluindo o TCE.

37



REFERENCIAS 38

. BAHIA, Marcus V., et al. Biflavonoids and other phenolics from Caesalpinia pyramidalis
(Fabaceae). Journal of the Brazilian Chemical Society, 2005, 16: 1402-1405.

. BENITZ, William E., et al. The protein composition of glial and nerve

. BORTOLOTTI, Perrine; FAURE, Emmanuel; KIPNIS, Eric. Inflammasomes in tissue
damages and immune disorders after trauma. Frontiers in immunology, 2018, 9: 1900.

. BRAUN, Molly, et al. White matter damage after traumatic brain injury: a role for
damage associated molecular patterns. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Molecular Basis of Disease, 2017, 1863.10: 2614-2626.

. BRENNAN, Paul M.; MURRAY, Gordon D.; TEASDALE, Graham M. Simplifying the
use of prognostic information in traumatic brain injury. Part 1: The GCS-Pupils score:
an extended index of clinical severity. Journal of neurosurgery, 2018, 128.6: 1612-
1620.

. CHEN, Yu, et al Beneficial effects of natural flavonoids on

neuroinflammation. Frontiers in Immunology, 2022, 13: 1006434.

. COSTA, Silvia Lima, et al. Impact of plant-derived flavonoids on neurodegenerative

diseases. Neurotoxicity research, 2016, 30: 41-52.

. DE ALMEIDA, Monique Marylin Alves, et al. Agathisflavone modifies microglial
activation state and myelination in organotypic cerebellar slices culture. Journal of

Neuroimmune Pharmacology, 2021, 1-12.

. DE ALMEIDA, Monique Marylin Alves, et al. Phytoestrogen agathisflavone ameliorates
neuroinflammation-induced by LPS and IL-1p and protects neurons in cocultures of
glia/neurons. Biomolecules, 2020, 10.4: 562.

10.DE AMORIM, Vanessa Cristina Meira, et al. Agathisflavone modulates astrocytic

responses and increases the population of neurons in an in vitro model of traumatic
brain injury. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology, 2020, 393: 1921-
1930.

11.DIAS, Celeste, et al. Traumatic brain injury in Portugal: trends in hospital admissions

from 2000 to 2010. Acta medica portuguesa, 2014, 27.3: 349-356.

38



12.DO NASCIMENTO, Ravena P., et al. Agathisflavone as a single therapy or in
association with mesenchymal stem cells improves tissue repair in a spinal cord injury

model in rats. Frontiers in Pharmacology, 2022, 13: 858190.

13.DOS SANTOS SOUZA, Cleide, et al. Agathisflavone, a flavonoid derived from
Poincianella pyramidalis (Tul.), enhances neuronal population and protects against

glutamate excitotoxicity. Neurotoxicology, 2018, 65: 85-97.

14.DOS SANTOS, Balbino Lino, et al. The Flavonoid Agathisflavone Directs Brain
Microglia/Macrophages to a Neuroprotective Anti-Inflammatory and Antioxidant State
via Regulation of NLRP3 Inflammasome. Pharmaceutics, 2023, 15.5: 1410.

15.fibers. FEBS letters, 1976, 66.2: 285-289.

16.FORDINGTON, Surina; MANFORD, Mark. A review of seizures and epilepsy following
traumatic brain injury. Journal of neurology, 2020, 267: 3105-3111.

17.GUGLIANDOLO, Enrico, et al. Neuroprotective effect of artesunate in experimental

model of traumatic brain injury. Frontiers in neurology, 2018, 9: 590.

18.HASSANNEJAD, Zahra, et al. The fate of neurons after traumatic spinal cord injury in

rats: A systematic review. Iranian journal of basic medical sciences, 2018, 21.6: 546.

19.HICKS, Ramona, et al. Temporal and spatial characterization of neuronal injury
following lateral fluid-percussion brain injury in the rat. Acta neuropathologica, 1996,
91: 236-246.

20.JACK, Carolyn S., et al. TLR signaling tailors innate immune responses in human

microglia and astrocytes. The Journal of Immunology, 2005, 175.7: 4320-4330.

