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RESUMO

Os astracitos desenvolvem atividades essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurénios.
Uma dessas fungdes é produzir e secretar glicoproteinas que vao compor a matriz extracelular (MEC) e
as redes perineuronais (PNNSs), as quais tém papel fundamental no crescimento e ramificacao
dendritica neuronais durante o desenvolvimento do sistema nervoso. Dados recentes do nosso
laboratdrio demonstram que parametros morfo-funcionais dos astrdcitos do cortex cerebral de ratos
neonatos sdo alterados por um modelo de desnutricdo materna multifatorial induzida pela dieta bésica
regional (DBR). Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi testar a hipdtese de que este
tipo de desnutricdo é capaz de alterar a expressdo de moléculas da MEC em culturas primarias de
astrocitos corticais, bem como o crescimento neuritico e a distribuigdo das PNNSs, respectivamente, em
co-culturas e culturas mistas de neurdnios e células da glia. Ratas adultas receberam a DBR desde 30
dias antes do acasalamento até o final da gestacdo, enquanto ratas do grupo controle foram alimentadas
com dieta comercial balanceada. A prole de ambos os grupos foi utilizada até o terceiro dia pos-natal
para obtencdo das culturas astrocitarias e mistas. Para o co-cultivo dos neurdnios sobre astrocitos,
foram utilizados embriGes no 16° dia de gestacdo. As culturas de astrdcitos e co-culturas foram
mantidas em meio DMEM-F12 com 10% de soro fetal bovino e a cultura mista foi mantida em uma
mistura composta por 50% de DMEM-F12 + 10% de soro fetal bovino e 50% de meio Neurobasal +
1% de soro B27. A analise quantitativa da expressdo de fibronectina, importante componente da MEC,
foi obtida por western blotting. O crescimento e complexidade das ramificacGes neuriticas, bem como
indicadores moleculares de proliferacao de astrdcitos foram avaliados por imunocitoquimica para [3-
tubulina 3 e Ki67, respectivamente. A distribuicdo morfolégica das PNNs foi avaliada através de
imunocitoquimica para as lectinas Wisteria floribunda e Vicia villosa, bem como para o proteoglicano
sulfato de condroitina-4. Os resultados mostraram que a desnutri¢cdo ndo modificou os niveis proteicos
da fibronectina nas culturas de astrdcitos mantidos in vitro por 20, 30 e 40 dias. No entanto, reduziu a
presenca das PNNs e do proteoglicano sulfato de condroitina-4 nas culturas mistas. A complexidade da
arborizacdo dos neurénios do grupo desnutrido ou normonutrido foi modificada quando os mesmos
foram co-cultivados sobre astrocitos de neonatos com diferente condigdo nutricional. Porém, respostas
adaptativas dos neur6nios de animais desnutridos foram observadas quando 0s mesmos foram
cultivados sobre astrdcitos de grupo similar. Esses dados sugerem que alteracfes na reatividade
fenotipica de neurbnios e astrocitos de neonatos, induzidas pela desnutricdo materna, envolvem
modificacdes na expressdo de componentes da MEC, principalmente de proteoglicanos e PNNSs.
Palavras—chave: Desnutri¢do. Fibronectina. Lectinas. Matriz extracelular. Sulfato de Condroitina.



ABSTRACT

The astrocytes develop essential activities related to neuronal survival and differentiation. One of the
main functions of astrocytes, is producing and releasing glycoproteins for extracellular matrix (ECM)
and perineuronal nets (PNNs) composition, which have a critical role on neuritic outgrowth and
neuronal dendritic branching, during development. Recent data of our laboratory show that a
multifactorial maternal malnutrition model induced by the regional basic diet (RBD) alters astrocyte
functional and morphological parameters in the cerebral cortex of neonates. In this context, the main
purpose of this work was testing the hypothesis that this kind of malnutrition is able to modify the
expression of ECM molecules in astrocyte primary cultures, as well as the neuritic outgrowth and the
distribution of PNNs in co-cultures and neuron-glia mixed cultures of newborn cerebral cortex. Adult
female rats were fed with RBD since 30 days before matching and during the gestation period, while
the female rats from the control group were fed with a balanced commercial diet. The offspring from
both groups were used until the third day post-natal for obtaining the astrocyte primary cultures and
mixed cultures of neurons and astrocytes. For the co-cultures of neurons on astrocytes, the offspring
used was from embryos of 16° day of pregnancy. The astrocyte cultures and the co-cultures were
maintained in DMEM-F12 medium supplemented with bovine fetal serum 10% and the mixed cultures
were maintained with a mix constituted by 50% of DMEM-F12 medium supplemented with bovine
fetal serum 10% and 50% of Neurobasal medium supplemented with B27 serum 1%. The quantitative
levels of fibronectin were analyzed by western blotting. The neuritic outgrowth and branching
complexity, as well as astrocyte proliferation were analyzed using beta-tubulin 3 and Ki67 as
molecular markers, respectively. The morphological distribution of PNN was analyzed by
immunocytochemistry to Wisteria floribunda and Vicia villosa agglutinins, as well as to chondroitin
sulphate proteoglycan-4. The results suggest the maternal malnutrition did not modify fibronectin
levels in cortical astrocytes in the early stage of their development. On the other hand, the PNNs and
the chondroitin sulphate proteoglycan-4 were detected in lower number of cells in the mixed cultures
as compared to the control condition. The neurite complexity of malnourished or well-nourished
neurons was modified when they were cultivated on astrocytes from distinct nutritional condition.
However, adaptive responses of neurons from malnourished pups were observed when they were
cultivated on astrocytes from the same diet condition. These data suggest that alterations on neuronal
and astrocyte phenotypic reactivity induced by maternal undernutrition may involve ECM
modifications in the cerebral cortex of neonates. Keywords: Malnutrition. Fibronectin. Lectins.
Extracellular matrix. Chondroitin Sulfate.
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1. INTRODUCAO

Os astrocitos sdo participantes fundamentais de inUmeros processos no tecido nervoso,
desde a vida embrionaria orientando a localizacdo dos neurdnios e seus axdnios, na sinaptogénese e
funcionamento da sinapse quad-partite, como integrando e modulando, direta e indiretamente, as
atividades neuronais no sistema nervoso (Kettenmann and Verkhratsky, 2008; Schafer, Lehrman
and Stevens, 2013). Dentre estas e outras contribuicdes astrocitarias, uma delas, de extrema
importancia, € a producao e organizacdo dos componentes da matriz extracelular (MEC) (Liesi,
Dahl and Vaheri, 1983).

A MEC é uma rede composta de proteoglicanos e glicoproteinas entrelacados, presente entre
os neurbnios e as células da glia (Figura 1). As principais glicoproteinas sdo a Fibronectina e a
Laminina. J& os proteoglicanos sdo cadeias de glicosaminoglicanos ligadas covalentemente a um
nucleo protéico especifico (Frantz, Stewart and Weaver, 2010). E essencial perceber que esses
constituintes sdo fundamentais para o desenvolvimento das proprias células gliais e neuronais e que
0s neurbnios também participam da producdo de alguns desses componentes da MEC (Celio et al.,
1998; Wiese, Karus and Faissner, 2012).

rt- Laminin

ag%, Fibronectin
v Type IV collagen
AN

~— Hyaluronin
é Heparan sulfate
proteoglycan

i Chondroltin sulfate
proteoglycan

& TenascinR

Neuron Glial cell

«
p
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Interstitial
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membrane

Figura 1. Componentes da matriz extracelular e células do tecido nervoso. (Ricks et al., 2014).

Dentre as suas varias funcbes, a MEC atua regulando esse microambiente neural de modo
finamente preciso, e de uma forma mais indireta, o desenvolvimento e a atividade neural no tecido
nervoso, participando de processos envolvidos com a sobrevivéncia, formagdo morfologica,
polaridade e comportamento celulares (Frantz, Stewart and Weaver, 2010; Tsang et al., 2010;

Wiese, Karus and Faissner, 2012).
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Durante o desenvolvimento neuronal, a MEC passa por inimeras mudancas a fim de dar
suporte aos processos iniciais como a neurogénese, a gliogénese, a sinaptogénese, a migracao e
adesdo celulares, além do crescimento e orientagdo axonais dos neurdnios (Bergstrom et al., 2014;
Faissner et al., 2010; Hu et al., 2009; Meyer, Schmidt and Klambt, 2014; Plantman, 2013). Na vida
adulta, ela tem funcdes relacionadas a sobrevivéncia celular, plasticidade e respostas regenerativas
(Frantz, Stewart and Weaver, 2010; Kwok, Carulli and Fawcett, 2010; Sykova, 2014; Tate, Tate and
LaPlaca, 2007).

A remodelagem da composicdo da MEC é necesséria para a poda sindptica, bem como para
0 estabelecimento de novas conexdes e interagOes celulares. As Metaloproteinases de Matriz
(MMPs) sdo uma familia de endoproteinases dependentes de Zinco, que atuam diretamente sobre 0s
constituintes da MEC (Figura 2) (Massova et al., 1998). Atualmente, sabe-se que os mamiferos
possuem 24 tipos de MMPs diferentes, sendo 6 das quais associadas a membranas celulares e o
restante secretado. A acdo das MMPs ¢ regulada tanto a nivel transcricional, quanto pela presenca
dos inibidores de metaloproteinases, sendo o equilibrio entre os componentes da MEC, as MMPs e

seus inibidores fundamental para a estabilidade do tecido (Kim, Turnbull and Guimond, 2011).

Abaixo, apresentamos alguns dos principais constituintes da MEC e suas fun¢des no tecido

Nervoso.

1.1 COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR
1.1.1 FIBRONECTINA

A Fibronectina (FB) é uma glicoproteina presente na MEC, composta por duas subunidades
de 250kDa ligadas por pontes dissulfeto e apresenta dominios especificos para ligacbes com outras
proteinas da MEC, glicosaminoglicanos e receptores de superficie celular (Bradshaw and Smith,
2014). A FB ¢ relacionada ao crescimento neuritico e axonal, tendo inclusive sua producao
aumentada em individuos adultos que se encontram diante de situacfes de injuria e que requerem
regeneracdo dos processos neuriticos do sistema nervoso periférico (Cohen et al., 1987; Lefcort et
al., 2009).

No sistema nervoso central, a FB é mais encontrada durante a fase de desenvolvimento do
tecido, continuando presente, s6 que em menor quantidade, no cortex cerebral e no hipocampo de

individuos adultos. Em 2012, Tonge et al., demonstraram, in vitro, que a FB ¢é capaz de mediar o
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crescimento neuritico e axonal de neurbnios corticais e hipocampais através da integrina osf1
(Tonge et al., 2012).

Além da presenca no desenvolvimento, apesar de em menor expressdo, no adulto, a FB
também participa da regeneracdo dos sistemas nervosos central e periférico, como mostrado, por
exemplo, por Tom et al., que o bloqueio da agdo da FB diminui profundamente o crescimento
neuritico em um modelo de regeneracdo axonal na substancia branca em animais adultos, dentre
outros trabalhos que obtiveram resultados similares quanto a funcdo regenerativa da FB em

situacOes de lesdo (Plantman, 2013; Tom et al., 2004).

As integrinas sdo os principais receptores celulares das FBs, sendo compostas por inimeras
combinagdes de subunidades o e B, o que as capacita com variadas especificidades de ligacoOes.
Esses receptores desencadeiam cascatas de sinalizacdo intracelulares, ativando quinases e
potencializando os efeitos da interacdo celular, tais como a Integrina Ligada a Quinase - ILK, a
Quinase de Adesao Focal - FAK e a Proteina Quinase C - PKC (Bixby, 1989; Plantman, 2013).

A Figura 2 ilustra como ocorre a interacdo entre a FB presente na MEC e as integrinas
presentes na superficie celular, bem como entre as integrinas e proteinas do citoesqueleto,

resultando na agdo de proteinas da MEC dentro das células.

Collagen

Fibronectin

Integrin dimer
Cell membrane | ‘

v — ¥
SRRSO,
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Figura 2. Interacdo da Fibronectina presente na MEC com o receptor celular Integrina, presente na

superficie celular. Figura retirada do Livro online Essentials of Cell Biology, Nature Education.
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1.1.2 PROTEOGLICANOS DE SULFATO DE CONDROITINA

Os proteoglicanos consistem de uma proteina central com uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos com um certo nivel de sulfatacdo (Deepa et al., 2006; Properzi, Asher and
Fawcett, 2003). Dependendo da composi¢do desses glicosaminoglicanos, os proteoglicanos séo
classificados em sulfatos de heparano, sulfatos de dermatano, sulfatos de queratano e sulfatos de

condroitina (CSPGs), sendo este ultimo um dos objetos de nosso estudo (Figura 3).

Vaérios tipos de CSPGs com distintos padrdes de sulfatacdo (incluindo lecticanas, fosfacanas
e NG2) contribuem para a composicdo das redes perineuronais (PNNs), uma MEC mais
especializada nas atividades neuronais, as quais serdo melhor descritas no subtdpico seguinte
(Bartus et al., 2012) (ver 2.1.3).

RPTP Phosphacan Neuron-glial antigen 2

Aggrecan

.,

Brevican @ o~
Nnurc-c:m @ /\/% /_\J\./'“"\ N
o 22202000000 ke~ hs -
o BT T @

e 020 2280
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Versican ;
(v2)

(a)

ib)

(c)

Figura 3. Representacdo das moléculas de proteoglicanos individuais. (a) Membros da familia das
Lecticanas. (b) Membros da familia das Fosfacanas. (c) Membros da familia do Antigeno Neurénio-

glia 2 (NG2), um proteoglicano transmembranar. (Siebert, Conta Steencken and Osterhout, 2014).

O surgimento dos CSPGs se inicia nos periodos iniciais do desenvolvimento do sistema
nervoso central, quando comecam a se formar as PNNs, mas declina gradualmente ao longo da
maturacao fisioldgica do individuo, podendo reaparecer apds situacdes de injuria ao tecido (Galtrey
and Fawcett, 2007; Shen, 2014; Wang and Fawcett, 2012).
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Ao longo do desenvolvimento os CSPGs podem se apresentar em diferentes funcdes no
tecido nervoso, por exemplo, engquanto inicialmente os CSPGs estdo envolvidos com o crescimento
e orientacdo neuritica e axonal, no adulto, numa condi¢cdo de regeneracdo tecidual, eles inibem o
crescimento dos processos neuronais (Carulli et al., 2005; Siebert, Conta Steencken and Osterhout,
2014). Mas em geral, as principais funcées dos CSPGs na MEC cerebral séo relacionadas com
neuroprotecao, bem como com a formacao e manutencdo das redes neurais, além de também estar
envolvido com homeostase, morfogénese tecidual, sinalizagdo de fatores de crescimento e diviséo
celular (Carulli et al., 2005; Coles et al., 2012; Ohtake and Li, 2014; Parfenova et al., 2006; Sato et
al., 2008; Sugahara et al., 2003).

1.1.3 REDES PERINEURONAIS

Essas estruturas foram primeiramente descritas por Camillo Golgi, em 1873, quando ele as
visualizou com uma marcacdo de precipitado de prata, e s6 apds alguns anos, foram denominadas
Redes Perineuronais (Celio et al., 1998). Atualmente, a visualizacdo das PNNSs ¢é feita através de
anticorpos que se ligam a partes especificas de alguns componentes ou pela ligagdo seletiva com
aglutininas oriundas da Wisteria floribunda, Vicia villosa e soja, pois as lectinas dessas plantas se
ligam com alta afinidade a terminais de residuos N-acetilgalactosaminas (Karetko and Skangiel-
Kramska, 2009; Sonntag et al., 2015).

Sua formacdo e maturacdo dependem da atividade neuronal (Qing-long, Qian and Xiao-hui,
2014). Durante o amadurecimento do tecido nervoso, no fim do desenvolvimento pds-natal, quando
a sinaptogénese, o refinamento sinaptico e a mielinizacdo j& estdo em fase final, alguns
componentes da MEC se acumulam em torno das sinapses dendriticas e somaticas neuronais,
formando as PNNs (Soleman et al., 2013; Sonntag et al., 2015; Wang and Fawcett, 2012).

As PNNs sdo estruturas reticulares, consideradas como uma MEC especializada, sendo
importantes reguladores da plasticidade sinaptica, estabilizando as conex8es neuronais e
restringindo o crescimento de axonios e dendritos, e assim, a capacidade plastica neuronal (Figura
4) (Qing-long, Qian and Xiao-hui, 2014; Wang and Fawcett, 2012). Em situagGes de injdria, elas
sdo inibidoras do crescimento neuritico e da regeneracdo axonal, formando uma barreira em torno
da cicatriz glial (Dou and Levine, 1994; Karetko and Skangiel-Kramska, 2009).
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Por terem muitos componentes de carga negativa, sao ditas anidnicas, e seu controle do
microambiente ocorre exatamente através da regulacdo da difusdo de cations (Karetko and
Skangiel-Kramska, 2009). Mas além do envolvimento das PNNs na plasticidade, elas também sdo
relacionadas a outras fun¢ées como neuroprotecao, inclusive contra o stress oxidativo, concentracéo
de fatores de crescimento em torno de alguns neurénios, estabilizacdo sinaptica e geracdo de um
tampdo para controle i6nico do microambiente em volta dos neurénios (Celio et al., 1998;
Morawski et al., 2004; Suttkus et al., 2012).

Q00 Aggrecan @ Link protein

Versican == CS-GAGs
o D Neurocan %" Tenasin-R
(A) (B) 00 Brevican &9 Hyaluronan

Figura 4. Representacdo das redes perineuronais. (A) Diferentes constituintes da rede perineuronal
circundando a superficie celular neuronal no hipocampo (Geissler et al., 2013). (B) llustracdo com
alguns dos constituintes das redes perineuronais e as possiveis interaces que podem fazer entre si e

com o0s neurdnios (Tsien, 2013).

Os componentes das PNNs ja sdo detectados no sistema nervoso de neonatos, mesmo antes
da formacdo das proprias redes. Dentre os principais temos o0 Acido Hialurdnico, as Tenascinas, as
Proteinas de Ligacdo ou Adesdo e os Proteoglicanos de Sulfato de Condroitina, descritos acima, 0s
quais se ligam as Lectinas e ao Acido Hialuronico e formam as Lecticanas, representadas pelas
Versicanas, Neurocanas, Brevicanas e Agrecanas, dentre outras (Barros, Franco and Miller, 2011;
Cavalcante et al., 2002; Cua et al., 2013; Czopka et al., 2009; John et al., 2006; Morawski et al.,
2012; Rauch, Feng and Zhou, 2001; Smith-Thomas et al., 1994; Wang and Fawcett, 2012).

E essencial salientar que, conforme ocorre com a MEC, a composi¢io das PNNs também é

extremamente mutavel tanto na sua formacdo, quanto na sua degradacdo (Carulli et al., 2006).
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Variagcfes nos niveis das enzimas que a degradam influenciam sua producdo e presenca em torno
dos neurénios, e assim, regulam a funcdo de controle plastico dos mesmos (Kwok et al., 2011).
MMPs e Condroitinases degradam componentes das PNNSs, sendo responsaveis pelo equilibrio no
controle rigido da plasticidade diante de um estado de injuria ou dos estados saudaveis.

Por exemplo, a acdo da FB, presente na MEC, em promover o crescimento neuritico, é
oposta a acdo dos CSPGs, 0s quais, inibem o crescimento neuritico. Assim, a atuacdo das enzimas
que degradam cada um dos componentes da MEC e das PNNs é fundamental para que as células

nervosas se desenvolvam e atuem adequadamente (Cua et al., 2013).

A Figura 5 ilustra as possiveis interacdes que ocorrem entre os diferentes componentes da

MEC e das PNNs e os diversos receptores de superficie celular.
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Figura 5. Componentes da MEC e PNNs interagindo com os receptores de superficie celular e

alterando o comportamento celular a nivel genético (Barber et al., 2014).

A seguir, a tabela 1 resume as principais funcdes e caracteristicas dos componentes da MEC
e das PNNSs.
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Componentes

Origem

Funcoes

Laminina

Astrocitaria

Participa da organizacao e estabilizacdo da MEC;
Atua no crescimento  neuritico; Promove
diferenciacdo, proliferacdo e migracgéo celular.

Fibronectina

Astrocitaria

Promove crescimento neuritico e axonal no tecido
em desenvolvimento; Participa da regeneracao
axonal no individuo adulto; Ativa a microglia em
estados de injuria; Envolvido na proliferacdo
celular.

Acido Hialurdnico

Neuronal

Promove a formagdo densa de agregados das
PNNs, permitindo o ancoramento de outros
componentes na superficie neuronal.

Proteoglicanos de

Astrocitéria

Participam da formacdo da cicatriz glial,

Sulfato de reprimindo a regeneracdo axonal e o crescimento
Condroitina neuritico.
Brevicanas Astrocitaria e Contribuem para a plasticidade do tecido nervoso,
Neuronal sendo um importante substrato para MMPs.
Neurocanas Neuronal Modulam as interagcdes celulares e crescimento
neuritico.
Agrecanas Astrocitaria Regulam a plasticidade neural e forma a estrutura

quaternaria da MEC.

Proteinas de Adesdo  Neuronal Promovem a estabilidade da MEC.
Tenascina C Neuronal Participa da neurogénese.
Tenascina R Oligodendrocitaria Participa da formagdo da mielina.

Tabela 1. Principais constituintes da MEC e PNNs, suas origens e func¢@es no tecido nervoso.

1.2 EFEITOS DA MATRIZ EXTRACELULAR NA PROLIFERACAO CELULAR

Para um tecido apresentar sua forma e estrutura ideais é necesséaria a participagdo dos

componentes da MEC e das PNNs interagindo com as células pelas quais foram produzidos, com o

proposito de estimular a coesdo e a fungdo celular e manter o arcabouco fisico tecidual. Dessa

forma, a MEC tem um papel sinalizador essencial na construcdo do tecido, alternando entre estados

passivos e ativos ao influenciar comportamentos celulares, tal como a proliferacdo celular.
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Dessa forma, a MEC pode modificar o comportamento celular por 3 mecanismos: atraves da
composicao da propria MEC, incluindo nédo so6 a variedade dos componentes, mas a expressao das
diversas formas individuais que os componentes podem apresentar; através do armazenamento e
liberacdo de fatores de crescimento, fatores inibitorios e as moléculas da MEC; e pela interacdo com
receptores de superficie celular (Adams and Watt, 1993; Mendes de Aguiar et al., 2002; Rozario et
al., 2009).

Nesse contexto de efeitos sobre o comportamento celular, alguns trabalhos que estudaram os
efeitos da MEC sobre alguns componentes e processos celulares em varios tecidos sao apresentados

a sequir.

Ainda em 1987, Goetschy et al., mostraram que culturas astrocitarias sobre substratos de FB
tiveram sua capacidade proliferativa mais desenvolvida do que as culturas cultivadas sobre
substratos de colageno e as do grupo controle (Goetschy et al., 1987). Sottile et al., verificaram que
células embrionarias de camundongos ndo produtores de FB enddgena apresentaram crescimento
por adesdo celular 2 a 5 vezes maior ao receber FB exdgena nas culturas, do que as células que ndo
receberam FB, demonstrando um dos papéis moduladores do comportamento celular por essa

glicoproteina (Sottile, Hocking and Swiatek, 1998).

Gu et al., em culturas primarias de células progenitoras neurais embrionarias, mostraram que
CSPGs estdo relacionados a processos como proliferacdo, migracao e diferenciacdo celulares, sendo
moléculas também fundamentais para o desenvolvimento e regulacdo do comportamento celular
(Gu et al., 2009). Em 2013, Tucker et al., demonstraram, que a Tenascina-C é capaz de aumentar a
proliferacdo de células-tronco CD34+ in vitro. No mesmo experimento, eles também utilizaram a
Tenascina-W, que anteriormente, havia induzido a proliferacdo celular de osteoblastos in vitro,
demonstrado entdo por Meloty-Kapella et al., contudo a mesma ndo teve os resultados obtidos pela
Tenascina-C (Meloty-Kapella et al., 2008; Tucker et al., 2013).

Demais et al., ao estudar os efeitos de varios componentes da MEC em culturas de
osteoblastos, viram, por exemplo, que a FB e o Colageno Tipo | foram mais importantes para a
adesdo celular, ja a partir dos primeiros 60 minutos de cultivo, do que outros constituintes como a
Vitronectina e a Poly-L-Lysina (Demais et al., 2014). Sevilla et al., evidenciaram que a FB tem
papel crucial na proliferacdo celular de fibroblastos em um modelo de cultura de células em micro
tecido 3D, o qual é composto por um substrato de colageno tipo I polimerizado com fibrilas de FB e

onde a quantidade e a presenca de FB pdde ser cuidadosamente controlada. Eles mostraram que na
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auséncia da FB os fibroblastos ndo proliferaram de modo significativo, bem como quando um
bloqueador da FB (R1R2) foi adicionado a cultura. J& quando a FB estava presente no modelo de
cultura celular, juntamente com o colégeno, a proliferacdo dos fibroblastos foi compativel com
culturas controle (Sevilla, Dalecki and Hocking, 2013).

Mais recentemente, Chen et al., através de um modelo de matriz para culturas celulares,
demonstraram que células vasculares musculares lisas de aorta de ratos proliferaram 2,4 vezes mais
em presenca de FB, do que na condi¢do sem FB (Chen, Lin and Tang, 2014). Kalkreuth et al.,
evidenciaram que a FB foi capaz de estimular proliferacdo e migracdo de células progenitoras
mesenquimais, mas ndo a diferenciagdo das mesmas, in vitro (Kalkreuth et al., 2014). Por outro
lado, Stoffels et al., observaram que a FB foi capaz de mediar a proliferacdo, mas ndo a migracéo,
de células progenitoras de oligodendrocitos em um modelo de desmielinizacdo (Stoffels et al.,
2015).

1.3 DESNUTRICAO

A nutricdo pode ser definida como um conjunto de processos organicos que englobam a
alimentacdo, digestdo, absor¢do e metabolismo. Para o desenvolvimento e organizacdo funcional
dos diversos sistemas do nosso organismo, e especialmente do sistema nervoso, é fundamental que
0 corpo receba uma nutricdo satisfatoria qualitativa e quantitativamente (Georgieff, 2007; Prado and
Dewey, 2014).

Durante a gestacdo e o aleitamento, o desenvolvimento do sistema nervoso ocorre rapida e
intensamente através dos processos da neurogénese, gliogénese, migracdo, diferenciacdo celular, e
mielinizacdo (Montanha-Rojas et al., 2005; Prado and Dewey, 2014; Salas et al., 2012). Assim,
neste periodo critico, o tecido neural estd mais vulneravel a vérios tipos de agressbes, sejam
nutricionais ou mesmo devido a algum stress, exposicdo a substancias toxicas ou infec¢do impostas
a mae (Rice and Barone, 2000; Richetto and Riva, 2014). As repercussfes, transitorias ou
permanentes, sdo proporcionais ao tipo de nutriente em falta, a intensidade e a duragéo do periodo
de ma-nutricdo a qual a crianca ou a gestante foram submetidas, podendo reverter-se ou ndo com
uma dieta apropriada (Benton, 2010; Morgane, Mokler and Galler, 2002; Rosales, Reznick and
Zeisel, 2009; Rotta et al., 2003).
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Com efeito, a desnutricao infantil continua sendo um dos mais graves problemas sociais e de
saude publica do mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil (Martins et
al., 2011). Segundo a dltima pesquisa da Fundagdo Abring - Save The Children, em fevereiro de
2012, 2,6 milhdes de criangas com menos de cinco anos morrem todo ano por subnutricdo e 170
milhdes de criancas sofrem de desnutricao crénica no mundo
(http://sistemas.fundabring.org.br/biblioteca/acervo/RA2012.pdf).

1.3.1 EFEITOS DA DESNUTRICAO SOBRE COMPONENTES DO TECIDO NERVOSO

A diversidade de efeitos provocados pela ma-nutricdo sobre o sistema nervoso vem sendo
descrita por varios grupos de pesquisadores, com especial énfase as repercussdes transitorias ou
permanentes, especialmente aquelas decorrentes de niveis inadequados de proteinas ou &cidos
graxos essenciais na dieta ou aos efeitos de uma desnutrigdo caracterizada por restri¢do geral nos
niveis de nutrientes e calorias (Levitsky and Barbara J. Strupp, 1995; Morgane, Mokler and Galler,
2002; Uauy and Dangour, 2006).

E bem estabelecido que a desnutricio materna durante a gestacdo pode modificar a
competéncia do cérebro da progénie para manter a homeostase em condic¢Ges desafiantes (Antonow-
Schlorke et al., 2011; Levitsky and Barbara J. Strupp, 1995; Spencer and Palmer, 2012). Embora
alguns dos efeitos deletérios as células neurais possam ser reduzidos pela reposi¢do nutricional a
partir do aleitamento, outros podem persistir até a vida adulta como consequéncia de modificacdes
epigenéticas (Jiménez-Chillarén et al., 2012). Neurbnios e oligodendrdcitos sdo especialmente
vulneraveis a diferentes tipos de ma-nutricdo fetal e/ou neonatal, enquanto astrécitos sdo geralmente

mais resistentes a lesdes nestas condictes (Ranade et al., 2012).

Gressens et al., relataram que uma restricdo proteica materna iniciada na gestacdo e
prolongada pelas duas primeiras semanas de vida da prole provocou inimeras anormalidades no
desenvolvimento cerebral de roedores: astrocitogénese tardia, producao tardia de &cido hialurénico
na matriz extracelular e diferenciacdo neuronal e sinaptogénese alteradas (Gressens et al., 1997).
Rotta et al., utilizando também um modelo de restri¢cdo proteica durante os periodos de gestacéo e
lactacdo, observaram alteracGes em parametros glutamatérgicos no cortex cerebral de ratos,
caracterizados por uma diminuigdo no transporte de glutamato através da membrana plasmaética,

bem como uma como uma diminuicgéo da ligacdo do Glutamato dependente de Na+ as membranas
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sinapticas, bem como uma reducdo na liberacdo vesicular deste neurotransmissor (Rotta et al.,
2003).

Ha& evidéncias de que a ma-nutricao proteica (6 a 7% de caseina) durante os periodos pré e
pos-natal é capaz de alterar o metabolismo e a morfologia neuronal em varias regiGes cerebrais
(Morgane, Mokler and Galler, 2002). Salas et al., induziram um modelo de deficiéncia proteica pre-
natal gradual e durante o aleitamento, no qual a quantidade de racao fornecida as mées era reduzida
ao longo dos dias. Durante o aleitamento, o qual durou 25 dias, a ma-nutri¢cdo continuou na medida
em que 0s neonatos sO podiam ser amamentados por 12 horas por dia. Os pesquisadores
encontraram uma diminui¢do no nimero de ramos dendriticos e na arborizacdo destes no cortex
insular dos animais oriundos de gestantes desnutridas, aos 20 dias de vida da prole (Salas et al.,
2012).

Em relacdo a deficiéncia de micronutrientes, como a vitamina B1, observou-se alteracdo na
neurogénese hipocampal de camundongos, quando 0s animais estavam a apenas 9 dias sob a dieta
deficiente (Zhao et al., 2008). Em outro trabalho, quando a deficiéncia ocorreu por 30 dias, foram
observados reduzidos niveis de acetilcolina no cortex e no hipocampo, devido a participacdo da

tiamina na sintese deste neurotransmissor (Pires et al., 2005).

Fukui et al., 2012 demonstraram que a deficiéncia em vitamina E em roedores, diminuiu a
expressdao de CRMP-2 (proteina mediadora de resposta a colapsina), uma proteina citoplasmatica
envolvida na orientacdo axonal no cortex cerebral e na area CAl do hipocampo, assim como
aumentou a expressao da proteina MAP-CL3, a qual € relacionada a degradacdo dos microtubulos
axonais, nessas mesmas regioes (Fukui et al., 2012).

Em relacdo aos astrocitos, alguns estudos tém indicado que a ma-nutricdo proteica imposta
as maes durante a gestacdo induz alteracGes transitorias logo apds o nascimento, tais como,
modificagcBes fenotipicas e astrocitogénese precoce ou retardada em algumas regides cerebrais da
prole (Gressens et al., 1997). Feoli et al., por exemplo, relataram que astrogliose transitéria ocorre
no cortex cerebral, mas ndo no hipocampo ou cerebelo, aos dois dias de vida. Os mesmos autores
também observaram reduzidos niveis de glutationa e da enzima glutationa peroxidase no cortex e
hipocampo dos neonatos aos 2 dias, associado a uma menor reatividade antioxidante total (Feoli et
al., 2006). No entanto, a maior parte das alteracdes bioquimicas detectadas em astrocitos foram
completamente recuperadas durante a maturacdo do cérebro, mesmo mantendo a dieta deficiente em
proteinas até a idade adulta (Feoli et al., 2006, 2008).
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E bem conhecido que os astrécitos estdo implicados diretamente no suporte metabélico aos
neurodnios, liberando fatores troficos, moléculas antioxidantes e componentes da matriz extracelular
(MEC) (Freeman, 2010; Kettenmann and Verkhratsky, 2008). Assim, modificagdes em seu
metabolismo ou capacidade de reagir no inicio da vida pds-natal poderdo comprometer o
crescimento ou sobrevivéncia neuronal, bem como a funcéo sindptica durante o periodo critico de

desenvolvimento cerebral (Wang and Bordey, 2008).

Ranade et al., utilizando um modelo de deficiéncia protéica (7% de caseina) iniciado 6
semanas prévias ao periodo de acasalamento e continuada durante toda gestacdo, observaram na
prole aos 14 dias, uma redugdo no nimero de células totais em todas as regides cerebelares, sendo
os efeitos observados na glia de Bergmann ou em astrdcitos marcados para GFAP, revertidos por
uma dieta balanceada a partir da idade de 28 dias (Ranade et al., 2012).

No gue concerne @ MEC, os efeitos da desnutricdo foram pouco estudados e os resultados
séo bastante especificos para a regido analisada e para o periodo em que a ma-nutri¢do foi induzida
(Tabela 2). Reif et al., (1993) estudaram os efeitos de uma restricdo dietética perinatal durante a
lactagdo na MEC do figado e encontraram niveis de LN diminuidos, possivelmente devido ao seu
papel na diferenciacdo celular final deste 6rgao (Reif et al., 1993). Manojkumar e Kurup, em um
modelo de desnutricdo protéico-calérica em animais no periodo de amamentacdo, observaram um
aumento na quantidade total de glicosaminoglicanos no cérebro, apesar de um aumento também na
quantidade de enzimas relacionadas ao catabolismo dos proteoglicanos, a despeito de uma reducéo

nos niveis dos carboidratos componentes das glicoproteinas (Manojkumar and Kurup, 1998).

Vituri et al, analisaram a quantidade de proteinas da MEC na medula éssea em ratos adultos
com desnutri¢do protéica e observaram que estes expressavam mais LN do que os animais do grupo
controle, provavelmente alterando a rota de diferenciacdo celular na medula 6ssea, bem como a
liberacdo de células diferenciadas da medula 6ssea para o sangue (Vituri et al., 2000). Em 2007,
Xavier et al., também estudando os efeitos de uma méa-nutricdo protéica e energética na MEC da
medula éssea de camundongos adultos, também verificaram um aumento na expressao de FB e LN,

além de uma diminuicdo na proliferacdo celular neste 6rgdo (Xavier et al., 2007).
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Referéncia Tipo de restricéo Periodo da Efeitos no grupo experimental
nutricional/6rgdo em  restricdo
estudo nutricional
(Reif et al., 1993) Restricdo protéica / Lactagéo Niveis de Laminina reduzidos
Figado
(Manojkumar and Restricdo protéico- Lactagéo Niveis de glicosaminoglicanos e
Kurup, 1998) calorica / Cérebro suas enzimas degradadoras
aumentados
Niveis dos carboidratos
componentes das glicoproteinas
reduzidos
(Vituri et al., 2000) Restri¢éo protéica / Fase adulta Niveis de Laminina aumentados
Medula 6ssea
(Xavier etal., 2007)  Restrigéo protéico- Fase adulta Niveis de Laminina e Fibronectina
calérica / Medula aumentados
Ossea ) N )
Proliferacéo celular reduzida
(Swartz-Basile et al.,  Deficiéncia em Fase adulta Niveis de Laminina reduzidos
2003) Vitamina A / Intestino ) N L
Proliferacdo e migracéo celulares
reduzidas
(Aguilar et al., 2008)  Deficiéncia em Fase adulta Niveis de Laminina, Fibronectina e
Vitamina A / Figado Colageno tipo IV aumentados
(Esteban-pretel et al., Deficiéncia em Fase jovem Niveis de Coléageno tipo IV
2013) Vitamina A / Pulmédo aumentados
Niveis de Laminina e MMP-2 e
MMP- 9 reduzidos
(Penedo et al., 2009)  Deficiéncia em Lactacdo Diminuic&o nos niveis de MMP-9 e

Triptofano / Retina

na plasticidade axonal

Tabela 2. Efeitos de modelos de ma-nutricdo na composi¢do da matriz extracelular.

Em 2003, Swartz-Basile et al., observaram que uma dieta deficiente em vitamina A na vida

adulta afetou a modulacdo da apoptose, proliferacdo e migragdo dos enterdcitos e que estes efeitos

se relacionaram com a composi¢do da MEC enterocitica, a qual apresentou uma diminuicdo na
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expressdao da LN (Swartz-Basile et al., 2003). Por outro lado, Aguilar et al., em 2008,
demonstraram que uma dieta deficiente em vitamina A em ratos adultos durante 3 meses promoveu
um aumento na expressdo de LN, FB e colageno tipo 1V na MEC do figado (Aguilar et al., 2008).
Esteban-Pretel et al., mais recentemente e também utilizando uma restri¢do de vitamina A, sendo a
partir do desmame até os 60 dias de vida em ratos, mostraram um aumento na expressdo de
colageno tipo 1V, entretanto uma diminuicdo na expressdo da LN e de MMPs (MMP-2 e MMP-9).
E quando a restrigdo nutricional foi suspensa, os niveis de LN e MMP ndo foram revertidos
(Esteban-Pretel et al., 2013).

Em 2009, Penedo et al., utilizaram uma dieta pobre em triptofano para alimentar ratas
durante o periodo de amamentacdo dos filhotes, os quais no décimo dia de vida, sofreram um
processo de lesdo na retina. Os pesquisadores observaram, além de uma reducdo na plasticidade
axonal apos a lesdo, uma diminuicdo da atividade da metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9), a qual

é relacionada a ativacdo de fatores de crescimento (Penedo et al., 2009).

1.3.2 DIETA BASICA REGIONAL

Na década de 1960, pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco realizaram um
estudo na Zona da Mata Sul do estado para avaliar o estado nutricional das familias dessa regido,
onde a desnutricdo era na época ainda muito mais grave que nos dias atuais. Dessa pesquisa, eles
identificaram os quatro alimentos mais consumidos por essa populacdo e estabeleceram um modelo
experimental de desnutricdo severa a partir de uma dieta multideficiente denominada Dieta Bésica
Regional (DBR) (Medeiros et al., 2008; Teodosio et al., 1990). A DBR provoca no roedor um
quadro similar a desnutricdo crbnica que ocorre principalmente no Norte e Nordeste do Brasil,
caracterizado por perda muscular, de gordura subcutdnea e dificuldade de crescimento e
desenvolvimento fisicos, e onde o individuo demonstra abatimento fisico e sonoléncia, além de falta

de disposicao para realizar suas atividades (Teodosio et al., 1990).

Abaixo, encontra-se uma comparacdo nutricional entre os componentes da DBR e 0s de uma
dieta comercial, frequentemente utilizada, denominada labina ou Purina (Tabela 3). E possivel
perceber que a DBR ndo € desprovida apenas de proteinas, como a maioria dos modelos
experimentais usados para o estudo da desnutricdo. Mas a mesma também apresenta deficiéncia em
outros constituintes ndo menos importantes que os proteicos, sendo esse o motivo da DBR ser

conhecida como um modelo de desnutricdo multifatorial severa.
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Teodosio et al., descreveram também que os conteudos de fosforo (P), potassio (K), enxofre
(S) e calcio (Ca) sdo muito abaixo do que os requeridos numa dieta adequada para roedores. Do
mesmo modo, os niveis de tiamina, acido ascorbico, retinol, riboflavina, niacina, piridoxina,
inositol, cianocobalamina e colina se apresentam extremamente baixos. A DBR € pobre em
proteinas, ndo apenas em quantidade, mas também na qualidade, visto que 96% vem do feijdo e da
batata doce e 4% vem da carne de charque. Em relacdo aos aminoacidos, por exemplo, 0s
precursores da sintese de neurotransmissores (tirosina) ou horménios (fenilalanina) sdo apenas 17 e
28%, respectivamente. O alto contetdo de carboidratos da DBR a torna isocal6rica, dado que néo
ha diferenca significativa quando comparada a composicdo da dieta comercial (Teoddsio et al.,
1990).

Dieta comercial labina Dieta Bésica Regional

Constituintes Quantidade (%) Constituintes Quantidade (%)

Proteinas 22,58 Proteinas 7,87
Gorduras 8,62 Gorduras 0,95
Carboidratos 50,44 Carboidratos 69,67
Fibras 2,00 Fibras 7,21
Sais Minerais 4,09 Sais Minerais 1,26

Tabela 3. Comparativo entre as composices da dieta comercial labina e a DBR Teodosio et al.,
1990.

Apesar das deficiéncias acima citadas, a composicado de acidos graxos essenciais na DBR
chama particular atencdo. Mesmo contendo apenas 1% de lipidios, a DBR é relativamente rica em
acidos graxos da familia dmega-3, com niveis do acido alfa-linolénico, cerca de 3 vezes maiores do
que os presentes na dieta comercial labina, enquanto que os niveis do acido linoléico da familia
O6mega-6 sdo inferiores. A Tabela 4, publicada por Souza et al., mostra o perfil de acidos graxos das
dietas labina e DBR (Souza, de et al., 2008).

A razdo dmega-6:0mega-3 na dieta se reflete na composicao desses lipidios no cérebro, visto
que entre 50% a 60% do peso seco do cérebro adulto é formado lipidios, onde cerca de 35% séo

representados pelos &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) de cadeia longa, principalmente acido
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araquidénico (AA) e acido docosahexaenoico (DHA) (Madore et al., 2014; Simopoulos, 2002;
Wainwright, 2007).

Dieta comercial labina (%) DBR (%)

Somatdrio Acidos Graxos Saturados 27,41+0,85 39,37+0,78**
Somatdrio Acidos Graxos Monoinsaturados 22,52+1,28 25,96+0,78*
18:2n-6 cis-linoléico 45,48+1,15 19,66+0,85**
18:3n-6 0,13+0,01 0,23+0,02**
20:2n-6 2,87+0,20 Né&o determinado
20:4n-6 AA 0,31+0,03 0,44+0,04
22:4n-6 Ndo determinado 0,09+0,00
Somatorio (n-6) PUFA 46,39+1,36 20,38+0,90**
18:3n-3 a-linolénico 2,87+0,09 11,44+0,57**
20:5n-3 EPA 0,16+0,01 0,48+0,05**
22:5n-3 0,21+0,02 0,16+0,01*
22:6n-3 DHA 0,31+0,03 0,20+0,02
Somatorio (n-3) PUFA 3,44+0,07 12,25+0,57**
18:2n-6/18:3n-3 15,91+0,39 1,75+0,13**
18:2n-6 + 18:3n-3 48,35%0,94 31,10+0,62**
AA/DHA 1,00+0,03 2,20+0,03**
(n-6)/(n-3) 13,49+0,19 1,69+0,11%*
(n-6) + (n-3) 49,82+1,43 32,63+1,09**

Tabela 4. Comparativo entre a composicdo de acidos graxos da dieta comercial labina e da DBR.
*P<0,05 e **P<0,001. PUFA = Acidos Graxos Poliinsaturados; EPA = Acido Eicosapentondico;
AA = Acido Araquiddnico; DHA = Acido Docosahexaenoéico. (Souza, de et al., 2008).
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Durante o desenvolvimento do encéfalo, os PUFAs sdo incorporados as membranas a partir
de metade da gestacdo, aumentando no final da mesma e no periodo de aleitamento, quando a taxa
de crescimento celular € méxima. Eles afetam a constituicdo das membranas celulares, os proprios
receptores das membranas, canais ionicos, transducdo de sinais, producdo da bainha de mielina,
dentre inimeros processos celulares e moleculares do tecido nervoso (Tam and Innis, 2006). Uma
maior disponibilidade de 6émega-3 no cérebro favorece a fluidez das membranas, as respostas
antioxidantes e anti-inflamatorias, além de contribuir para mecanismos envolvidos com a

neurogénese, gliogénese e diferenciagdo das células neuronais (Das, 2006).

Souza, de et al., avaliaram o perfil dos &cidos graxos no cortex frontal, cerebelo e
hipocampo da prole cronicamente alimentada com a DBR até 70 dias de vida. Os autores
observaram niveis similares de DHA no cdértex cerebral de ambos os grupos e niveis mais elevados
de DHA no hipocampo e cerebelo dos animais desnutridos. Os filhotes das mées desnutridas
apresentaram déficits cognitivos nas tarefas que avaliam memoria espacial, mas nao naquelas que
envolvem aprendizado diante de estimulos aversivos. Interessantemente, a reposicdo dietética a
partir do aleitamento com a dieta comercial labina, reduziu os niveis de DHA encefalicos em

relacdo aos que se mantiveram na dieta DBR (Souza, de et al., 2008).

Dentre outros estudos com a DBR no sistema nervoso, em 2004, Mendoncga et al., estudaram
os efeitos da desnutricdo induzida pela DBR, desde a gestacdo ou aleitamento, na glia do
hipotalamo, e detectaram um menor nimero de astrécitos tanto no ndcleo supraquiasmatico como
na area pré-optica medial (Mendonca et al., 2004). Vilela et al., observaram uma maior densidade
de células ganglionares na retina de animais jovens desnutridos pela DBR desde a gestacdo, mas
ndo detectaram mudancgas nos neurbnios imunorreativos ao neuropeptideo Y, uma das substancias
responsaveis pela comunicacdo entre neurbnios, no folheto intergeniculado do tdlamo nem nos

terminais destes neurdnios no nucleo supraquiasmatico (Vilela et al., 2005).

Em 2005, Almeida et al., analisaram os efeitos da DBR durante o periodo de aleitamento na
mielinizacdo do nervo Optico e detectaram que a mesma alterou a porcentagem de axonios
mielinizados, bem como diminuiu significativamente a area de mielina no tecido analisado,
demonstrando assim a vulnerabilidade dos oligodendrocitos a este tipo de desnutricdo (Almeida et
al., 2005). AlteracGes na ontogenia de alguns reflexos relacionados ao nivel de mielinizagdo foram

também descritas em animais desnutridos pela DBR durante o aleitamento (Barros et al., 2006).
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Enquanto alguns efeitos da DBR sobre a excitabilidade cortical parecem ser devidos,
principalmente, a sua deficiéncia proteica, alguns efeitos desta dieta sobre a diferenciacdo e
reatividade neuronais sdo surpreendentes. Borba et al., observaram notavel plasticidade fenotipica
morfoldgica em neurdnios do cortex cerebral da progénie de mées alimentadas com a DBR desde a
gestacdo. Interessantemente, 0s autores observaram que esta dieta ndo comprometeu o
desenvolvimento dendritico neuronal no cértex cerebral. Além disto, viram também que apos
reposi¢do nutricional a partir do 42° dia, os neurdnios dos animais previamente desnutridos
apresentaram uma considerdvel recuperacdo no tamanho de seus corpos celulares, tornando-se
maiores que 0s do grupo controle (Borba et al., 2000). Um dos principais fatores relacionados ao
crescimento neuritico € a composicdo da MEC, onde evidéncias recentes tém indicado o papel
protetor de &cidos graxos da familia dmega-3 sobre o composi¢do da mesma, através da reducdo dos
niveis de MMPs, por exemplo (Shinto et al., 2011; Sundrani et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

Dados recentes do nosso laboratério demonstram que a ma-nutricdo materna induzida pela
DBR é capaz de alterar pardmetros morfo-funcionais de astrocitos corticais mantidos em cultura, 0s
quais sdo sugestivos de um estado de reatividade e possivel alteracdo na proliferacdo. Estudos sobre
os efeitos da desnutricdo na composicdo da MEC, utilizaram modelos de desnutricdo apenas
proteica ou de determinados nutrientes isolados, contudo, a composi¢cdo multideficiente da DBR,
complementada por seu alto teor em dmega-3, sugere um modelo de desnutricdo no qual o papel
deste lipidio se torna um diferencial extremamente relevante, dada a sua importancia para o

desenvolvimento do tecido nervoso, mesmo em um contexto de deficiéncia multifatorial.

Como também visto acima, a FB se relaciona fundamentalmente com processos celulares
essenciais para a maturacdo do tecido como a proliferacdo e a diferenciagcdo, bem como com o
crescimento neuritico e dendritico. Ao nosso conhecimento apenas um estudo prévio analisou a
influéncia da ma-nutricdo sobre a expressao de glicoproteinas da MEC no sistema nervoso central e
observou um aumento nos glicosaminoglicanos, apesar de uma diminui¢cdo nos niveis dos
carboidratos componentes das glicoproteinas em homogenados do encéfalo total de animais jovens
ap6s o desmame (Manojkumar and Kurup, 1998). No entanto, nada se sabe sobre os efeitos da ma-
nutricdo sobre a formacdo das redes perineuronais, essenciais para 0s mecanismos de plasticidade e

neuroprotecdo no sistema nervoso central.

Dessa forma, o presente estudo visou testar a hipdtese de que esta deficiéncia multifatorial
durante a gestacdo diminuiria a expressdo da FB e das PNNs produzidas pelas células neuronais e
astrocitarias do cdrtex cerebral dos ratos neonatos, modificando em contrapartida a proliferacdo e

diferenciacdo dos proprios neurdnios e astrocitos, em culturas astrocitarias e mistas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a expressdo de componentes da matriz extracelular e a distribuicdo das redes
perineuronais em culturas astrocitarias e mistas do cortex cerebral de ratos neonatos cujas mées
foram desnutridas pela DBR desde 30 dias antes do periodo gestacional até o terceiro dia de

amamentacao.

3.2. Especificos
e Auvaliar a proliferaco celular astrocitaria através da imunomarcacgéo com Kl167;

e Avaliar a complexidade dendritica de neurdnios co-cultivados sobre astrécitos de proles

provenientes de maes com diferentes condig¢des nutricionais;

e Avaliar a concentracdo e a expressdo da fibronectina em culturas astrocitarias através de

Western blotting;

e Avaliar o arranjo das redes perineuronais em culturas mistas através de imunocitoquimica
das lectinas Wisteria floribunda e da Vicia villosa, bem como do proteoglicano sulfato de

condroitina-4.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar. Os animais foram criados no biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, com livre acesso a dieta e a agua e ciclo de
12 horas de claro e escuro. Fémeas nuliparas foram divididas em dois grupos: (1) Controle,
alimentado com racdo labina; e o (2) Desnutrido, alimentado com DBR, desde 30 dias antes do
acasalamento, durante o acasalamento e toda a gestacdo. Para cada experimento foram obtidas 3
culturas diferentes originadas de pools de pelo menos 3 filhotes por dieta. Todas as etapas
experimentais foram aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE
sob o Processo de nimero: 23076.056375/2012-98 (Apéndice 2).

4.2. DIETA BASICA REGIONAL

A composicdo de ingredientes e nutrientes da DBR esta demonstrada na tabela abaixo

(Tabela 5):

Constituintes Quant. (g)  Proteinas (%) Carboidrato (%) Gordura (%) Sais (%) Fibra (%)
Feijdo Carioca 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09
Farinha de 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64
Mandioca

Charque 3,74 2,74 0,43 0,06 0,06 -
desengordurada

Gordura da 0,35 - - 0,35 - -
Charque

Batata Doce 12,76 0,3 9,99 0,03 0,2 0,48
Total 100 7,87 69,67 0,95 1,26 7,21

Tabela 5. Composicdo da DBR.

Teodésio et al., 1990.
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4.3. CULTURAS PRIMARIAS DE ASTROCITOS

Foram realizadas culturas dos animais recém-nascidos dos dois grupos, até o terceiro dia de
nascimento dos mesmos (Pn0 - Pn3; Sendo Pn0 o dia de nascimento dos neonatos). Os animais
foram decapitados, a pele e a estrutura pré-0ssea retiradas para isolamento do cortex cerebral. A
meninge foi removida e as estruturas foram mantidas em PBS-glicose (tampé&o salina fosfato com
glicose 0,6%). Apds a disseccéo, o tecido foi dissociado, primeiramente em placas de petri e, em
seguida, em tubos de 15ml. Apds a centrifugacao das células livres em suspensdo, a 1500 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foram adicionados 3 ml de DMEM-F12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium com nutriente F-12, Gibco) suplementado com glicose
(33mM), glutamina (2mM), bicarbonato de soédio (3mM), Penicilina/Streptomicina (0,5 mg/ml) e
Fungizona (2,5 pg/ml) e Soro Fetal Bovino (Gibco) a 10%.

Para cada cérebro dissecado foram produzidas 2 garrafas 25cm? para proliferagio ao longo
de 10 dias, mantidas a 37°C, 85% de umidade e 5% de CO», com troca de meio e soro a cada 2 dias.
As passagens foram feitas a cada 10 dias ou quando as células atingiam a confluéncia, a partir do
sétimo dia. O tempo total de manutencéo das culturas foi de 40 dias, com o intuito de que as células
atingissem maturidade e ficassem tempo suficiente em meio e condi¢fes adequadas para

possivelmente reverter o quadro de desnutricdo o qual se encontrava no animal de origem.

4.4. CULTURAS PRIMARIAS MISTAS

Para obtencdo das culturas mistas, os procedimentos de dissec¢cdo dos cérebros dos neonatos
até a distribuicdo das células ocorreram da mesma maneira que para a obtencdo das culturas
primarias astrocitarias. Contudo, as células foram mantidas em placas de 6 po¢os, na proporcao de

um cérebro para cada 3 pocos, a 37°C, 85% de umidade e 5% de CO..

Apos as primeiras 48h de cultura, portanto, na primeira troca de meio e soro, 0S mesmos
foram substituidos por uma mistura contendo 50% de meio DMEM-F12 com Soro Fetal Bovino a
10%, mais 50% de meio Neurobasal (Gibco — Life Technologies) com Soro B27 (Gibco) a 1%.
Essa mistura era entdo composta por fatores de crescimento e nutrientes necessarios a ambos 0s
tipos celulares, os neurdnios e os astrdcitos. A troca de meio era feita com substituicdo de apenas
50% do meio antigo por meio novo, dado que sem essa condi¢do 0s neurdnios tendem a morrer em

poucos dias de cultivo. As culturas foram mantidas por 10 dias, sem passagens.
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4.5. CO-CULTURAS DE NEURONIOS SOBRE ASTROCITOS

Quando as células gliais atingiram cerca de 70% de confluéncia, foram lavadas 3 vezes com
meio DMEM-F12 sem soro, e sobre elas foram plaqueados neurénios de cortex de embribes entre
14 a 17 dias de gestacdo, frescamente preparados, na densidade de 5x10* células/poco. As co-
culturas foram mantidas em meio DMEM-F12 sem soro, a 37°C e 5% de CO; por 24 a 48 horas,

quando foram fixadas para os procedimentos de imunocitoquimica.

4.6. IMUNOCITOQUIMICA

As células confluentes foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 20 minutos. Apos trés
lavagens com Tampédo Fosfato 0,1M (TF) foram bloqueadas por 30 minutos com uma solucéo
contendo 3% de albumina e 1% de Triton em TF. Apos o bloqueio, as células foram incubadas com
os anticorpos especificos primarios diluidos em solucdo bloqueio, durante toda a noite, a

temperatura ambiente.

As células foram entdo lavadas trés vezes com TF e incubadas com o0s anticorpos
secundarios fluorescentes por 3 horas ou biotinilados por 1h30, a temperatura ambiente. Seguiu-se
entdo a incubagdo com Streptavidina (Sigma, 1:500) por 1 hora e revelacdo colorimétrica por
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma) para as marcacbes ndo-fluorescentes. Para as marcacdes
fluorescentes foram obtidas imagens digitalizadas em um microscopio de epifluorescéncia da Leica.

As imagens foram analisadas no programa de imagens Adobe Photoshop CS, verséo 8.0.

Os anticorpos priméarios utilizados foram monoclonal anti-p-tubulina-3 produzido em
camundongo (Santa Cruz, 1:500) para visualizacdo de neuronios, policlonal feito em coelho anti-
GFAP (Invitrogen, 1:200) e policlonal feito em camundongo anti-Vimentina (Byosistem, 1:200)
para visualizacdo de astrocitos maduros e imaturos, respectivamente. As aglutininas Wisteria
floribunda (Vector, 1:500) e Vicia villosa (Sigma, 1:500), ambas biotiniladas, e 0 monoclonal feito
em camundongo anti-sulfato de condroitina-4 (Chemicon, 1:500), foram utilizados para
visualizagdo das redes perineuronais e o policlonal feito em camundongo anti-KI167 (Novo Castra,

1:200) para visualizacdo da proliferacéo celular.

Os anticorpos secundarios biotinilados utilizados foram o anti-coelho feito em cabra

(Jackson, 1:1000) e o anti-camundongo feito em cabra (Jackson, 1:1000), bem como 0s
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fluorescentes foram o anti-coelho (Dylight 488, Rockland, 1:5000) e anti-camundongo (Dylight
594, Rockland, 1:5000).

4.7. WESTERN BLOTTING

Para a coleta das amostras para 0 Western Blotting, as culturas foram lavadas com Tampé&o
Salina-Fosfato (PBS) gelado e em seguida, homogeneizadas sobre gelo e lisadas em 1mL de
Tampédo de Lise contendo EGTA 0,5mM, Tris-HCI 20mM, EDTA 0,5mM e 2-B-Mercaptoetanol
0,01%. A concentracio de proteinas totais foi determinada pelo método do Acido Bicinconinico
(Kit BCA — Gibco), utilizando a albumina como padrdo. As proteinas foram entdo diluidas na
concentracdo desejada no Tampdo de Amostra, composto por 0,5mL de Tris-HCI 10M, 8ml de
Glicerol, 1,69 de SDS, 4ml de p-mercaptoetanol e 0,02g de azul de bromofenol, totalizando um
volume estoque de 16mL. Antes de serem utilizadas na corrida, as amostras foram aquecidas por 5

minutos a 90°C.

As proteinas extraidas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca
de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 10%, sendo sempre colocadas huma concentracdo de
50pg/pogo para expressdo da fibronectina e 30 pg/pogo para expressdo do GFAP, Vimentina e
PCNA. A composicdo dos géis encontra-se detalhada na Tabela 6. O marcador de peso molecular
utilizado para acompanhamento da corrida das bandas protéicas foi o Precision Plus Kaleidoscope
Protein Standards (Bio-Rad). A corrida foi feita a 60mA por gel e durava entre 1h-1h30, em
Tampédo de Corrida pH 8,3 contendo Tris-Base 25mM, Glicina 250mM e SDS 0,1%. A
transferéncia das proteinas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare) ocorreu a 200mA por
2 horas em Tampdo de Transferéncia pH 9,2 contendo Tris-Base 48mM, Glicina 39mM, SDS
1.3mM (0,375%) e Metanol 20%, ap0s o equilibrio da membrana em agua milliq por 20 segundos e

no Tampdo de Transferéncia por 5 minutos.

Para a revelacdo do western blotting, a membrana de nitrocelulose foi blogueada por 1 hora
em TBS composto por Tris-HCI (0,24%) e NaCl (0,8%), em &gua destilada e pH 7,6, além de
Tween 20 a 1% (TBS-T) e leite desnatado a 5%. Os anticorpos primarios, especificados na tabela 7,
foram diluidos em solucdo idéntica a solucdo bloqueio e as membranas foram incubadas durante

toda a noite a 4°C.
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Reagentes Lower gel Upper gel
Agua Destilada 2,2 ml 1,4 ml
Tris-HCI pH 8,8 1,875 ml -
Tris-HCI pH 6,8 - 330 ul
Mix Acrilamida 30% / Bisacrilamida 3,35 ml 250 wl
SDS 10% 75 ul 20 ul
Persulfato de Amdnia 125 ul 20 ul
TEMED 12,5 ul 2ul

Tabela 6. Composicao dos géis SDS-PAGE.

No dia seguinte, iniciavam-se as 3 lavagens por 10 minutos com TBS-T e em seguida a
incubacdo com os anticorpos secundarios biotinilados anti-coelho ou anti-camundongo, ambos
feitos em cabra, diluidos em TBS-T e cujas especificacbes também se encontram na Tabela 7. As
membranas eram novamente lavadas 3 vezes por 10 minutos com TBS-T, incubadas por 1 hora com
Streptavidina (1:500 em TBST) e reveladas por DAB para visualizagdo colorimétrica das bandas. A
normalizacdo dos dados foi feita em relacdo a expressao da B-Actina, usada como padréo interno. A
concentracdo de proteina obtida pela analise das curvas densitométricas foi calculada pelo Programa

Image J com intervalo de confianca de 95%, bem como as areas sob as curvas.

Anticorpos Diluicao Empresa/Marca
Anti-B-Actina Camundongo  Primario 1:2500 Sigma
Anti-Fibronectina Coelho Primario 1:1000 Sigma
Anti-GFAP Coelho Primério 1:4000 DAKO
Anti-Vimentina Camundongo  Primario 1:500 Biosystem
Anti-Camundongo biotinilado Cabra Secundario  1:1000 Jackson
Anti-Coelho biotinilado Cabra Secundario  1:1000 Jackson

Tabela 7. Anticorpos utilizados no Western Blotting.
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5. RESULTADOS

5.1 Maéa-nutricdlo materna induziu respostas adaptativas nas interacdes neurdnio-astrdcito

favorecendo o crescimento neuritico

Introduction

It is well established that maternal malnutrition during pregnancy can modify the progeny's
brain competence to maintain homeostasis under stressful conditions (Antonow-Schlorke et al.,
2011; Levitsky and Barbara J. Strupp, 1995; Spencer and Palmer, 2012). Although some deleterious
effects can be reduced by nutritional reposition starting from lactation period, others can persist
until adult life as a consequence of epigenetic modifications (Jiménez-Chillaron et al., 2012;
Morgane et al., 1993; Richetto and Riva, 2014). Neurons and oligodendrocytes are especially
vulnerable to different types of fetal and neonatal malnutrition while astrocytes are more resilient to

lesions under those conditions (Ranade et al., 2012).

Early and recent evidence in vivo has indicated that astrocyte phenotypic changes, delayed
or precocious astrogliogenesis, can occur at birth in different brain regions as a result of low protein
levels in the maternal diet (Gressens et al., 1997). Feoli et al. using a maternal diet containing only
7% protein (casein), during gestation and lactation periods, reported that increased levels of
enzymatic and other molecular markers indicates a transient astrogliosis in the cerebral cortex but
not in the hippocampus or cerebellum of malnourished pups at postnatal day 2 (Feoli et al., 2008).
Lower levels of glutathione and glutathione peroxidase were also found in the cerebral cortex and
hippocampus of similar group of neonates, associated to lower total antioxidant reactivity (Feoli et
al., 2006). However, several of these biochemical changes in astrocytes were completely recovered
during brain maturation, even keeping the animals in the same protein restricted diet through
adulthood (Feoli et al., 2006, 2008).

Astrocytes, are implicated in the metabolic support of neurons, releasing neurotrophic
factors, antioxidant molecules and components of extracellular matrix (Freeman, 2010; Kettenmann
and Verkhratsky, 2008; Takuma, Baba and Matsuda, 2004). Early modifications in their metabolism
or in their ability to react under condition of malnutrition may impair neuronal growth or survival as

well as synapse function during brain development (Allen, 2013; Jensen, Massie and Keyser, De,
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2013). Recent evidence has indicated that maternal food restriction during pregnancy and lactation
results in enhanced levels of glucose transport 1, glycogen and in the phosphorilated isoform of
glycogen synthase kinase-3, mainly expressed in astrocytes, in the cerebral cortex of 10 days-old
pups (Lizéarraga-Mollinedo et al., 2010).

In vivo studies have indicated that pre and/or postnatal malnutrition induced by a diet
containing 6% casein are able to promote permanent anomalies in the neuronal morphology in the
cerebral cortex and other brain regions (Duran et al., 2008; Morgane, Mokler and Galler, 2002;
Morgane et al., 1993). Parameters such as  dendrite number and their complexity were not
recovered after nutritional rehabilitation with adequate levels of protein (23% casein) even when
glial cell density and synapse/neuron ratio is apparently restored (Cintra et al., 1990).

On the other hand, using a maternal diet called Regional Basic Diet (RBD) that containing
8% protein mainly from vegetable sources and 1% of lipids, Borba et al., reported morphological
phenotypic plasticity in cerebral cortex neurons of the progeny (Borba et al., 2000). Interestingly,
they observed that this type of diet reduced the soma size but did not impair neuronal dentritic
development in the young progeny. Moreover, when a balanced diet was given to the animals from

42" postnatal day, the neuronal soma area increased at a greater extent than those of well-nourished

group.

A peculiar feature present in the RBD diet is that despite its low quantity in lipids, it is
relatively rich in n-3 a-linolenic fatty acid (12%) and contains reduced amount of n-6 linoleic fatty
acid (~19.7%) which results in n-6/n-3 fatty acid ratio of 1.69 (Souza, de et al., 2008). This ratio
is lower than in casein-based diets mainly used as control, containing ~55% linoleic and 6% a-
linolenic fatty acid (n-6/n-3 ratio = 9.3). These essential fatty acids are precursors of the
polyunsaturated long chain fatty acids (LC-PUFAs) docosahexaenoic acid (DHA) and arachidonic
acid (AA), which usually play key roles during brain development (Chang, Ke and Chen, 2009;
Coti Bertrand, O’Kusky and Innis, 2006; Guesnet and Alessandri, 2011; Haggarty, 2010). DHA has
been implicated in the neural stem cell proliferation, astrocyte and neuron differentiation and exerts
neuroprotective actions (Calderon and Kim, 2004). AA is mainly involved in neuronal cell
signaling and plasticity but in high levels can reduce DHA synthesis and induce an inflammatory
condition (Ecker et al., 2009). Thus, a reduced n6/n3 ratio in the maternal diet is recommended
during progeny’s brain development favoring beneficial effects of DHA including those that
involve neuritic growth and epigenetic modifications (Coti Bertrand, O’Kusky and Innis, 2006;
Simopoulos, 2002).
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The present study investigated how a maternal dietary treatment with RDB could affect the
proliferation and differentiation of astrocytes of neonate's cerebral cortex as well as the ability of
these cells to act on neuronal growth in vitro. We have tested the hypothesis that a low n6/n3
essential fatty acids ratio in this maternal diet could minimize deleterious effects induced by its low
protein and lipid levels on neuronal differentiation, favoring neurite outgrowth during neuron-
astrocyte interaction. In order to investigate how each one of these cells could be affected by this
type of malnutrition the neurite outgrowth and dendritic complexity were analyzed when neurons
and astrocytes of neonates were provided from mothers with distinct nutritional condition.

Materials and Methods

Animals and diets

Sixty progenitor adult Wistar rats (40 females and 20 males) were used in this study. These
animals were divided randomly into two groups according to the nutritional condition. Control rats
were fed with a commercial balanced diet, comprising 22% protein content while malnourished rats
were fed with RBD diet (Teoddsio et al., 1990). The composition of the experimental diets, both
containing around 380 kcal/100g is shown in Table 1. The mothers started receiving the respective
diets 30 days before mating and were maintained on those diets during gestation and first week of
lactation. The offspring constituted the object of the present study. At parturition, litter size, total
litter weight and mean birth weight of the pups were recorded. In the postnatal days, between the
first and the third one, pups from different litters (2-3 per litter/group) were grouped to obtain
cerebral cortex primary cultures, as described below. All procedures were approved by the Ethics
Committee for Animal Research of Federal University of Pernambuco (protocol #009428/200633),
which complies with the “Principles of Laboratory Animal Care” (NIH, Bethesda, USA).

Astrocyte primary cultures

Primary cultures of astrocytes were prepared as described by Moura-Neto et al., 1983

(Moura Neto et al., 1983). Pups from different litters per group were decapited and the cerebral

cortex was dissected in phosphate buffer containing 0,6% glucose (PBS-glucose), followed by
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mechanic dissociation. Cell suspension was diluted in PBS-glucose plus Dulbecco’s modified
Eagle’s medium and nutrient mixture F-12 (DMEM-F-12, Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Gibco), 33mM glucose (Merck), 2mM glutamine (Calbiochem), 3mM sodium
bicarbonate (Merck), 0,5mg/ml penicilin/streptomicin (Invitrogen), 2,5ug/ml amphotericin (Sigma)
and then centrifuged for 5 minutes (1,500 rpm). Cells were plated in plastic bottles (25cm?) and
incubated in DMEM-F-12 medium, at 37°C in a humidified 5% CO2 95% air atmosphere. The
medium was replaced every 2-3 days. After 10 days in vitro (div) it was carried out the first passage
of cells (P1), using trypsin (0.25% + EDTA %,; Sigma) for 5 minutes. Cells were kept on P1 for
10 div and two subsequent passages (P2 and P3) were done in order to investigate whether some

features of astrocytes provided from malnourished pups could be reversed by the culture medium.

Commercial Balanced Diet Regional Basic Diet (RBD)

Nutrients Quantity (%) Nutrients Quantity (%)
Proteins 22,58 Proteins 7,87
Lipids 8,62 Lipids 0,95
Carbohydrates 50,44 Carbohydrates 69,67
Fibers 2,00 Fibers 7,21
Minerals 4,09 Minerals 1,26

Table 1. Composition of diets.

Immunocytochemistry for astrocyte cultures

To analyze the expression profile of intermediate filaments and proliferation markers in
astrocyte cultures was assessed. For immunocytochemistry, cell cultures were placed on coverslips
coated with 1ug/ml poly-I-lysine (Sigma), in 24-well plates (2x10° cels/well). Three days after
each passage (3dP1; 3dP2; and 3dP3), these cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 20
minutes and washed in PBS 0,1M. To visualize the intermediate filaments, Vimentin and GFAP,
immunofluorescence approach was adopted. Briefly, cells were firstly blocked with 3% BSA
(Sigma Chemical Co.) and 1% Triton X-100 (Riedel de Haen-Germany) in PBS for 30 minutes and

then incubated in the presence of rabbit anti-GFAP (Diag. Biosystems 1:200) and mouse anti-
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vimentin antibodies (Diag. Biosystems 1:200), overnight at 4°C. After primary antibodies
incubation, cells were rinsed with PBS and incubated simultaneously with the secondary antibodies
anti-rabbit (Dylight 488, Rockland - 1:5000) and anti-mouse (Dylight 594, Rockland — 1:5000) for
3 hours at room temperature. After that, the cells were rinsed again in PBS and incubated with
Hoechst 33342 (nuclear fluorescent marker — 1:1000) for 5 minutes. The cultures were mounted on

40% glycerol diluted in PBS and examined under an epifluorescent Leica microscope.

To investigate the effect of maternal malnutrition on astrocyte proliferation in the cerebral
cortex of neonates, double labeling for GFAP and the protein Ki67 was carried out in cells cultured
for 3 div after the first passage (only in 3dP1). In these experiments, cell cultures were first
immunolabeled using a polyclonal mouse-anti Ki-67 (Novocastra, 1:200; overnight at 4°C) which
was visualized using a biotinylated goat anti-mouse secondary antibody (Jackson, 1:1000) for 1
hour, followed by streptavidin (Sigma, 1:250) for more 1 hour and the cromogen diaminobenzidine
(2.5 pg/ml + H202 0.03% in PBS 0.1M, for 10 minutes). Subsequently, cell cultures were rinsed in
PBS and incubated in glycine buffer (0.02 M, pH 2.2) for 20 min. Then, they were washed in PBS
and immunostained with rabbit anti-GFAP (Invitrogen; 1:200) and mouse-anti-vimentin
(Biosystem; 1:200) for 18 h, at 4°C), which were visualized with the secondary antibodies goat anti-
rabbit (Dylight 488, Rockland — 1:5000) and goat-anti-mouse (Dylight 594, Rockland — 1:5000) for

3h at room temperature.

Western blotting assay for astrocyte cultures

Homogenates of astrocyte cultures 3 div after the first passage (only in 3dP1) were obtained
in freshly prepared 20 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4) containing 10 mM MgCl2, 0,6 mM CaCly, 0.5
mM EGTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.05% Triton x-100. An aliquot of
each culture was taken to determine protein content by the BCA Protein Assay kit (Thermo
Scientific). Samples of homogenates were diluted in sample buffer (62.5 mM tris/HCI, pH 7.4,
containing 4% SDS, 10% glycerol, 10% B-mercaptoethanol and 0.002% bromophenol blue) and
boiled for approximately 5 minutes. 30 micrograms of protein per lane were electrophoretically
separated in 10% gradient sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel at 120mA. After
separation, the proteins were transferred to Hybond-nitrocelullose transfer membrane (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) for 2 hours at 200mA. Membranes were
blocked for 1 hour in Tris-buffered saline-Tween 20 (TBS-T) containing 5% of fat-free milk. Then,
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incubated in primary antibodies rabbit anti-GFAP (Dako; 1:4000) diluted in block solution
overnight at 4°C. After several washes in TBS-T, the biotinylated secondary antibody (goat anti-
rabbit Jackson 1:1000) diluted in TBS-T was added to the membrane and incubated for 2 hours,
followed by streptavidin-HRP (Sigma, 1:500) for 1 hour. Proteins were visualized using the
cromogen diaminobenzidine (Sigma, 2.5 pg/ml + H202 0.03% in PBS 0.1M). Digital images of the
blots were obtained and the integrated optical density was estimated by using Image J 1.46 software
(NIH, USA). The protein levels were normalized to that of the B-actin (Sigma, 1:2500) protein that

was used as an internal standard.

Morphometry and quantification of expression profile of intermediate filaments in astrocyte
monolayers and number of proliferating astrocytes

The analysis of proliferating astrocytes was achieved in three independent cultures/group.
Three coverslips per culture were analyzed and digital images of 80 fields per culture were obtained
using a DFC 345 FX camera coupled to a Leica, DM 5500-B automated upright microscope and
40x planachromatic objective. Bright field and fluorescent images were done for Ki-67 and
GFAP/vimentin labeling respectively, at the same field. The mitotic index was measured by
counting the percentage of positive ki-67 cells compared to the total number of astrocytes in the

coverslips.

Co-cultures of neurons and astrocytes with similar or distinct nutritional condition

To investigate how intrinsic properties of cortical neurons or astrocytes of neonates
delivered from malnourished mothers could affect neurite outgrowth, co-cultures of neurons onto
astrocytes were carried out in four different combinations: 1) control neurons over control
astrocytes; 2) malnourished neurons over control astrocytes; 3) control neurons over malnourished
astrocytes and; 4) malnourished neurons over malnourished astrocytes. Firstly, primary cultures of
astrocytes were prepared as described above and maintained until confluence. For the co-cultures of
neurons on these astrocyte cultures, pregnant females in the 16" gestational day (E16) were
anesthetized with isofluorane and then decapitated. The pre-anesthesia with volatile agents to
prevent pain and reflexes was adopted as a recognized procedure by animal welfare regulatory
agencies (e.g. CONCEA, Brazil; UK Animals Scientific Procedure, 1986). Neurons from the E16
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embryos were freshly dissociated from the cerebral cortex in serum free DMEM-F12 medium. The
confluent astrocyte monolayers, that were in 24 well plates were washed three times with serum
free DMEM-F12 and subsequently, the E16 neurons freshly dissociated were plated over the
astrocytes in a density of 50,000 cells/well. The co-cultures were kept at 37°C in a humidified 5%,

CO2 95% air atmosphere for 48 h and then fixed in paraformaldehyde 4% for 20 minutes.

Immunocytochemistry for co-cultures

Double immunostaining for neuronal and astrocyte markers was carried out in the co-
cultures. In these experiments, cells were firstly incubated with 3% bovine serum albumin (BSA) in
PBS + triton X-100 0.3% for 1 hour and then in a mixture of rabbit anti-GFAP (Invitrogen, 1:400)
and mouse anti-p tubulin III (Sigma, 1:400) in PBS + triton X-100 0.3% for 18 hours at 4°C.
Neurons and astrocytes were respectively visualized with the secondary antibodies goat anti-mouse
(Dylight 594, Rockland) and goat anti-rabbit (Dylight 488, Rockland) both diluted 1:5000 and
incubated for 3 hours at room temperature. After that, the cells were rinsed in PBS and labeled with
Hoechst 33342 (nuclear fluorescent marker — 1:5000) for 5 minutes. The cultures were mounted on
40% glycerol diluted in PBS and examined under an epifluorescent Leica microscope (Model DM
5500-B) coupled to a DFC 345 FX camera. Digital images of several fields per coverslips were

taken to neuronal morphometric analysis, as described below.

Analysis of neuronal morphometry in the co-cultures

Parameters of neurite outgrowth in neurons cultured onto astrocyte monolayers were
measured using the Neuron J plug-in of Image J 1.48 software according to Meijering et al., (2004).
Three coverslips per culture were analyzed and at least 25 fields were measured per coverslip. All
neurites emerged from neuronal soma were considered. The number of neurites emerging from the
soma, the sum of all neurite measurements per neuron and the sum of all neurite measurements
divided by the number of process per neuron was analyzed. Fractal dimension and branching area
were assessed using Frac-Lab plug-in of Image J version 1.48 software according to protocol
described by Barreto et al., (2014).
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Statistical analysis

Statistical analyses were done using the following tests: Z-test for comparison between
proportion of cells with distinct expression profile of intermediate filaments; Mann-Whitney for
comparison of astrocyte soma size; Two-way ANOVA coupled to Tukey’s Honestly-Significant
Difference for comparison of multiple variables. All statistical analyses were performed using non-
transformed data, except data of neuron axonal length obtained in co-cultures. In this case, data
were transformed using the log (x+1) followed by two-way ANOVA, investigating the effects of
neuron, astrocytes and the interaction between these factors in defining the axonal length in the co-
cultures. It was used the SYSTAT 13, GraphPad Prism 4.0, and Origin Pro 8.0 softwares. P< 0.05
was considered statistically significant. The experiments were performed in triplicate, and each

result represents the mean of independent experiments.

Results

Maternal RBD malnutrition induces long-lasting modifications on the intermediate filament

expression in cortical astrocytes.

The quantitative analysis of number of cells expressing vimentin or GFAP only (Fig. 1A) or
co-expressing both intermediate filaments (Fig. 1B) demonstrated that astrocyte cultures from
malnourished newborns contain lower number of cells expressing vimentin+ (Control:
3dP1=23.6%, 3dP2=49.4%, 3dP3=24.3% vs Malnourished P1=12.8%, P2=29.3%, P3=7%) only as
compared to control condition. These findings were seen despite the time of cell growth in vitro,
being present in the early stages of cell growth 3dP1 (13 div) as well as 3dP3 (33 div). On the other
hand, a greater proportion of cells co-expressing vimentin + GFAP (Control: 3dP1=13.4% and
3dP3=4.8% vs Malnourished: 3dP1=32.3% and 3dP3=15.1%), or expressing GFAP+ only,
(Control: 3dP1=63%, 3dP2=27.6%, 3dP3=70.9% vs Malnourished: 3dP1=54.9%, 3dP2=47.75%,
3dP3=75.6%) were found in astrocyte cultures of malnourished animals when compared to that
found in the control condition.

In order to evaluate if these effects could reflect modifications on protein levels of these
intermediate filaments, western blotting experiments were carried out in homogenates of astrocyte
cultures 3dP1. As shown in the Figure 2, RBD maternal malnutrition did not influence intergroups

differences for GFAP protein content.
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Figure 1. Effects of maternal malnutrition on regulation of intermediate filaments expression in
primary cortical astrocytes cultures. (A) Representative photomicrographs of vimentin (red) and
GFAP (green) expressions in astrocytes, over time. (B) Graphic shows proportion of three astrocyte
populations in control and malnourished cultures, according vimentin expression (red bar), vimentin
and GFAP co-expression (yellow bar) and GFAP expression (green bar), over time. Note similar
patterns on regulation of intermediate filaments expression over time on control and malnourished
groups. Total number of cells counted P1=4446, P2=1691, P3=1105 and P1=3299, P2=1775,
P3=1599 for control and malnourished, respectively. Data were obtained from 2 cultures of each
period of time. * p<0.05, Z test for difference between the proportions of both groups, for each
period of time analyzed.
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Figure 2. Western blotting to GFAP. Samples (30ug/lane) were separated by SDS-PAGE under
reducing conditions followed by electrotransfer onto nitrocellulose membranes for

immunodetection of GFAP in 13div (3dP1). No differences between the groups were revealed.

Maternal malnutrition does not affect neurite outgrowth

Multiple comparisons between all the interactions demonstrated that axonal outgrowth was
lower in co-cultures from distinct nutritional conditions, when compared to control co-culture.
However, the axonal length is similar in co-cultures which cells are derived from the same
nutritional context, suggesting that metabolic adaptations could be contributing to a better

intercellular communication (Figure 3).
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Figure 3. Analysis of axonal length in co-cultures of cortical neurons and astrocytes. (A) llustrative
photomicrographs of primary co-cultures of control and neurons astrocytes (a and a’,
Control/Control) as well as malnourished neurons and astrocytes (b and b’, Malnour/Malnour). (a
and b) show overlap from the different channels of immunostaining for neurons (B-tubulin 111, red),
astrocytes (GFAP, green) and nucleus cells (Hoechst, blue). Photomicrographs in gray scale (a’ and
b’) show only B-tubulin 111 immunostaining used for axonal length measurement. (B) Box graphic
show axonal length in co-cultures from different nutritional condition of neurons and astrocytes
(Total number of cells analyzed: control neurons/control astrocytes = 327; malnourished
neurons/control astrocytes = 438; control neurons/malnourished astrocytes = 373; and malnourished
neurons/malnourished astrocytes = 362). Data were obtained from two distinct co-cultures.

Maternal malnutrition increase proliferating index of astrocytes in the early stages of cortical
development

Figure 4 shows high magnification images of cortical astrocyte cultures from control and
malnourished neonates double-labelled for the nuclear protein KI-67 and dapi. Quantification of
proliferation index in three independent cultures/group revealed that the number of KI-67+
astrocytes was significantly greater in cerebral cortex of malnourished than in the control group of

neonates in 3dP1.
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Figure 4. Analysis of astrocyte proliferation in control and malnourished conditions in 3dP1. In blue
(DAPI), the nucleus of astrocyte and in the double labeling with DAPI and DAB showing the
nucleus in proliferation, marked by KI67. The malnourished group demonstrated a number of
K167+ astrocytes (4B) higher than the control group (4A).

Conclusion

The data showed that a severe maternal malnutrition induced by a multinutrient deficiency
modifies the ability of astrocytes produce and disposal their own cytoskeleton as well an important
cellular behaviour, the proliferation.

Despite the altered morphology presented by the malnourished astrocytes, in the co-cultures,
the malnourished astrocytes and neurons did not show an altered morphology through the neuritic
outgrowth. On the contrary, these neurons from malnourished pupils developed as well the cells

from the control group.

Altogether, the results obtained suggest adaptive reactions related to different nutritional
status. It is not clear at this moment whether these changes are a consequence of a delayed stage of
brain development. Future studies will be done in order to address this question, especially taken
into account that malnutrition early in life can induce permanent effects on the brain plasticity and

maturation.
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5.2

Ma-nutricdo modificou a composi¢ao da matriz extracelular e impediu a formacédo das redes

perineuronais no cortex cerebral de ratos neonatos

Introduction

The extracellular matrix (ECM) of the central nervous system is a loose scaffold compound
of glycoproteins, such as laminin, fibronectin (FN) and tenascin, as well as proteoglycans and
chondroitin sulfate proteoglycans (CSPGs) interlaced in a meshwork. Neuron and glial cells
surrounded by the ECM are the responsible for producing and secreting components of this specific
net (Celio et al., 1998; Wiese, Karus and Faissner, 2012). During brain development several
changes occur in the composition of ECM in order to support processes such as neurogenesis,
gliogenesis, synaptogenesis, migration, adhesion and cellular proliferation, besides axonal guiding
and outgrowth (Faissner et al., 2010; Hu et al., 2009; McRae and Porter, 2012; Morgane, Mokler
and Galler, 2002; Plantman, 2013).

In adulthood, the ECM plays important functions related to cell survival and regenerative
plasticity (Dityatev and Schachner, 2003; Kwok, Carulli and Fawcett, 2010; Tate, Tate and LaPlaca,
2007). Perineuronal nets (PNNs) are a specialized form of the brain ECM that display a lattice-like
structure around the cell body and proximal dendrites of subtypes of neurons (Kwok et al., 2011;
McRae and Porter, 2012). This structure exerts essential roles in the stabilization of synapses,
modulating developmental neural plasticity and brain maturation (Karetko and Skangiel-Kramska,
2009; Wang and Fawcett, 2012). In addition, PNNs can exert protective functions, accumulating
growth factors around certain neurons, acting as a buffering system for ions and protecting against
oxidative stress (Briickner et al., 1998; Morawski et al., 2004).

Interactions of cells with components of the ECM are critical for the establishment and
maintenance of stem cell self-renewal and differentiation. Laminin, for example was able to
enhance human neural progenitor generation, expansion and differentiation into neurons and
tenascin-C increased the growth and proliferation of CD34+ stem cells (Chiquet-Ehrismann and
Tucker, 2011; Tucker et al., 2013). A number of studies have associated fibronectin with astrocyte
and oligodendrocyte proliferation (Goetschy et al., 1987; Niquet et al., 1994; Stoffels et al., 2015).
Similar effect of this ECM glycoprotein was observed in osteoblasts, fibroblasts and renal epithelial
cells (Briickner et al., 1998; Kwok et al., 2011; Morawski et al., 2004; Tate, Tate and LaPlaca,
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2007). On the other hand, CSPGs consisting of a core protein and glycosaminoglycan chains,
mainly act as barrier molecules affecting axon growth, cell migration and plasticity (Carulli et al.,
2005; Gu et al., 2009).

Environmental conditions, can affect neural cells during brain development (Esteban-pretel
et al., 2013; Jiménez-Chillaron et al., 2012; Spencer and Palmer, 2012). Malnutrition is an
environmental insult that impair in several aspects the nervous system formation and maturation
(Jiménez-Chillaron et al., 2012; Morgane et al., 1993; Vituri et al., 2000). However, the
consequence of malnutrition on the ECM were poorly studied throughout the last decades. Reif et
al., did not find modified levels of laminin and FN in the liver of rats submitted to perinatal dietary

restriction for 15 weeks from conception (Reif et al., 1993).

Nutritional restriction of tryptophan during the lactation period resulted in a lower level of
axonal plasticity and a reduced activity of metalloproteinase 9 in the superior colliculus (Penedo et
al., 2009). In adult female rats or male mice higher levels of laminin and FN were detected in the
ECM of bone marrow (Vituri et al., 2000; Xavier et al., 2007). Using a vitamin A deficiency dietary
model, Swartz-Basile et al., showed that cellular processes as apoptosis, proliferation and
enterocytic migration were affected and these modifications were related to decreased levels of
laminin (Swartz-Basile et al., 2003). Esteban-Pretel et al., using the same model of vitamin A
deficiency, demonstrated increased collagen 1V levels and decreased laminin and matrix
metalloproteinases levels in the lung. Moreover, laminin and matrix metalloproteinases levels were
not reverted when vitamin A was restored to the animals diet (Esteban-pretel et al., 2013). On the
other hand, Aguilar et al., observed that a vitamin A deficiency promoted an increase on laminin,
FN and collagen type IV levels on liver ECM (Aguilar et al., 2008).

Taken together, these studies suggest that the effects of malnutrition are intrinsically related
to the type of tissue, the developmental stage besides the kind of nutrient that is restricted. The
effects of maternal malnutrition on the composition of the brain ECM and especially on the PNNs
are not well understood. An early study showed that malnutrition of rats induced by restricted intake
of food to 50% from pregnancy until 40" postnatal day increased CSPGs levels in brain
homogenates (White and A, 1979).

Similar results were found by Manojkumar and Kurup in brain homogenates of weanling
rats fed with a protein restricted diet for 30 days. These authors also detected increased activity of
enzymes related to the catabolism of glycoproteins in the same animals (Manojkumar and Kurup,
1998). Taking into account the importance of ECM and PNNs, especially during early stages of
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brain development, the present study was conducted to investigate whether a severe maternal
malnutrition could impair fibronectin expression in astrocytes as well as CSPG-4 synthesis and
PNNs formation in neurons and astrocytes of the progeny. It was hypothesized that modifications in
the ECM composition could be involved in neuronal phenotypic changes induced by this type of

nutritional insult in the cerebral cortex (Borba et al., 2000).

Materials and Methods
Experimental Diet: The Regional Basic Diet

The Regional Basic Diet (RBD) is a multifactorial malnutrition model developed by
researchers from the Federal University of Pernambuco (UFPE) during the 90’s and is based on the
feeding habits of low incoming human populations from the Northeast Brazil, as described by
Teoddsio et al., 1990 (Medeiros et al., 2008; Teodosio et al., 1990). This diet induces a severe
malnutrition similar to and has been used in several studies to evaluate neural effects of a severe
malnutrition during brain development (Guedes et al., 1987; Picango-Diniz et al., 1998; Borba et al.,
2000; Mendoncga et al., 2004; Vilella et al., 2005; Souza et al., 2008). The RBD was prepared with
beans (Phaseolus vulgaris), manioc flour (Manioc esculenta), sweet potato (Ipomoea batatas) and
dried-salted meat. As shown in Table 1 this diet is deficient in the lipids, minerals, and protein
levels containing higher content of carbohydrates, when compared to a balanced commercial diet
(Labina, Purina of Brazil) (Table 1).

Animals

Adult progenitor female Wistar rats (90 days of age) were randomly separated into
Malnourished and Control groups fed with RBD and a commercial balanced diet, respectively.
These rats started receiving the respective diets at mating, and were maintained on those diets
during gestation. The offspring constituted the object of the present study. At parturition, litter size,
total litter weight and mean birth weight of the pups were recorded. In the postnatal days, from the
first until the third one, pups from different litters (2-3 per litter/group) were grouped to obtain
cerebral cortex astrocyte primary cultures and mix cultures containing astrocytes and neurons, as

described below. All procedures were approved by the Ethics Committee for Animal Research of
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Federal University of Pernambuco (protocol #23076.056375/2012-98), which complies with the
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH, Bethesda, USA).

Ingredients G Protein  Carbohydrate Fat Ash Fibers kcal %
Beans 18.34 3.99 10.66 0.24 0.57 1.09 60.76
Manioc flour 64.81 0.84 48.59 0.12 0.43 5.64 198.80
Deffated, 3.74 2.74 - 0.06 0.06 - 11.50
dried,salted

meat

Fat (from the 0.35 - - 0.35 - - 3.15
meat)

Sweet potato 12.76 0.30 9.99 0.03 0.20 0.48 41.43
Total 100.00 7.87 69.24 0.80 1.26 7.21 315.64

Table 1. Composition of regional basic diet expressed as g/100g of diet. Beans, meat and sweet

potato were cooked, dried and ground (Borba et al., 2000).

Cell Cultures
Cortical astrocyte primary cultures

Primary cultures of astrocytes were prepared as described by Moura-Neto et al., 1983(
Moura Neto et al., 1983). Pups from different litters per group were decapited and the cerebral
cortex was dissected in phosphate buffer containing 0,6% glucose (PBS-glucose), followed by
mechanic dissociation. Cell suspension was diluted in PBS-glucose plus Dulbecco’s modified
Eagle’s medium and nutrient mixture F-12 (DMEM-F-12, Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Gibco), 33 mM glucose (Merck), 2 mM glutamine (Calbiochem), 3 mM
sodium bicarbonate (Merck), 0,5mg/ml penicilin/streptomycin (Invitrogen), 2,5 pg/ml amphotericin
(Sigma) and then centrifuged for 5 min (1,500 rpm). Cells were seeded in plastic bottles (25 cm?)
and incubated in DMEM-F-12 medium, at 37°C in a humidified 5% CO2-95% air atmosphere. The
medium was replaced every 2-3 days. After 10 days in vitro (div) it was carried out the first passage
of cells (P1), using tripsin (0.25% + EDTA %, Sigma) for 5 min. Cells were kept on P1 for 10 div
and two subsequent passages (P2 and P3) were done in order to analyze fibronectin expression by
Western blotting as described below.
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Mixed neurons and astrocyte primary cultures

Mixed cultures of neurons and glial cells were prepared from neonates at the same age. In
this case, primary cortical cultures were maintained for two days in DMEM-F12 with 10% of FBS
and then, this medium was replaced by a mix of 50% of DMEM-F12 with 10% of FBS and 50% of
Neurobasal medium (Gibco — Life Technologies) supplemented with 1% B27 serum (Gibco — Life
Technologies). From the second change of medium, only half of the old medium was discarded, and
the same volume was added of new medium and serum, remaining the proportion of 50% of each
mix of medium and serum. In the 10" day after seeding, the cell cultures were fixed in
paraformaldehyde 4% in phosphate buffer, 0.1 M, pH 7.4 for 20 minutes and then washed 3 times
for posterior analysis by immunocytochemistry to visualize the formation of perineuronal nets and

the presence of the chondroitin sulfate — 4, also called NG-2 in neurons and astrocytes.

Immuno and cytochemical assays

For immunocytochemical assays, fixed mixed cultures with 10 div were firstly blocked for 1
hour in PB-saline, pH 7.4 (PBS) containing 10% normal goat serum. Then, were incubated in
mouse monoclonal chondroitin sulfate—4 monoclonal antibody (Millipore; 1:500) overnight at 4°C.
After several washes in PBS, cultures were treated with biotinylated secondary antibody goat anti-
mouse (Jackson Lab.; 1:1000 diluted in PBS), for 1 h, and then in streptavidin (Sigma, 1:500)
diluted in PBS for 1 hour. Immunostaining was visualized using the chromogen diaminobenzidine
(Sigma, 2.5 pg/ml + H2020.03% in PBS 0.1M).

In order to visualize the presence of glycosaminoglycans from the perineuronal nets in the
mixed cultures, cytochemistry for biotinylated Wisteria floribunda (Vector Labs) and Vicia villosa
(Santa Cruz Biotechnology) lectins were carried out. In these cases, cultures were firstly treated
with 0.3% H20> in methanol for 20 minutes. After several washes in PBS + triton X 100, cells were
incubated overnight at 4°C in solutions containing 10 ug/ml PBS of biotinylated Wisteria floribunda
or Vicia villosa lectin. After several washes, they were incubated in streptavidin (Sigma, 1:500 in
PBS) for 1 hour. Diaminobenzidine (Sigma, 2.5 pg/ml + H202 0.03% in PBS 0.1M) was used as
chromogen. Digital images of the mixed cultures were obtained using an inverted Microscope

(Leica) coupled to a digital camera (Moticam).
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Figure 1. Methodological design to diagram the sequence of steps followed.

Results

Expression of fibronectin levels in cortical astrocyte primary cultures

Fibronectin protein levels were detected in homogenates of cortical astrocytes in the three

different stages of culture maturation in vitro. A similar expression profile was detected wh
malnourished and control groups were compared. Densitometric results of the area under the cur

are shown in the Figure 2 A-C.
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Figure 2. Western blotting to fibronectin. Samples (50ug/lane) were separated by SDS-PAGE under
reducing conditions followed by electrotransfer onto nitrocellulose membranes for
immunodetection of fibronectin (E). (A-C) Densitometric measurement was performed and the
differences between the area under the curve are shown. The solid line refers to the control sample
and the dashed line refers to the malnourished sample. Densitometric curve of fibronectin from
10dP1 (A), 10dP2 (B) and 10dP3 (C) cultures. (D) Media of the area under the curve from the three

ages of cultures and no difference was found.

Expression of chondroitin sulphate-4 proteoglycan in cerebral cortex mixed culture

Qualitative analysis of CSPG-4 immunoreactivity in several fields of mixed cultures
demonstrated lower number of neurons and astrocytes expressing this ECM component in the
malnourished group as compared to the control condition. Figure 3 shows representative fields/
group of these cultures.
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Figure 3. Chondroitin sulphate-4 expression in mixed cultures 20x. (a) Control cultures. (b)

Cultures from malnourished pups. Notice the different distribution of the assembly of CSPG-4 on
both cultures. The malnourished one seems be lower present than in the control group.

Perineuronal nets in cerebral cortex mixed culture

Figure 4A-B shows detection of PNNs accumulated in neurons and astrocytes after 10 days
in vitro via Wisteria floribunda agglutinin binding. While in the control cultures this binding occurs
in several cells per field, defining the outline of neurons as well as is present in the cytoplasm of
astrocytes, in the malnourished cultures, the formation of PNNs seems to be impaired at least in two
aspects: lower number of cells are labeled by this lectin and an apparent disorganization of this net
is detected in positive cells and in extracellular spaces. Similar findings were detected using the

lectin Vicia villosa staining (Fig. 4C-D)
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Figure 4. (a) and (b) Wisteria floribunda agglutinin expression in mixed cultures 20x. (c) and (d)
Vicia villosa agglutinin expression. In mixed cultures 20x (a) and (c) are control cultures. (b) and
(d) are cultures from malnourished pups. Emphasis for the disorganized expression of both

agglutinins in the malnourished cultures.

Discussion

The main finding of this study is that a severe maternal malnutrition induced modifications
in the expression profile of some ECM components in cortical astrocytes and neurons of neonates.
The lack of intergroup difference in the FN protein levels in astrocytes cultures kept in vitro for 20,
30 and 40 days deserve some consideration. FN is a large adhesive glycoprotein widely distributed
in the brain ECM, especially during development where it is present in loose cellular spaces in
immature nervous tissue. This glycoprotein contains multiple domains that mediate bindings to
other ECM components and integrin receptors (Bradshaw and Smith, 2014). During brain

embryogenesis, FN is distributed along radial glia of cerebral cortex and plays important role in
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neuronal adhesion, migration and differentiation (Boison et al., 1995). It is synthesized and secreted
by astrocytes, inducing neurite outgrowth in several brain regions (Cohen et al., 1987; Lefcort et al.,
2009). The present findings showing similar fibronectin levels in early postnatal days of cortical
astrocyte development, contrast with data obtained in brain homogenates of young rats submitted to
food restriction for 30 days from weaning (Manojkumar and Kurup, 1998). According to this later
study, lower levels of glycoproteins occurred in parallel to an increase in the activity of enzymes
related to their catabolism.

The inexistence of modifications in the FN content in astrocyte cultures suggest that despite
the severe maternal malnutrition, the synthesis or deposition of this glycoprotein in the ECM was
not impaired at early stages of brain development. Pre and/or postnatal malnutrition have been
associated to short and long-term anomalies in the neuronal morphology in the cerebral cortex and
other brain regions (Durén et al., 2008; Morgane, Mokler and Galler, 2002; Morgane et al., 1993).
Borba et al., using RBD during gestation and lactation period detected smaller soma areas of
cortical neurons in young (43" postnatal day) malnourished rats compared to the control cases, but
reported an expressive morphological plasticity in the dendritic complexity of these cells. Recent
evidence obtained in our laboratory also indicate that when embryonic neurons of RDB
malnourished animals were cultured over malnourished astrocytes, the neurite outgrowth was
similar to that observed in the control co-cultures where both neurons and astrocytes were obtained
from animals with adequate nutritional condition.

Neuronal plasticity and differentiation during brain development and maturity have been
negatively related to the concentration of CSPGs in the ECM (Snow and Letourneau, 1992). Such
molecules are the most abundant type of proteoglycans expressed in the mammalian central nervous
system. Compared to the control group, lower number of cells labeled for the chondroitin sulphate-4
was here detected in the mixed cultures of malnourished neonates after 10 days in vitro. This data at
early stages of neural development contrast with it was reported in 40-days old rats chronically
malnourished by 50% intake food during gestation and lactation periods (White and A, 1979).
According to this study, increased levels (2.5 times) of total chondroitin sulphate was detected in
brain homogenates of the malnourished animals while little variation in heparan sulphate content
was observed. Manojkumar and Kurup, also detected increased levels of most of the
glycosaminoglycans in brain homogenates of young rats fed with a protein deficient diet for 30 days
from weaning, in spite of an increased activity of catabolizing enzymes for these proteins
(Manojkumar and Kurup, 1998).
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During postnatal development, CSPGs progressively accumulate around soma and dendrites
of subtypes of neurons, contributing to the formation of the PNNs (Celio et al., 1998; Qing-long,
Qian and Xiao-hui, 2014). CSPGs mainly act as barrier molecules affecting axon growth, cell
migration and early plasticity but are also very important after axonal injury in the mature CNS and
for functional plasticity mechanisms such as long term potentiation (LTP) and long-term depression
(LTD) (Carulli et al., 2005; Rhodes and Fawcett, 2004; Siebert, Conta Steencken and Osterhout,
2014). In the present study, the lower number of cells expressing chondroitin sulphate-4 in mixed
cultures of malnourished group occurred simultaneously to a modified formation of PNNs.

In the control cultures, binding for Wisteria floribunda and Vicia villosa lectins were
detected in most of neurons and in some astrocytes. This labeling was characterized by a dense
PNN especially over the cell bodies. In cultures of malnourished group there is lower number of
cells labeled for both lectins and the labeling pattern was disorganized or fragmented around the
cell bodies. The cellular repercussion of maternal malnutrition on the expression of brain ECM
components and PNN formation have not been yet investigated. Recent evidence from our lab has
shown morphological phenotype plasticity of embryonic neurons of RBD malnourished animals
when they are co-cultured with astrocytes of well-nourished animals. Morphometric analysis of
these cells showed a significant lower axonal length while higher number of dendrites emerging of
the neuronal soma was detected (Pimentel et al., data not published). Although the mechanisms
involved in these changes are not yet completely understood, it is possible speculate that ECM
modifications detected here could have some influence in the neuronal phenotypic plasticity
recently observed in our co-cultures (Pimentel et al. data not published). A lower expression of the
chondroitin sulphate-4 and PNNs formation could favor a higher neuronal dendritic complexity as
was recently demonstrated in vitro using chondroitinase (Matthews, 2012).

Altogether, the present findings suggest that a severe maternal malnutrition induced by a
multinutrient deficiency modifies the ability of astrocytes and neurons to develop an adequate ECM
during early stages of brain maturation. It is not clear at this moment whether these changes are a
consequence of a delayed stage of brain development. Future studies will be done in order to
address this question, especially taken into account that malnutrition early in life can induce
permanent effects on the brain plasticity and maturation (Prado and Dewey, 2014).
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6. CONCLUSOES

O presente teve como principal objetivo analisar as repercussbes de uma desnutricdo
multifatorial sobre componentes da matriz extracelular do cortex cerebral, bem como sobre
componentes das redes perineuronais, considerando que 0s mesmos estdo relacionados aos

processos de proliferacdo e diferenciacdo de astrocitos e neurdnios.

A andlise de neur6nios e astrocitos mantidos em cultura indicam alteragdes morfoldgicas e
funcionais em astrocitos provenientes de neonatos cujas mdaes foram submetidas @ uma dieta
multideficiente 30 dias antes e durante o periodo de gestacdo. A analise do crescimento neuritico e
da arborizacdo dendritica de neurdnios sobre astrdcitos, sendo ambos oriundos de animais com
diferentes condigdes nutricionais, mostrou respostas adaptativas em relagdo ao crescimento
neuronal. No entanto, modificacbes na ramificacdo neuritica e na complexidade destes
prolongamentos foram observadas quando os neurbnios foram cultivados sobre astrdcitos

provenientes de maes com diferente status nutricional.

Os resultados obtidos indicam que os niveis proteicos de fibronectina nos astrocitos nédo
foram afetados pela condicéo nutricional materna, em comparagdo ao grupo controle. Considerando
a importancia da fibronectina, produzida pelos astrécitos, sobre o crescimento dendritico e axonal
dos neurénios, os resultados ora obtidos parecem ser coerentes com 0s dados obtidos nas co-
culturas de neurénios desnutridos sobre astrocitos desnutridos, as quais ndo apresentaram diferencas
no crescimento neuritico quando comparados as co-culturas de neurbnios e astrocitos

normonutridos.

Por outro lado, os dados preliminares da distribuicdo das redes perineuronais nas culturas
mistas mostrando uma menor expressao das mesmas nas culturas de animais desnutridos sugere um
atraso na formacdo das redes perineuronais nos animais desnutridos quando comparado ao
observado nas culturas de animais controle. As culturas mistas analisadas correspondem a um
cortex cerebral aos 13 dias de vida p6s-natal, periodo no qual os componentes das redes ainda estdo

sendo sintetizados pelos astrocitos e neurdnios em sua totalidade.

E necessério salientar o fato de que neurdnios e astrocitos podem ser afetados de modo
distinto em situacgdes de desnutri¢do ou outros insultos ambientais. Esse fato pode ser exemplificado
no presente trabalho, onde astrocitos foram influenciados pela desnutrigdo multifatorial severa
apresentando alteragdes na expressdo de seus filamentos intermediérios, contudo sem demonstrar

modificagOes na sua producdo de fibronectina para a matriz extracelular. Enquanto os neurdnios,
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apesar de ndo terem sua complexidade e arborizacdo dendritica influenciadas pelo mesmo insulto
nutricional, ndo foram capazes de produzir e/ou expressar 0s componentes das redes perineuronais

como 0s neurdnios do grupo controle.
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Resumo

Deficiéncia crénica em acido docosahexaendico (DHA) induz neurodegeneracao no sistema nigro-
estriatal de ratos. Para investigar se atividade microglial contribui para este efeito, o presente estudo
analisou alteracdes fenotipicas indicativas de seu estado reativo na substantia nigra. Ratos foram
mantidos a partir da concepcdo em dietas contendo niveis adequados ou deficientes em acido alfa-
linolenico e analisados na idade adulta. Os resultados evidenciaram alteracbes morfologicas e
marcagédo para a lectina obtida do Lycopersicum esculentum na microglia do grupo deficiente em
DHA em comparacdo ao controle. Os achados sugerem que reatividade microglial pode contribuir

para a neurodegeneracao induzida pela deficiéncia em DHA na substantia nigra.

Abstract

Chronic docosahexanoic acid (DHA) deficiency induces neurodegeneration in the rat nigrostriatal
system. To investigate whether microglia activity in the substantia nigra contributes to this effect,
this study analyzed phenotypic changes indicative of their reactive state. Rats were raised from
conception in diets containing adequate or deficient levels of alfa-linolenic acid and analyzed in
adulthood. The results showed morphological changes and labeling with lectin obtained from
Lycopersicum esculentum in the microglia of deficient group in comparison to the control. The
findings suggest that microglial reactivity can contribute to substantia nigra neurodegeneration

induced by DHA deficiency.

Introducéo

O écido graxo polinsaturado docosahexaenoico (DHA) da familia 6mega-3 e seus metabdlitos
desempenham funcBes essenciais durante o desenvolvimento do sistema nervoso (Innis, 2007).
Além de constituinte estrutural das membranas, atua como sinalizador de eventos moleculares
capazes de modular mecanismos epigenéticos (Goustard-Langelier et al., 2013), interagdes intra e
inter-celulares e a transcricdo génica (Yavin, 2006). Niveis balanceados de DHA e do acido
araquidénico (AA) da familia dmega-6, sdo necessarios ao adequado metabolismo cerebral, em
parte pelas acOes opostas que estes podem exercer sobre mecanismos inflamatorios (Schimidtz et
al., 2008) envolvidos em algumas doencas degenerativas (Bousquet et al., 2011). Na doenca de
Parkinson, por exemplo, a neurodegeneracdo da substantia nigra (SN) tem sido associada, dentre

outros fatores, ao estado inflamatdrio decorrente da reatividade microglial (Croisier et al., 2005;
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Sanchez-Guajardo et al., 2013). Neste contexto a suplementacdo dietética do DHA tem sido
indicada como uma alternativa nutracéutica por aumentar a sintese de eicosandides anti-
inflamatorios (Calder, 2012) e por exercer acOes inibitorias sobre a expressdo de fatores de
transcricdo génica envolvidos na sintese de citocinas pro-inflamatérias (Ji et al, 2012).

Evidéncias recentes indicam que desequilibrio nos niveis de dmega-3 e 6 na dieta materna
induzem reatividade microglial no estriado (Kuperstein et al., 2008; razao ®w6/m3=173) e alteram
fendtipo e motilidade da microglia no hipocampo, durante o aleitamento(Madore et al., 2014; razdo
®6/®w3=280). Tais resultados, no entanto, ndo refletem apenas o efeito de uma deficiéncia de DHA
uma vez que niveis de AA foram aumentados. Utilizando um modelo de restricdo dietética cronica
em &cidos graxos essenciais, capaz de induzir deplecdo de DHA (~65%) sem afetar o AA
encefalico, evidenciamos neurodegeneracdo na substantia nigra (SN) associada a elevados niveis de
Oxido nitrico e lipoperoxidacdo, além de redugdo na expressdo de BDNF em animais adultos
(Cardoso et al., 2012, 2013).

Neste estudo, considerando as evidéncias de modulacdo do DHA na sinalizacdo
neuroinflamatdria, hipotetizamos que a deficiéncia em DHA per se, na auséncia de elevados niveis
de AA induz reatividade fenotipica na microglia da SN como um dos mecanismos envolvidos na

neurodegeneracao observada neste nicleo (Cardoso et al., 2013).

Métodos utilizados

Ratos Wistar foram subdivididos em dois grupos de acordo com as dietas, as quais diferiram quanto
a composicdo adequada (controle) ou reduzida (deficiente) em é&cidos linoleico e alfa-linolénico
(Cardoso et al., 2013). Tal dieta foi mantida por duas geracdes e 0s encéfalos de animais machos
(90-100 dias) da segunda geracdo foram analisados. Apds perfusdo transcardiaca dos animais,
seccOes parassagitais (45 um) dos encéfalos foram obtidas em criostato (Leica). Para visualizagdo
da microglia foram utilizados o anticorpo monoclonal anti-IBA-1 feito em coelho (Wako Chemical)
e a lectina do tomate Lycopersicum esculentum (Sigma-Aldrich) sendo a imunomarcacdo obtida
pelo complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Labs) e o cromdgeno diaminobenzidina. Analise
do fendtipo morfologico da microglia foi realizada nos limites citoarquitetdnicos de 3 seccOes
parassagitais ao nivel medial da SN de 3 animais por grupo. Imagens digitalizadas foram obtidas
(microscépio Nikon DS-Fil; objetiva 100x/1.25) e o programa Image J, 1.45s, NIH, USA utilizado

para analise morfométrica.
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Resultados

O painel apresentado na figura 1 ilustra imagens de regides da SN de 2 animais representativos
dos grupos controle ou deficiente em 6mega-3. Em ambos os grupos as células da microglia
imunorreativas a proteina IBA-1, encontram-se uniformemente distribuidas ao longo deste nucleo .
Porém, é possivel detectar que no grupo deficiente varias células da microglia apresentam uma
imunorreatividade mais intensa caracterizada pelo espessamento do corpo celular e
prolongamentos, (Fig 1C e 1D) quando comparadas as observadas no grupo controle (Fig 1A e 1B).
Anédlise quantitativa de parametros morfométricos realizada ao nivel medial da SN evidenciou um
aumento significativo (p< 0.0001; Mann Whitney test) na area do soma (mediana 62.12 um?;
min=24.16; max=125.33) e na forma elipsoidal dada pela diferenca entre o diametro maximo e
minimo (mediana 5.281 pm; min=1.03; Max=8.51) da microglia do grupo deficiente (n=318)
comparado ao grupo controle (medianas 44.27 pm? [17.63-86.50 um?] e 3.92 um [1.06-8.70 um]
n=300).

Além das alteracdes morfologicas observadas nas células do grupo deficiente foi também
detectada imunomarcacéo para a lectina do tomate Lycopersicum esculentum, que detecta microglia
em diferentes estagios de reatividade e neuroinflamacgdo (Pelaez et al., 1999; Borner et. al., 2011).
As figuras 1E e 1F ilustram respectivamente, imagens representativas da SN de animais dos dois
grupos, evidenciando marcacdo da lectina em vasos, no grupo controle e em vasos e células da

microglia no grupo deficiente em DHA.

Discussdo e Conclusdes gerais

Modificacdes na forma e dimensdo do corpo celular da microglia tém sido correlacionadas
com os diferentes estagios de atividade que a mesma apresenta em condicbes de neuroinflamacao
(Torres-Platas et al., 2014). Neste estudo evidenciamos que uma deficiéncia especifica em DHA,
sem elevacdo dos niveis de AA, € capaz de promover alteracGes fenotipicas na microglia da SN
indicativas de um estado reativo. Os resultados reforcam a ideia de um efeito modulatério do DHA
sobre a funcdo da microglia (Ji et al., 2012; Pettit et al.,2013) e enfatizam a importancia do aporte

adequado deste acido graxo para minimizar condi¢Ges neurodegenerativas.
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Figura 1: Alteracdes fenotipicas induzidas pela deficiéncia em DHA na microglia da substantia
nigra, evidenciada pela imunorreatividade a proteina IBA-1(A e B no grupo controle) (C e D no
grupo deficiente) e a lectina do tomate Lycopersicum esculentum (E, controle e F, deficiente).
Observar alteracdes na dimensédo e forma do corpo e prolongamentos celulares. Setas brancas em E

e F indicam marcacdo de vasos e setas pretas marcacdo de microglia reativa. Escala = 10 pm.
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Abstract

Glioblastoma (grade V) is the most aggressive and infiltrating tumor of the central nervous system,
showing a variety of mutations as well as high degree of vascularity, cell polymorphism and nuclear
atypia. Unfortunately quick diagnose and full resection of brain tumors during neurosurgery are
difficult and new alternatives are being investigated specially those involving fluorescent
nanoparticles. In the present work, it was hypothesized that aqueous colloidal cadmium telluride
(CdTe) quantum dots conjugated to anti-glial fibrillar acidic protein (GFAP) are suitable to be used
as a new in vivo targeting and imaging method when injected for a short period into U87
glioblastoma tumor type xenotransplanted into male swiss mice brain. We have synthesized and
optimized anti-GFAP conjugated red-emitting CdTe QDs to label also U87 tumor cell line in vitro
and tested their ability to be incorporated in healthy cerebral cortex astrocyte primary cultures.
CdTe QDs viability was evaluated using MTT assay applied to U87 cells. The tumor growth into
the brain parenchyma was visualized by the hematoxylin and eosin staining using brain tissue
sections and the uptake of CdTe QDs conjugated to anti-GFAP by the U87 human tumor cell line
was visualized by fluorescence microscopy. The results showed aqueous colloidal CdTe QDs were
easily taken up by primary astrocytes as well as U87 cells in vitro. The viability of U87 cells treated
with washed CdTe QDs for 1h was only 20% lower compared to control condition. Double-labeling
for Vimentin and GFAP-conjugated CdTe QDs showed the ability of these nanoparticles to
efficiently label the U87 tumor in vivo 20 min after its injection. Results reported here provide new
perspectives for using aqueous colloidal CdTe QDs for a quick glioblastoma detection in animal

model, suggesting a future potential application in imaging-guided surgery.
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Oficio n°® 564/13

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof® Belmira Lara da Silveira Andrade Costa
Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Fisiologia e Farmacologia

Processo n° 23076.056375/2012-98

Os membros da Comissé&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Pode a Ma-nutricio Severa Multifatorial
Comprometer a Composicio da Matriz Extracelular do Cértex Cerebral de Ratos
Neonatos? ”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia/UFPE. Animais: ratos; Linhagem: Wistar; )
Idade: progenitores e neonatos de 0 a 3 dias; Peso: 250- Atenciosamente,

300g(adultos) e aproximadamente 7g (neonatos); sexo:
machos e fémeas; n° total de animais: 178 ratos. " g &%/
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