21.JASSAM, Yasir N., et al. Neuroimmunology of traumatic brain injury: time for a
paradigm shift. Neuron, 2017, 95.6: 1246-1265.

22.JHA, Ruchira M.; KOCHANEK, Patrick M.; SIMARD, J. Marc. Pathophysiology and
treatment of cerebral edema in traumatic brain injury. Neuropharmacology, 2019, 145:
230-246.

23.KHATRI, Nidhi, et al. Oxidative stress: major threat in traumatic brain injury. CNS &
Neurological Disorders-Drug Targets (Formerly Current Drug Targets-CNS &
Neurological Disorders), 2018, 17.9: 689-695.

39



24 KHOSHNAM, Seyed Esmaeil, et al. Pathogenic mechanisms following ischemic
stroke. Neurological Sciences, 2017, 38: 1167-1186.

25.LATZ, Eicke; XIAO, T. Sam; STUTZ, Andrea. Activation and regulation of the
inflammasomes. Nature Reviews Immunology, 2013, 13.6: 397-411.

26.LEROUET, Dominique; MARCHAND-LEROUX, Catherine; BESSON, Valérie C.
Neuropharmacology in traumatic brain injury: from preclinical to clinical

neuroprotection?. Fundamental & clinical pharmacology, 2021, 35.3: 524-538.

27.LIMA, Rui, et al. Pathophysiology and therapeutic approaches for spinal cord
injury. International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23.22: 13833.

28.LIU, Ying R., et al. Progressive metabolic and structural cerebral perturbations after
traumatic brain injury: an in vivo imaging study in the rat. Journal of Nuclear Medicine,
2010, 51.11: 1788-1795.

29.LOWRY, OliverH, et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent. Journal of
biological chemistry, 1951, 193.1: 265-275.

30.MCCARTY, Mark F.; LERNER, Aaron. The second phase of brain trauma can be
controlled by nutraceuticals that suppress DAMP-mediated microglial

activation. Expert Review of Neurotherapeutics, 2021, 21.5: 559-570.

31.MICHINAGA, Shotaro; KOYAMA, Yutaka. Dual roles of astrocyte-derived factors in
regulation of blood-brain barrier function after brain damage. International journal of

molecular sciences, 2019, 20.3: 571.

32.MICHINAGA, Shotaro; KOYAMA, Yutaka. Pathophysiological responses and roles of
astrocytes in traumatic brain injury. International journal of molecular sciences, 2021,
22.12: 6418.

33.MIRA, Rodrigo G.; LIRA, Matias; CERPA, Waldo. Traumatic brain injury: mechanisms
of glial response. Frontiers in physiology, 2021, 12: 740939.

34.NEEDHAM, E. J., et al. The immunological response to traumatic brain injury. Journal
of neuroimmunology, 2019, 332: 112-125.

35.NG, Si Yun; LEE, Alan Yiu Wah. Traumatic brain injuries: pathophysiology and

potential therapeutic targets. Frontiers in cellular neuroscience, 2019, 13: 528.

40



36.0'LEARY, Ruth A.; NICHOL, Alistair D. Pathophysiology of severe traumatic brain 41

37.PANCHE, Archana N.; DIWAN, Arvind D.; CHANDRA, Sadanandavalli R. Flavonoids:

an overview. Journal of nutritional science, 2016, 5: e47.

38.PAULSEN, Bruna S., et al. Agathisflavone enhances retinoic acid-induced
neurogenesis and its receptors a and B in pluripotent stem cells. Stem Cells and
Development, 2011, 20.10: 1711-1721.

39.PEKNY, Milos; PEKNA, Marcela. Astrocyte reactivity and reactive astrogliosis: costs
and benefits. Physiological reviews, 2014, 94.4: 1077-1098.

40.REHMAN, Shafiq Ur, et al. Neurological enhancement effects of melatonin against
brain injury-induced oxidative stress, neuroinflammation, and neurodegeneration via
AMPK/CREB signaling. Cells, 2019, 8.7: 760. injury. Journal of neurosurgical
sciences, 2018, 62.5: 542-548.

41.RODNEY, Tamar; OSIER, Nicole; GILL, Jessica. Pro-and anti-inflammatory
biomarkers and traumatic brain injury outcomes: a review. Cytokine, 2018, 110: 248-
256.

42.ROSENFELD, Jeffrey V., et al. Early management of severe traumatic brain injury. The
Lancet, 2012, 380.9847: 1088-1098.

43.SAJJA, Venkata SSS; HLAVAC, Nora; VANDEVORD, Pamela J. Role of glia in
memory deficits following traumatic brain injury: biomarkers of glia

dysfunction. Frontiers in integrative neuroscience, 2016, 10: 7.

44.SOFRONIEW, Michael V.; VINTERS, Harry V. Astrocytes: biology and pathology. Acta
neuropathologica, 2010, 119: 7-35.

45.STEIN, Deborah M.; FEATHER, Cristina B.; NAPOLITANO, Lena M. Traumatic brain

injury advances. Critical care clinics, 2017, 33.1: 1-13.

46.STOPPINI, Luc; BUCHS, P.-A.; MULLER, Dominique. A simple method for organotypic

cultures of nervous tissue. Journal of neuroscience methods, 1991, 37.2: 173-182.

47.TANI, Jowy, et al. Current and potential pharmacologic therapies for traumatic brain
injury. Pharmaceuticals, 2022, 15.7: 838.

41



48.WANG, Jing, et al. Cell-derived exosomes as therapeutic strategies and exosome-
derived microRNAs as biomarkers for traumatic brain injury. Journal of Clinical
Medicine, 2022, 11.11: 3223.

49.WANG, Xiaoting, et al. Traumatic brain injury severity affects neurogenesis in adult
mouse hippocampus. Journal of neurotrauma, 2016, 33.8: 721-733.

50.WATSON, Adrianne Eve Scovil, et al. Regulation of CNS precursor function by
neuronal chemokines. Neuroscience letters, 2020, 715: 134533

51.WERNER, Christian; ENGELHARD, Kristin. Pathophysiology of traumatic brain
injury. British journal of anaesthesia, 2007, 99.1: 4-9.

52.YUAN, Mengqi; WU, Haitao. Astrocytes in the traumatic brain injury: the good and the
bad. Experimental Neurology, 2022, 348: 113943.

42



	Salvador, BA 2023
	Salvador, BA 2023 (1)
	CARACTERIZAÇÃO DA MODULAÇÃO DA RESPOSTA GLIAL PELO FLAVONOIDE AGATISFLAVONA EM MODELO IN VITRO DE TRAUMA CRÂNIO ENCEFÁLICO
	Profa. Dra. Silvia Lima Costa (Orientadora/UFBA)
	Prof. Dr. Denis de Melo Soares
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ILUSTRAÇÕES
	LISTA DE TABELAS
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DA LITERATURA
	2.1 Aspectos da fisiopatologia do traumatismo crânio encefálico (TCE)
	2.2  Terapias para o TCE
	2.3  Potencial farmacológico do flavonoide agatisflavona
	3 OBJETIVOS
	3.1 OBJETIVO GERAL
	3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	4. MATERIAIS E MÉTODOS
	4.1. Considerações Éticas
	4.2. Culturas organotípicas
	4.3. Flavonoide e Tratamento
	4.4. Marcação imunofluorescência
	4.5. Análises de expressão de mRNAs por RT-qPCR
	4.6. Dosagem de proteínas e Westernblot
	4.7. Análise estatística dos resultados
	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.1  O flavonoide agatisflavona modula a reatividade de astrócitos em tecido cerebral submetido a lesão mecânica
	5.2  O Flavonoide Agatisflavona modula a reatividade de microglia em tecido cerebral submetido a lesão mecânica
	5.3 O agatisflavona regula negativamente a expressão de mRNA de interleucina 1β e inflamassoma NLRP3 em tecido cerebral submetido a lesão mecânica
	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES


