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Resumo

Lopez, Fernando Alvez. Efeito do composto 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-
(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona em parametros neuroinflamatérios em cultura
primaria de astrocitos de ratos expostas ao lipolissacarideo. 2021. N° 81f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccéao. Universidade Federal de Pelotas.

Os astrocitos possuem multiplos papéis importantes associados com a fisiologia do
encéfalo. Entretanto, dependendo do estimulo, os astrocitos podem exacerbar as
reacoes inflamatérias levando ao desenvolvimento e a progressao de doencas
neurolégicas. Nessa linha, terapias com os astrécitos como alvo representam uma
area promissora no desenvolvimento de novos farmacos para o0 encéfalo.
Tiazolidinonas sdo compostos heterociclicos que possuem um atomo de nitrogénio e
de enxofre e um grupo carbonina no anel e representam uma classe de compostos de
grande interesse cientifico devido as suas propriedades farmacoldgicas. O objetivo
deste estudo foi o de investigar o efeito glioprotetor do composto 3(3-
(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27), na proliferagéo celular
e morfologia, em parametros de estresse oxidativo, atividade das enzimas
ectonucleotidases e acetilcolinesterase (AChE), e niveis de interleucina 6 (IL-6), em
cultivo priméario de astrécitos submetidos a um modelo de neuroinflamacéo induzido
por lipopolisacarideo (LPS). O cultivo de astrocitos foi submetido a LPS (10 ug/ml) por
3h e subsequentemente tratados com o composto DS27 por 24 e 48h (nas faixa de
concentragdo de 10-100 pM). O LPS induziu um aumento na proliferacéo celular,
atividade da AChE, niveis de IL-6, danos oxidativos e um aumento na hidrdlise de ATP
e ADP e reducao na hidrélise ADP no cultivo primario de astrécitos de ratos. Nossos
achados demonstraram que o DS27 é capaz de modular a sinalizagdo purinérgica e
colinérgica, o status redox e de citocinas pré-inflamatoérias nos danos induzidos por
LPS em astrécitos. Esses efeitos glioprotetivos do composto DS27 podem ser muito
importantes para melhorar a neuroinflamacgéo, que é associadas com doencas no
enceéfalo.

Palavras-Chave: Tiazolidinonas, astrocitos, estresse oxidativo,
neuroinflamacgéao, acetilcolinesterase, ectonucleotidases, interleucina 6.



Abstract

Lopez, Fernando Alvez. Efect of the 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one  compound on neuroinflammatory
parameters in rat astrocyte primary culture exposed to lipopolyssacharide. 2021.
N° 81p. Dissertation (Master Degree) — Post-Graduation Program in Biochemistry and
Bioprospecting. Federal University of Pelotas.

Astrocytes have multiple important roles associated with brain physiology. However,
depending of the stimuli, astrocyte may exacerbate inflammatory reactions leading to
developmental and progression of neurological diseases. In this line, therapies
targeting astrocytes represent a promising area to development of new brain drugs.
Thiazolidinones are heterocyclic compounds that have a sulphur and nitrogen atom
and a carbonyl group in the ring and represent a class of compounds of great scientific
interest due to their pharmacological properties. The aim of this study was to
investigate the glioprotective effect the compound 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-
(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27) in cell proliferation and morphology, oxidative
stress  parameters, activity of the enzymes ectonucleotidases and
acetylcholinesterase (AChE) and interleukin 6 (IL-6) levels in primary astrocytes
culture submitted to a model of neuroinflammation induced by lipopolysaccharide
(LPS). The astrocytes culture was exposed to LPS (10 ug/ml) for 3 h and subsequently
treated with compound DS27 for 24 and 48 h (concentrations ranging to 10-100 pM).
LPS induced an increase in astrocytes proliferation, AChE activity, IL-6 levels,
oxidative damage, and an increase in ATP and ADP and reduction in AMP hydrolysis
in rat primary astrocytes cultures. DS27 treatment was effective in to protect these
alterations induced by LPS in astrocytes cells. Our findings demonstrated that DS27 is
able to modulate cholinergic and purinergic signaling, redox status and pro-
inflammatory cytokines in LPS induced astrocyte damage. These glioprotective effects
of DS27 compound may be very important to improve neuroinflammation, which is
associated with many brain diseases.

Keywords: Thiazolidinones, astrocytes, oxidative stress, neuroinflammation,
acetylcholinesterase, Ectonucleotidases, interleukin 6.
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1. Introducéo

A neuroinflamacdo pode ser definida como uma reacdo imune no sistema
nervoso central (SNC), que envolve a reatividade de células gliais, como a microglia
e 0s astrécitos, sendo mediada por fatores pré-inflamatérios como citocinas e
espécies reativas de oxigénio (ERO) (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016;
RANSOHOFF, 2016).

Os astrécitos ganham destaque nesse contexto, uma vez que séo células gliais
com papéis fisiologicos de manutencdo da homeostasia do SNC e, para isso,
secretam citocinas, como o fator de necrose tumoral a (TNFa) e interleucina 6 (IL-6),
permitindo o estabelecimento de uma comunicacdo bidirecional com as demais
células residentes do SNC (VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018). Por meio das
citocinas, os astricitos e microglia modulam a resposta inflamatoria, sendo que a
microglia pode induzir os astrécitos a uma reatividade com perfil neurotéxico
(LIDDELOW et al.,, 2017). Ademais, os oligodendrocitos podem ser induzidos a
apoptose ou ter células progenitoras recrutadas por astrécitos, enquanto neurdnios
sdo levados a morte por 6xido nitrico (NO) produzido em excesso por astrocitos
reativos e a migracdo de células de defesa periféricas sdo coordenadas por
qguimiocinas secretadas por astrocitos (LINNERBAUER; WHEELER; QUINTANA,
2020).

A producéo de ERO, que possui papel importante na fisiologia celular, havendo
deplecao das defesas antioxidantes, leva ao estresse oxidativo. No estado de estresse
oxidativo, ocorre a producao de citocinas pré-inflamatérias, TNFa, que podem ativar
os astrécitos, promovendo a neuroinflamac&o. Ndo obstante, o estresse oxidativo esta
relacionado a doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer (DA), doenca
de Parkinson (DP) e esclerose multipla (EM) e, portanto, o estresse oxidativo € um

parametro importante em estudos de neuroinflamacéao (DI MEO et al., 2016).

Nos estudos de neuroinflamacdo, uma molécula imunogénica presente na
parede celular de bactérias gram-positivas, denominado lipopolissacarideo (LPS), é
utilizada como indutor de inflamacdo e reatividade celular, agindo em receptores
especificos nas células, permitindo estudar o comportamento das células do SNC
frente a um insulto (BATISTA et al., 2019). As doencas neurodegenerativas, que

apresentam essencialmente as caracteristicas de serem irreversiveis e progressivas,
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tém tido a neuroinflamacao ligada a danos no trato gastrointestinal, que permitem a
introducdo de lipopolissacarideos na corrente sanguinea e a sua consequente
presenca no tecido do SNC, bem como as agbes de astrocitos reativos, que
contribuem a neuroinflamagéao por secregdo de TNFa e glutamato, intensificando a
neuroinflamacéo e contribuindo na progressdo de doencas como a DA, DP e EM
(ASADZADEH MANJILI; YOUSEFI-AHMADIPOUR; KAZEMI ARABABADI, 2020;
BAIZABAL-CARVALLO; ALONSO-JUAREZ, 2020; ILLES; VERKHRATSKY, 2016;
MOMTAZMANESH; PERRY; REZAEI, 2020; QIAN et al., 2021).

Também diretamente envolvido na neuroinflamacao, o sistema purinérgico, por
meio dos nucleotideos e nucleosideos de adenina e seus receptores, agem como um
meio de comunicacao bidirecional entre as células residentes no SNC, coordenando
desde o0 desenvolvimento tecidual a ativacdo de células importantes na
neuroinflamacdo como os astrocitos (BURNSTOCK et al., 2011; OLIVEIRA; ILLES;
ULRICH, 2016). Além disso, a ativacdo desses receptores esta relacionada com a
neuroinflamacéo por mediar a secrecdo de citocinas de astrécitos reativos (ILLES;
VERKHRATSKY, 2016). Por isso, esse sistema se tornou um alvo farmacoldgico,
requerendo a prospeccdo de compostos que atuem nesse alvo (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006).

A acetilcolina (ACh), além de ser um neurotransmissor importante no controle
motor, atua como um agente anti-inflamatério, modulando o sistema imune,
diminuindo a expressdo de citocinas pré-inflamatérias como o TNFa e IL-6 em
astrocitos por meio do seu receptor nicotinico a7, que se tornou chave na via anti-
inflamatoria da acetilcolina (LU, J.; WU, 2021; PATEL et al., 2017). Entretanto, devido
a acao da enzima acetilcolinesterase (AChE), expressa por diversas células, a ACh é
hidrolisada em milisegundos e tem seu tempo de acdo drasticamente reduzido
(SILMAN; SUSSMAN, 2005). A fim de aproveitar as ag¢des anti-inflamatérias da ACh,
torna-se interessante a prospecc¢do de compostos que inibam a AChE e apresentem
acdo em diversos alvos, uma vez que esses inibidores tém sido utilizados na clinica
na DA, obtendo resultados positivos na cognicdo, embora ainda muito limitados por
outros fatores da doenca (HUSNA IBRAHIM et al., 2020).

As tiazolidinonas apresentam um motivo farmacoféro de anel heterociclico
contendo nitrogénio e enxofre, apresentando diversas atividades biologicas de acordo

com os substituintes e ja estando presente em medicamentos (KAUR MANJAL et al.,
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2017; NIRWAN; CHAHAL; KAKKAR, 2019), e recentemente, alguns compostos
sintetizados apresentaram atividade como inibidores de AChE e protegendo contra o
estresse oxidativo, em modelos in vitro e in vivo, revelando um potencial como
compostos com potencial multi-alvo (DA SILVA et al., 2020, 2021), e tornando-se

promissores candidatos a farmacos do SNC.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da tiazolidin-4-ona,
3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27) sobre parametros
de proliferacdo e morfologia celular, status redox, niveis de IL-6 e na atividade da
AChE a nas enzimas do sistema purinérgico, em cultivo primario de astrdcitos de ratos

submetidos a um modelo in vitro de neuroinflamagé&o induzido por LPS.



2. Objetivo
2.1. Objetivo Geral
- Investigar o potencial glioprotetor da DS27 em cultura primaria de astrécitos
de ratos submetidos a um modelo in vitro de neuroinflamacao induzido por LPS.
2.2. Objetivos Especificos
- Avaliar o efeito da DS27 sobre a proliferacédo astrocitaria e sobre alteracdes

morfologicas induzidas pela exposicdo ao LPS;

- Analisar o potencial protetor da DS27 sobre as alterag6es na hidrolise de ATP,
ADP e AMP em astrocitos expostos ao LPS;

- Investigar a acdo antiacetilcolinesterdsica da DS27 em astrocitos apoés
exposicao ao LPS.

- Avaliar o efeito da DS27 sobre os marcadores de danos oxidativo, bem como
sobre a atividade de enzimas antioxidantes em cultura priméaria de astrocitos expostos
ao LPS.

- Analisar os efeitos da DS27 nos niveis da citocina pré-inflamatéria IL-6 em

cultura primaria de astrécitos expostos ao LPS.



3. Reviséo Bibliografica
3.1. Tiazolidinonas

As tiazolidinonas sdo compostos quimicos cujo motivo principal € um anel
heterociclico contendo um atomo de enxofre, na posi¢cao 1, um &tomo de nitrogénio,
na posicao 3, e um grupo carbonila em qualquer uma das demais posi¢coes (FIGURA
1). As propriedades fisicas destes compostos variam de sélido a liquido, de solluveis
a insolaveis em agua, de acordo com os substituintes presentes (NIRWAN; CHAHAL,;
KAKKAR, 2019). Devido a possibilidade de substituicdo nas posi¢oes 2, 3 e 5, diversas
atividades biologicas sdo obtidas e, incluso, o anel tiazolidinico est4 presente em
medicamentos como a pioglitazona, um agente hipoglicemiante (FIGURA 1) (KAUR
MANJAL et al., 2017).

Esse anel tiazolidinico, motivo farmacoforo, € de grande potencial ao
desenvolvimento de compostos para tratamento de diversas doencas — sejam
cronicas ou infecciosas. Diversos derivados de tiazolidin-4-onas, principalmente
hibridos de tizolidin-4-ona com cumarina, sdo estudados objetivando uma atividade
antibacteriana contra o bacilo causador da tuberculose — doenga com incidéncia de
milhdes de pessoas ao ano — apresentando resultados promissores (TROTSKO,
2021). Na acdo antiparasitaria, outro estudo avaliou derivados de tiazolidin-4-onas
diclorinadas contra o causador da doenca de chagas, Trypanosoma cruzi, relatando
alguns compostos com acgao antiparasitaria superior ao benzinidazol, medicamento
utilizado no tratamento da doenca (BEZERRA DE OLIVEIRA FILHO et al., 2021).

Para prospectar novo composto para o tratamento de diabetes (PIRES
MENDES et al., 2021), realizaram a hibridizacdo molecular de glibenclamida com
pioglitazona, relatando, por um dos hibridos produzidos, acfes positivas na
homeostasia glicolitica, aumentando a sensibilidade a insulina em animais. Em outro
estudo, com fibroblastos de camundongos, derivados tiazolidinicos foram comparados
a pioglitazona e rosiglitazona, onde um dos derivados apresentou resultado promissor
(SZYCHOWSKI et al., 2021).

Nos papeis anticancer, (AFIFI et al.,, 2019) hibridizaram derivados de
compostos purinicos com o motivo tiazolidinona visando obter potenciais inibidores da
isoforma 15 da enzima lipoxigenase (LOX-15), cujos metabdlitos estdo associados a

algumas linhagens de cancer, relatando alguns com boa inibicdo de LOX in vitro. Em
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outro estudo, a hibridizacdo dos motivos tiazolidin-4-ona com indol produziu um
derivado que afetou negativamente a polimerizacdo de tubulina e apresentou
atividade anti-proliferativa in vitro em linhagens de cancer de célon, pulmonar e de
mama (SIGALAPALLI et al., 2019).

O grande potencial do grupo farmacoféro das tiazolidin-4-onas também
despertou a atencdo do nosso grupo de pesquisa. O potencial antiglioma de derivados
piperidinicos de tiazolidin-4-onas foram avaliados em modelo in vitro e in vivo de
glioblastoma multiforme, revelando um composto promissor (DA SILVEIRA et al.,
2017). A seguir, o uso de nanoencapsulacdo de um derivado piperidinico de tiazolidin-
4-ona em modelos in vitro de glioblastoma e toxicidade in vivo demonstrando n&o

causar toxicidade e ser efetivo contra células tumorais (DA SILVEIRA et al., 2019).

Outras tiazolidin-4-onas foram sintetizadas, apresentando baixa toxicidade em
astrocitos in vitro (DA SILVA et al., 2016). Desses compostos, um derivado piperidinico
apresentou efeitos antioxidante, anti-inflamatorio e de inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) (DA SILVA et al., 2021). Em particular, dois derivados piperidinicos e um
derivado dietilamino destacaram-se na inibicdo da AChE em ratos e estudo de docking
revelou similaridades com o medicamento donapezila (DA SILVA et al., 2020). O
derivado dietilamino avaliado era o] 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-

(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27) o qual foi avaliado no presente estudo.
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Figura 1 — Estruturas do nucleo das tiazolidinonas (substituicdo por cetona em 2, 4 e/ou 5

omitidas) destacando a numeracao dos atomos (1), do medicamento pioglitazona (2), e do composto
DS27 (3).
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3.2. Astrocitos

Inicialmente descrita apenas como uma massa ou cola para 0s neurénios — 0
termo glia, do grego, refere-se a massa ou goma — essas células vieram ganhando
importancia no contexto fisiolégico do sistema nervoso central (SNC). Astrocitos sao
células neurogliais residentes no SNC, originados a partir da glia radial, de células
NG2 e de astrocitos diferenciados durante a embriogénese, embora o periodo pos-
natal seja no qual a maioria da populagéo astrocitaria de todo o SNC se desenvolva
(VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).

Em adultos, os astrocitos estdo presentes tanto na massa branca quanto na
massa cinzenta, incluso ao longo das camadas do coOrtex cerebral. Apesar de
apresentarem, em humanos, diversas formas, cada astrécito emite inUmeras
projecdes cujas terminacdes compde estruturas deveras importantes da anatomia do
SNC como (1) a barreira cérebro-sangue, onde vasos sanguineos sao recobertos por
pés-terminais astrocitarios; (2) a unidade neurovascular, onde o astrocito porta-se
como mediador entre a circulacdo sanguinea e a atividade neuronal; e (3) a sinapse
tripartite, formada entre neurénio pré- e pos-sinaptico, onde a fenda sinaptica é
recoberta pelas projecfes astrociticas e estima-se que cada astrocito, em humanos,
possa recobrir até dois milhdes de sinapses (OBERHEIM et al., 2009;
VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).

Embora a propria presenca dos astrécitos na anatomia do encéfalo
evidentemente reflita um papel importante dessa célula glial na fisiologia do tecido, as
caracteristicas celulares dos astrocitos e sua inter-relagdo com neurdnios, assim como
as demais células, é que expde a sua centralidade na manutencdo da homeostasia e
desenvolvimento do SNC (ABBINK et al., 2019).

O consumo de energia produzida via metabolismo corporal pelo SNC é enorme:
cerca de 25% da glicose consumida diariamente, assim como 20% do oxigénio, é
utilizada pelo SNC, o que, para um cérebro de 1,4 Kg equivale a aproximadamente 91
g de glicose e 75 litros de oxigénio (BELANGER; ALLAMAN: MAGISTRETTI, 2011;
DIENEL, 2019). Isso é necessario em vista de que a propria manutencdo de um
neurdnio em repouso é custosa, cerca de 342:10% ATP-s/célula, versus 102-10°
ATP-sY/célula consumidos por um astrécito também em repouso (ATTWELL;
LAUGHLIN, 2001).
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Esse alto consumo de energia se traduziria em metabolismo glicolitico e do
ciclo de Krebs intenso em ambas as células, o que néo foi corroborado em razéo de
certas peculiaridades bioguimicas tanto de astrécitos quanto de neurbnios. Por
exemplo, devido a estabilizacdo da enzima 6-fosfofruto-2-cinase/frutose-2,6-
bifosfatase 3 (PFKFB3, do inglés 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 3), que regula positivamente a glicélise por ativacdo da 6-
fosfofrutocinase-1 (PKF1, do inglés 6-phosphofructokinase) os astrécitos séo
produtores notaveis de lactato, que é liberado ao meio extracelular e ficam a
disposicéo de neurbnios (BARROS et al., 2021).

Em neurénios, a enzima PFKFB3 é degrada, causando a regulacdo negativa
da via glicolitica e permite que neurdnios protejam-se de danos oxidativos por inducao
da via das pentoses fosfato — via responsavel pela producdo de NADPH, nucleotideo
utilizado na regeneracao das defesas antioxidantes ndo enzimaticas — utilizando-se
do lactato secretado por astrocitos (HERRERO-MENDEZ et al., 2009). Outro fator €
que o metabolismo glicolitico intenso leva a formacdo de metilglioxal, um composto
gue leva a modificacdo de proteinas, RNA e DNA por glicacéo, que é detoxificado por
meio de glioxalaseses e com consumo de glutationa, sendo altamente expressas em
astrocitos e pouco em neurbnios (COBLEY; FIORELLO; BAILEY, 2018;
MAGISTRETTI; ALLAMAN, 2015). Portanto, a inter-relagdo do metabolismo da
glicose entre astrécito-neurdnio apresenta-se como um dos contribuintes do papel
neuroprotetor dos astrécitos — onde o neurdnio permite-se poupar da face téxica de

uma glicolise acentuada compensando com o lactato astrocitario.

A reatividade astrocitaria modifica profundamente a morfologia e a fisiologia
celular e esse evento tem como chave o fator nuclear kB (NF-kB), ativado por diversos
fatores como fator de necrose tumoral a (TNFa), espécies reativas de oxigénio (ERO)
e receptores do tipo toll (TLR). Esse processo desencadeia liberacdo de citocinas que
servem de comunicacdo entre astrocitos e microglia, potencializando a reatividade
dessas células. Neur6nios também sédo afetados pela reatividade astrocitaria por meio
da alteracédo da recaptacédo astrocitaria e neuronal de neurotransmissores, bem como
da liberacdo de oxido nitrico (NO) que, em excesso, é neurotoxico (LINNERBAUER,;
WHEELER; QUINTANA, 2020).
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3.3. Lipopolissacarideo

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo uma classe de glicolipideos de membrana
que recobrem a maioria da superficie de bactérias gram-negativas. Esses
glicolipideos constituem-se de uma porcédo lipidica, denominado lipideo A, que é
glicosilada por uma sequéncia curta de oligossacarideos nomeados de nucleo OS.
Ainda, o nucleo OS é glicosilado por uma cadeia longa polissacaridica de residuos
repetidos, denominado antigeno O, que apresenta uma Vvariabilidade nas suas
caracteristicas, que levam a formacao de inUmeros sorogrupos de antigeno O, que
caracterizam cepas bacterianas (WHITFIELD; WILLIAMS; KELLY, 2020). Assim como
sao variados os LPS, mais em funcdo do antigeno O do que pelo mais conservado
lipideo A, os seus efeitos bioldgicos variam, onde o LPS de uma cepa ou espécie
bacteriana pode apresentar variacdes na capacidade adjuvante, na pirogenia, na
toxicidade, na interacdo com receptores e proteinas do hospedeiro e na inducédo de
citocinas, dependendo tanto do lipideo A quanto do antigeno O. Nao obstante, na
pesquisa empregam-se comumente LPS de enterobactérias como a Escherichia coli
devido serem as primeira estudadas e ter a estrutura conhecida (CAROFF et al., 2002;
NETEA et al., 2002; SAMPATH, 2018).

O organismo hospedeiro reconhece o LPS, através de receptores de
reconhecimento de padrbdes (PRR, do inglés pattern recognition receptor), que fazem
parte do sistema imune inato, denominados receptores do tipo toll (TLR, do inglés Toll-
like receptors) e divididos de TLR1 a 10. Entretanto, os TRL3,7,8,9 séo intracelulares,
expressos em membranas endossomais, e reconhecem &cidos nucleicos; o TRL2,
presente na membrana plasmatica celular, forma dimeros com TLR1,6,10 e
reconhecem padrdes moleculares de bactérias gram-positvas e fungos; TRL5,
expresso na membrana plasmatica, € utilizado para reconhecer padrdes moleculares
do flagelo de bactérias; e o TLR4, expresso na membrana plasmatica, é o receptor
gue reconhece o LPS (PAUL-CLARK et al., 2012).

Apos o TRL4 reconhecer o LPS, ele se oligomeriza e recruta cinco proteinas:
(1) a proteina gene 88 de resposta primaria de diferenciagcdo mieloide (MyD88, do
inglés myeloid differentiation primary response); (2) proteina adaptadora contida no
receptor toll-interleucina-1 (TIRAP, do inglés Toll-interleukin-1 receptor domain-
containing adaptor protein); (3) o adaptador indutor de IFN-B contido no receptor toll-
interleucina-1 (TRIF, do inglés Toll-interleukin-1 receptor domain-containing adaptor
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inducing IFN-B); (4) molécula adaptadora TRIF-relacionada (TRAM, do inglés TRIF-
related adaptor molecule); e (5) proteina contendo motivos estéril-a e HEAT-Armadillo
(SARM, do inglés sterile a and HEAT-Armadillo motifs-containing protein) (O’NEILL;
BOWIE, 2007). A transducgéo de sinal pelo receptor foi dividida em duas vias, uma
dependente de MyD88, ativando uma cascata que leva a translocacao de fator nuclear
kKB (NF-kB, do inglés nuclear factor-kB) e a producdo de citocinas, e outra via
independente de MyD88, que desencadeia a producéo de interferons (LU, Y. C.; YEH;
OHASHI, 2008).

O NF-kB é uma familia que compreende cinco proteinas que apresentam um
dominio que permite a dimerizagcdo entre as proteinas, a ligacdo ao DNA e ligacéo a
proteinas inibidoras de kB (IkB). Apés um estimulo, como o do LPS ao TLR4, a
ativagao de cinases que fosforilam as IkB resultam na liberagao de proteinas da NF-
KB, que se dimerizam e, ao translocar-se para o nucleo celular, ligam ao DNA
promovendo a expressao de inumeros genes envolvidos com a imunidade, inflamacéo
e proliferacdo celular. A dimerizacdo mais frequente e descrita € a da proteina RelA
(p65) com a proteina NF-kB1 (p50) — dimerizacdo chamada de NF-kB (CARLSEN et
al., 2004). O NF-«kB também tem um papel metabdlico. Em astrocitos, o NF-kB
aumenta o metabolismo glicolitico, glicogéniolitico e mitocondrial, além de diminuir a
expressdo do transportador de glicose 1 (GLUT1, do inglés Glucose transporter 1)
apos exposicdo ao LPS - possivelmente visando a diminuicdo da resposta
inflamatoria (ROBB et al., 2020).

A relacdo entre LPS-TRL4-NF-kB também é estudada no contexto da
neuroinflamacéo e doencas neurodegenerativas, pois a resposta celular de producéo
de citocinas ocorre tanto a nivel periférico quanto central. Ainda, a presenca de
fragmentos microbianos, como o LPS, de diversas espécies no tecido cerebral de
pacientes com DA, indicam uma ligagcdo entre a microbiota intestinal, o sistema
vascular periférico, o sistema nervoso periférico e o SNC (QIAN et al., 2021). Para a
DP, a mesma relagao, envolvendo a alteragcao da microbiota intestinal com indugao
de inflamacédo no SNC, incluso de indugéo da proteina a-sinucleina, caracteristica na
DP, foi revisado recentemente (BAIZABAL-CARVALLO; ALONSO-JUAREZ, 2020).

Em cultivo celular de astrécitos, o LPS induziu um aumento de expressao de
TNFa, interleucina 6 (IL-6) e interleucina 18 (IL-18) de modo dependente de

concentracéo e tempo de exposi¢cao ao LPS, com um pico em 4h para o TNFa e 6h



23

paralL-6 e IL-1B (RODGERS et al., 2020). Apds 24h de exposicao ao LPS, foi relatado
um aumento nos niveis de TNFa e IL-6, mitigados pela supresséo da via do NF-kB
(ROBB et al., 2020). A exposicdo a periodos maiores que 24h levaram a aumentos de
nitritos, H202 e glutamato no meio extracelular, sem, no entanto, alteragbes no
funcionamento do complexo | da cadeia respiratéria ou nos niveis de glutationa
(MCNAUGHT; JENNER, 2000). Em outros estudos, exposicdo a 24h de LPS
aumentaram a taxa de hidrolise de ATP, sem afetar a taxa de hidroise de ADP ou
AMP, embora a exposi¢cdo a TNFa tenha provocado aumentos na taxa de hidrolise
dos trés nucleotideos (BRISEVAC et al., 2012, 2013).

Por isso, o LPS é um bom modelo de neuroinflamacgéo que permite avaliar as
respostas desencadeadas por células reativas nas doencas neurodegenerativas,
mesmo via modelos in vitro, uma vez que astrocitos de roedores e de humanos
expressam o gene TLR4 - que reconhece o LPS e desencadeia respostas imunes, e,
dessa forma, pode-se estudar as alteragbes das células do SNC individualmente
(BATISTA et al., 2019; BOWMAN et al., 2003; ZHANG et al., 2016).

3.4. Estresse Oxidativo

3.4.1. Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais livres sdo espécies quimicas capazes de existirem
independentemente e que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados no(s)
orbital(ais). Ao coletivo de radicais livres deu-se 0 nome de espécies reativas de
oxigénio (ERO) — que inclui também diversas espécies ndo-radicalares, como
peroxido de hidrogénio (H202), o0zbnio (O3) e peréxidos organicos (ROOH)
(HALLIWELL, 2006).

Uma das principais fontes de ERO na célula €& a mitocondria,
especificadamente através da cadeia transportadora de elétrons (CTE), onde a
reducdo de O2 por um elétron forma o radical anion superoéxido (O2"), que apresenta
um elétron desemparelhado. Apesar dessa espécie néo ser tdo reativa quanto Oz ou
guanto a altamente reativa hidroxila (OH®) e de ser convertida por enzimas da
mitocondria a H202, a sua reagcdo com outras espécies — como o 0xido nitrico (NO) —
leva a formacgédo de outros ERO mais reativos (HALLIWELL, 2006; KOWALTOWSKI

et al., 2009). Embora didaticamente trate-se as mitocdndrias nas diversas células
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como sendo iguais, (LOPEZ-FABUEL et al., 2016) relataram que o complexo | da
cadeia transportadora de elétrons das mitocondrias astrocitarias tentem a nao
formarem supercomplexos com o complexo Il e que apresentam subunidades
proteicas no complexo | que facilitam o escape de elétrons para Oz, enquanto que o
contrario é visto em neurénios. Portanto, apesar de a formacdo de ERO ocorrer a
concentracdo de oxigénio normal a qual a célula esta exposta (STEPANOVA et al.,
2019), diferencas estruturais na cadeia transportadora de elétrons ditam
caracteristicas que fazem dos astrocitos maiores produtores de ERO de que

neurdnios.

A producédo de ERO tem diversos papeis bioldgicos importantes. Por exemplo,
em condi¢cbes de hipdxia ocorre diminuicdo dos complexos | e lll, acarretando em
aumento da producdo de O2™ e, consequentemente, H202 que ativam o fator 1-alfa
induzido por hipéxia (HIF1-a) e este mesmo fator induz a transcricao de subunidade
do complexo | alternativa, resolvendo o estado de hipéxia (COBLEY; FIORELLO;
BAILEY, 2018). Além disso, em astrocitos, niveis normais de ERO mitocondrial
promove a atividade do fator nuclear relacionado ao eritréide-2 fator 2 (NRF2, do
inglés nuclear factor erythroid 2-related factor 2), que possui como alvo o gene da
glutamato-cisteina ligase (GCL), enzima-chave na sintese de glutationa (GSH); ainda,
niveis normais de ERO em astrocitos reprime a expressao de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), enzima-chave da via das pentoses fosfato, desviando o
metabolismo astrocitario para a glicélise (VICENTE-GUTIERREZ et al., 2019).

Embora as ERO tenha um papel biol6gico, o0 seu excesso, somado a deplecao
dos mecanismos antioxidantes como a glutationa, causam estresse oxidativo, fator
gue tem sido estudado por sua presenca em doencas neurodegenerativas e na
neuroinflamacéo. Na DA, caracterizada por agregados de peptideo amiloide 3 (AB) e
de fibrilas de proteina tau, neurénios dos pacientes apresentam mitocondrias danificas
e tanto a AB quanto a proteina tau interferem na cadeia transportadora de elétrons
bem como induzem micréglia e astrocitos a reatividade e, uma vez ativados, ambas
células aumentam a producdo de ERO, ampliando os danos. Marcadamente,
astrocitos na DA encontram-se proximos a areas ricas em AP e fibrilas de proteina tau
e apresentam aumento de ERO com diminuigdo de GSH intracelular e diminuicao da
atividade de superoxido dismutase (SOD) (CARTER et al., 2019; FISCHER; MAIER,
2015; KIM, E. et al., 2020).
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Na DP, caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos da substancia
negra, a proteina a-sinucleina, componente dos corpos de Lewis, age inibindo o
complexo | da CTE. Da mesma forma, o composto 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), usado em modelos para a doenga, age inibindo o complexo
| da CTE — o que leva ao aumento da producdo de ERO mitocondrial — e promove
diminuicdo de SOD. Todavia, a regulacéo positiva do NF-kB na neuroinflamacéo leva
a um ciclo de expresséo de citocinas pré-inflamatérias, como a TNFa e IL-6 e aumento
de ERO. Enquanto que o envelhecimento é outro fator importante, uma vez que
pacientes com DP e idosos ambos apresentam mutacdes no DNA mitocondrial, a
prépria dopamina sofre autoxidacdo, produzindo ERO (FISCHER; MAIER, 2015;
KUMAR et al., 2012; RIZOR et al., 2019).

Na EM, doenca autoimune do SNC mais comum, resultante da desmielinizacao
de neurbnios do encéfalo, faz com que o requisito energético de ATP para a
manutencdo neuronal aumenta, refletindo no achado de maior contetdo mitocondrial
nas células neuronais, bem como a presenca de CTE disfuncional — levando a
aumento de ERO, como Oz e NO - provocando danos oxidativos que levam a
apoptose celular (ELLWARDT; ZIPP, 2014; ISLAM, 2017).

3.4.2. Nitritos

Oxido nitrico (NO) é uma espécie radicalar, possuindo um elétron
desemparelhado, sintetizada por enzimas da familia das NO sintases (NOS) a partir
da oxidacao da L-arginina, que se difunde facilmente por entre membranas celulares
e, embora pouco reativo, é capaz de autoxidar a nitrito (NO2) ou reagir com grupo tiol,
nitrosilando-o (HEINRICH et al., 2013; PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ,
2019). No encéfalo, NO possui diversas atividades fisioldgicas como vasodilatador,
regulador da liberacdo de citocinas durante a neuroinflamacéo e também age como
neurotransmissor em neurdnios glutamatérgicos (PICON-PAGES; GARCIA-
BUENDIA; MUNOZ, 2019).

A medicao dessa molécula in vivo € dificultada pela sua curta meia-vida, por
isso desenvolveram-se técnicas que medem espécies derivadas dele, como, por
exemplo, NO2 que pode ser produzido por autoxidagdo ou por enzimas. Uma forma

de medir nitritos € por método de griess que baseia-se na oxidacao de sulfonilamida
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por NO2 em meio acido e subsequente reacdo com N-(1-naftil)etiienodiamina
formando um produto colorido (MOLLER et al., 2019). Entretanto, o intermediario
formado na reacéo pode reagir com outras espécies de nitrogénio, como o nitrosénio,
e inclusive grupo tiol. Portanto, a interpretacao pode ser prejudicada em amostras com
alto conteudo tidlico e ela ndo permite considerar outras espécies derivadas do NO
(HOGG; ZIELONKA; KALYANARAMAN, 2017).

3.4.3. Tidis

O grupo lateral tiol (-SH), presente nos residuos de cisteina, aminoacido cujo
conteudo aumenta de acordo com uma maior complexidade do organismo, € um
reservatorio de poder redutor na célula, podendo sofrer oxidacdo por um ou dois
elétrons, comumente provenientes de ERO, levando a formacdo de espécies S-
nitrosotiol e acido cisteina-sulfénico, respectivamente (ULRICH; JAKOB, 2019).
Ambas espécies podem reagir com outros residuos de cisteina e as ligacdes
dissulfidicas formadas a partir dessa reacdo podem levar a modificacdes que alteram
o funcionamento adequado de proteinas — e que pode ser revertido por meio das
defesas antioxidantes enziméticas da célula — ou até mesmo a destrui¢do de proteinas
(FERNANDO et al., 2019; SHEEHAN; MCDONAGH, 2020).

A prépria cisteina livre € um agente redutor, mas devido a sua rapida
autoxidacao e baixa solubilidade, o organismo vale-se de seu poder redutor via o
tripeptideo y-glutamilcisteinil glicina — a glutationa (GSH), presente nas células em
concentracdo de 10 mM, sendo produzida no citosol e importada para a mitocondria
e reticulo endoplasmatico (ULRICH; JAKOB, 2019). N&o obstante, todos esses tidis,
em residuos de cisteina, ndo sdo apenas alvos de oxidagdo por ERO produzido pelo
metabolismo celular, mas séo utilizados pelo maquinario celular, via modificacdes pos-
traducionais no tiol, em diversas fun¢des fisiolégicas como a degradacgéo de proteina,

correcdo de dobras e secrecado de proteinas, por exemplo (RADZINSKI et al., 2021).

Nas doengas neurodegenerativas encontram-se presentes modificagdes que
alteram o funcionamento celular, como a proteina 1 relacionada a dinamina (Drp1)
que induz fissdo mitocondrial ao ser S-nitrosilada e essa modificacdo de grupo tiol é
encontrada na DA, assim como a proteina dissulfeto isomerase (PDI), que age no

dobramento correto de proteina no reticulo endoplasmatico, ao ter grupos tidlicos



27

oxidados, pode perder suas funcbes ou até mesmo ser deslocada ao citoplasma,

interferindo no funcionamento de enzimas préximas (FINELLI, 2020).

3.4.4. Superoxido Dismutase

A superoxido dismutase (SOD) é uma das enzimas que constitui a defesa
antioxidante celular, sendo a responsavel na remocédo de ERO, precisamente O2",
reduzindo-o a H202. Para isso, ambas isoformas apresentam metais como cofatores,
0s quais doam os elétrons para a reducdo de O2", um homotetrAmero ligado a
manganés (Mn-SOD) e um homodimero ligado a cobre e zinco (Cu/Zn-SOD). Ambas
estdo presentes em todas as células do corpo e enquanto Mn-SOD é detectada na
matriz mitocondrial, Cu/Zn-SOD € presente em outras partes celulares como
citoplasma, nucleo e espago intermembranas mitocondrial de diversas células, incluso
do SNC (LINDENAU et al., 2000; STEPHENIE et al., 2020).

No cérebro de ratos, tanto a Cu/Zn-SOD como Mn-SOD tem uma distribuicdo
uniforme, com poucas variacdes de expressao entre estruturas, diferindo apenas na
ponte, onde ha maior expressdo (CAMPESE et al., 2007). Por dismutar o O2", a SOD
€ a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo e permite a manutencéo da
homeostasia redox da célula IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Isso é aferido onde a
supressao da expressdo dessa enzima, em diversos modelos, estd associado a um
aumento de ERO e a consequente morte celular por apoptose, resultante da ativacao
de caspases, com aumento de producdo e acumulo de ERO (BRENTNALL et al.,
2013; GONZALEZ-RUIZ et al., 2021; LEITCH et al., 2012).

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNIP) nos genes que codificam as isoformas
das enzimas estdo associados com diversas doencas, como cancer de mama, e
individuos que sofreram derrame e portavam SNIP no gene da Mn-SOD apresentaram
menores niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator importante na
regeneracdo cerebral apés um episodio de derrame (CRAWFORD et al.,, 2012;
PASCOTINI et al.,, 2018). Em camundongos, no modelo de DP por injecéao
intraestriatal de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), um analogo neurotoxico de dopamina,
individuos transgénicos para superexpressdo de Mn-SOD apresentaram menores
danos neuronais na substancia nigra (CALLIO; OURY; CHU, 2005).
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3.4.5. Catalase

A enzima tetramérica catalase (CAT) possui um cofator metalico, ferro ou
manganés, e catalisa a reducdo de H202 a agua no citoplasma e em peroxissomas,
de modo coordenado com a SOD, a maior fonte de H202 celular, e faz parte da linha
de frente das defesas antioxidantes enzimaticas (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
Além de agir principalmente na remocao de altas concentracdes de H202, a CAT
também age em peroxinitritos — formados por reagdes do metabolismo do NO — e tem
sua expressao alterada em diversos tipos de canceres (GALASSO et al., 2021;
GEBICKA; DIDIK, 2009).

Em cultivo primario de astrécitos de ratos, a CAT esta presente
homogeneamente por toda a célula e tem sua atividade dependente da atividade da
glutationa peroxidase (GPx), e também ao conteido de GSH, uma vez que, em
ambiente depletado de GSH ou no qual a GPx esteja inativada, a CAT auto inativa-se
(SOKOLOVA et al., 2001). Ainda em relacdo a sua atividade, foi relatado que o
medicamento pioglitazona (FIGURA 1), que apresenta um nucleo farmacoféro de
tiazolidin-2,4-ona, € capaz de aumentar a sua atividade especifica (GRAY et al., 2012).
Em outro estudo, o medicamento galantamina, um anticolinesterasico, foi associado
a um aumento de atividade da CAT, em ratos modelo para hipdxia-isquemia neonatal
(ODORCYK et al., 2017). Em pacientes de EM foi relatado o aumento da atividade da
CAT na massa cinza, possivelmente um mecanismo de reducéo de danos decorrentes

do excesso de producédo de ERO nessa doenca (GRAY et al., 2014).

3.4.6. Glutationa Peroxidase

A glutationa peroxidase (GPx), assim como a CAT, é uma enzima que catalisa
areducao de H20:2 a 4gua utilizando GSH como o doador de elétrons. S&do conhecidas
oito isoformas da enzima em vertebrados, sendo a isoforma GPx1 mais expressa em
astrocitos cultivados. (DRINGEN; BRANDMANN, 2015; IGHODARO; AKINLOYE,
2018). Essa isoforma pode reagir também com hidroperdxidos de baixo peso
molecular, e esta associada a efeito anti-inflamatorio — devido a¢éo antioxidantes, mas
também sua superexpressdo estd associada com o diabetes, por provocar
hiperinsulinemia, e expressdo de citocinas pré-inflamatérias (BRIGELIUS-FLOHE;
MAIORINO, 2013).

Em doencas neurodegenerativas, diversas observacfes apontam para uma

regulacéo negativa da GPx1 como baixos niveis de selénio, um cofator importante da
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enzima, em pacientes de DA e DP e, também, reducéo da atividade da enzima em
soro de paciente da DP e atividade reduzida da enzima na DA associado a acéao do
peptideo AB no cérebro de ratos (SHARMA et al., 2021). Outro fator que contribui para
a neurodegeneragdo € o envelhecimento. Em ratos, foi observado diminuicdo do
conteudo de GSH, com diminuicdo da enzima chave na sintese de novo de GSH — y-
glutamilcisteina sintetase, aumento da glutationa redutase (GR) — que recicla GSH a
partir da glutationa dissulfeto - e aumento da atividade da GPx, revelando uma
descompensacéo no ciclo da glutationa com o envelhecimento (ZHU; CARVEY:; LING,
2006).

3.4.7. Glutationa S-transferase

A glutationa-S-transferase (GST) representa uma familia de enzimas que agem
no metabolismo de xenobidticos, e outros compostos como nitratos organicos, atraves
da conjugacdo desses compostos a GSH, e estdo presentes em diversos sub-
compartimentos celulares, como o citosol, mitocondria e reticulo endoplasmatico
(BJORKLUND et al., 2021; BURATTI et al., 2021; TSIKAS; SURDACKI, 2020).

Polimorfismos e delecdes nos genes das classes de GST estao relacionados a
perfil neuroprotetores ou a maior risco de desenvolver a DA, a maior susceptibilidade
a neurotoxicidade na DP e ao desenvolvimento da EM (DASARI et al.,, 2018;
ZIVKOVIC et al., 2013). Além das acdes antioxidantes dessas enzimas, a delecéo de
GST em neurdnio de D. melanogaster promove a fusdo mitocondrial em axénios nas
condi¢des de niveis aumentados de GSSG e baixos de GSH, entretanto sem aumento
de ERO (SMITH et al., 2019). Portanto, alteracdes na atividade dessa enzima podem
modificar eventos mitocondriais importantes e acarretar em danos celulares

aumentados em doencas neurodegenerativas.

3.5. Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE), é uma enzima que catalisa a hidrélise da
acetilcolina a colina e acetato, expressa em todos os tecidos, e é a principal
colinesterase no tecido nervoso - seu homélogo butirilcolinesterase (BuChEg), € a
principal na circulagdo - sendo a responsavel pelo controle do tonus colinérgico
(VAKNINE; SOREQ, 2020). A acetilcolina, afora seu papel no controle motor, ao ligar
nos seus receptores nicotinicos, apresenta um importante papel anti-inflamatorio,

tanto periférico quanto central, através da supressao da cascata da NF-kB, portanto,



30

inibindo a secrecédo de citocinas pro-inflamatorias como o TNFa e IL-6 (LU, J.; WU,
2021; PATEL et al., 2017).

Em astrdcitos, esse mecanismo anti-inflamatério da acetilcolina pelos seus
receptores nicotinicos levando a supressao da cascata da NF-kB, envolvendo também
a ativacdo de Nrf2, foi capaz de evitar morte neuronal por apoptose (PATEL et al.,
2017). Na DA, a presenca de placas extracelulares de proteina AB e emaranhados
intracelulares neurofibrilares promovem neuroinflamacéo por ativacdo da NF-kB,
levando a secrecéo de citocinas pro-inflamatorias, por astrocitos e microgila reativos,
gue suprimem a capacidade fagocitica (HUSNA IBRAHIM et al., 2020).

Os inibidores da AChE ainda sdo importantes farmacos empregados no
tratamento da DA por apresentarem melhora cognitiva. Desses, a donepezila destaca-
se por, além de inibir a AChE, apresentar neuroprote¢cdo por outros mecanismos,
como interagdo com receptores e modulagéo de estresse oxidativo (MARUCCI et al.,
2021). Logo, sédo necessarios farmacos multi-alvos, que possam agir no contexto
heterogéneo das patologias (HUSNA IBRAHIM et al., 2020). As tiazolidinonas tem um
grande potencial nesse contexto, em especial as estudadas pelo nosso grupo de
pesquisa, por agirem como inibidores da AChE, de modo similar ao da donepezila, e
também por agirem em outros alvos potenciais na neuroinflamagdo como o estresse
oxidativo (DA SILVA et al., 2021).

3.6. Enzimas do Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico € um sistema evolutivamente conservado, no qual
nucleotideos, essencialmente os de adenosina, liberados ao meio extracelular, por
exocitose ou por canais de membrana, durante neurotransmissdo ou apos dano
celular, podem ativar receptores especificos e terem seus grupos fosfatos hidrolisados
até adenosina por enzimas presentes na membrana celular (OLIVEIRA; ILLES;
ULRICH, 2016; PUCHALOWICZ et al., 2015).

Essa sinalizagéo desenvolveu-se de modo a integrar as atividades das células
que compde o SNC e estd envolvida em diversas fun¢des importantes, como na
formacdo da memoria e aprendizado, ciclo do sono, atividades locomotoras, fome,
humor e tomada de deciséo, entretanto exercendo respostas diversas dependente do

receptor, ligante e regido do encéfalo envolvidos (BURNSTOCK et al., 2011).
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Os receptores purinérgicos sao classificados em receptores de Adenosina (AR,
com quatro subtipos), em receptores P1, ativados por adenosina e ligados a proteina
G, e receptores P2, compreendendo receptores ionotrépicos (P2X, com sete subtipos)
e metabotrépicos (P2Y, com oito subtipos), ambos ativados por nucleotideos
(OLIVEIRA; ILLES; ULRICH, 2016; ZARRINMAYEH; TERRITO, 2020).

A adenosina tem um papel fisiolégico importante no SNC, pois modula a
neurotransmissao alterando a excitabilidade do neurdnio pds-sinaptico e a liberacao
de neurotransmissor pelo neurdnio pré sinaptico, e também sendo associada a
inducdo do sono e pelo papel de neuroprotecdo (BURNSTOCK et al.,, 2011;
ZARRINMAYEH; TERRITO, 2020). Em astrocitos, a adenosina participa da
modulacao de secrecédo de citocinas, liberagdo de glutamato e do fator de crescimento
neuronal (CUNHA, 2005; TOZAKI-SAITOH; TSUDA; INOUE, 2011). Em doencas
neurodegenerativas como a DA, DP e a EM, receptores de adenosina presentes em
astrocitos foi relacionado com a neuroinflamagéo presente nessas doengas — por
liberacdo de citocinas mediante ativagdo desses receptores (ILLES; VERKHRATSKY,
2016).

No desenvolvimento do SNC, o ATP, através dos receptores P2, atua na
proliferacdo e no trofismo de células tronco neurais, determinando a migracdo, a
diferenciacéo e a proliferacdo tanto in vivo quanto in vitro, assim como participa da
regulacdo da fome e do consumo de alimento pelo organismo adulto (BURNSTOCK
et al, 2011; OLIVEIRA; ILLES; ULRICH, 2016). Além de astrécitos serem
secretadores de ATP — que funciona como um giotransmissor — esse nucleotideo, por
meio de receptores P2, induz o estado de astrogliose, caracteristico na
neuroinflamacédo (PUCHALOWICZ et al., 2015; TOZAKI-SAITOH; TSUDA; INOUE,
2011).

Embora os nucleotideos apresentem papéis tdo proeminentes na fisiologia do
organismo por meio dos receptores presentes nas membranas celulares, seus niveis
extracelulares sdo mantidos bastante baixos por meio de varias enzimas conhecidas
como ectonucleotidases — o ponto inicial de uma cascata de hidroélise de grupos fosfato,
capaz de converter o ATP até adenosina (ZIMMERMANN, 2020). Em vista desse
papel no sistema purinérgico, a alteracdo da atividade e expressdo de
ectonucleotidases tornou-se um alvo farmacologico em potencial pela possibilidade

de modular as interagdes entre neurdnios e glia, bem como as a¢des dessas células
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na neuroinflamacédo ao alterar as concentracées de nucleotideos e de adenosina
extracelulares (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

3.6.1. Ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolases

As ecto-nucleosideo trisfosfato difosfohidrolases (E-NTPDase) sdo uma familia
de enzimas que catalizam a hidrélise de di- e tri- nucleotideos e nucleosideos de
adenosina, sendo descritos oito membros presente na membrana plasmatica
(NTPDasel, 2, 3 e 8), no lumen de organelas celulares (NTPDase 4 e 7), no meio
intracelular ou presentes no meio extracelular (NTPDase 5 e 6) (YEGUTKIN, 2014;
ZIMMERMANN, 2020). Esses membros ndo somente diferem na localizacdo, mas
também na preferéncia por hidrolizar di- ou trinucleotideos. As NTPDasel, 3 e 8 tém
preferéncia por hidrolisar ATP e ADP similarmente, enquanto a NTPDase 2, expressa
majoritariamente em astrocitos, tém preferéncia maior por hidrolisar ATP — mantendo
sua atividade inclusive quando cristalizada (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN,
2006; WINK et al., 2006; ZEBISCH; STRATER, 2008).

3.6.2. Ecto-5’-nucleotidase

A Ecto-5'-nucleotidase (eN), € uma glicoproteina presente na membrana
citoplasmatica, sendo considerada uma enzima-chave na cascata hidrolitica das
ectonucleotidases por ser a enzima responsavel pela hidrolise de AMP a adenosina,
gue pode ser novamente convertida a AMP intracelularmente, o que permite a
conservacao do conteudo de purinas na célula (LANGER et al., 2008; ZIMMERMANN,
2021). Além dos efeitos mencionados acima, a adenosina produzida pela acdo de em
apresenta um papel imunossupressor, diminuindo o recrutamento de células de
defesa, e a reducdo ou auséncia da em levam a diminuicdo do tempo de vida de
camundongos (ALCEDO; BOWSER; SNIDER, 2021).
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4. Resultados

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob
a forma de um manuscrito. As secdes materiais e meétodos, resultados,
discusséo e referéncias encontram-se no proprio manuscrito e representam a
integra deste estudo.

Os itens discussao e conclusdes que se encontram no final desta tese
apresentam interpretacées e comentarios gerais sobre os resultados descritos
No manuscrito.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as revistas a qual foi

submetido Celular and Molecular Neurobiology.

4.1. Manuscrito

Effect of 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one
against lipopolysaccharide—induced oxidative damage and alterations in

cholinergic and purinergic signaling in cultured astrocytes

Fernando Lopez Alvez!, Natalia Pontes Bona?, Nathalia Stark Pedra!, Daniel Schuch da
Silva®, Wilson Jodo Cunico®, Francieli Moro Stefanello?, Cinthia Melazzo de Andrade?,
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! Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica e Bioprospeccdo, Laboratorio de
Neuroquimica, Inflamacéo e Céancer, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario S/N, Pelotas, RS,
Brazil.

2 Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo, Laboratorio de
Biomarcadores, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario S/N, Pelotas, RS, Brazil.

3 Programa de Pés-Graduacéo em Bioquimica e Bioprospeccéo, Laboratério de Quimica
Aplicada a Bioativos, Centro Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, RS, Brazil

* Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria, Departamento de Clinica de
Pequenos Animais, Laboratério de Anélises Clinicas Veterinario, Hospital Veterinario,

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil.



34

* Corresponding author
Roselia Maria Spanevello: Universidade Federal de Pelotas, Campus Capdo do Ledo, s/n,
CEP 9601090, Caixa Postal 354, Pelotas, RS, Brazil. Phone: +55 53 32757355 Email:

roselia.spanevello@ufpel.edu.br

ORCID

Fernando Lopez Alvez: https://orcid.org/0000-0002-8905-8078

Natalia Pontes Bona: https://orcid.org/0000-0001-5944-1968

Nathalia Stark Pedra: https://orcid.org/0000-0001-8662-7661

Wilson Jodo Cunico: https://orcid.org/0000-0003-2577-5323

Francieli Moro Stefanello: https://orcid.org/0000-0001-5945-3723
Mayara Sandrielly Pereira Soares: https://orcid.org/0000-0002-2181-3591
Roselia Maria Spanevello: https://orcid.org/0000-0002-5117-2000

Acknowledgments

The authors acknowledge the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico and Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul. This study was
also financed in part by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior, Brazil (CAPES - Finance code 001). R.M.S are recipients of the CNPq

fellowship.

Declarations
Funding: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS—
PRONEM processo: 16/2551-0000 2452).

Conflicts of Interest: The authors declare that they have no conflicts of interest.

Authors’ Contribution

Fernando L. Alvez: Astrocyte culture and treatment, biochemical analysis, statistical
analysis, discussion, and manuscript preparation.

Natalia P. Bona and Nathalia S. Pedra: Astrocyte treatment and oxidative stress analysis.

Daniel S. da Silva and Wilson Cunico: DS27 design and synthesis.


mailto:roselia.spanevello@ufpel.edu.br
https://orcid.org/0000-0001-5944-1968
https://orcid.org/0000-0001-8662-7661
https://orcid.org/0000-0001-5945-3723
https://orcid.org/0000-0002-2181-3591
https://orcid.org/0000-0002-5117-2000

35

Francieli M. Stefanello, Mayara S. P. Soares, Cinthia M. Andrade: Results interpretation
and manuscript preparation.
Roselia Spanevello: Experimental design, results analysis and manuscript preparation.

Roselia Spanevello, Cinthia M. Andrade, Wilson Cunico: Financial support.

Ethics Approval: All animal procedures were approved by the Committee of Ethics and
Animal Experimentation of the Federal University of Pelotas, Brazil, under the number
CEEA 46528-2018 and followed the Brazilian Guidelines for the Care and Use of
Animals in Scientific Research Activities (DCBA 2013) and the National Council of
Control of Animal Experimentation (CONCEA)






35

Abstract

Astrocytes play multiple important roles in brain physiology. However, depending on the
stimuli, astrocytes may exacerbate inflammatory reactions, contributing to the development and
progression of neurological diseases. Therefore, therapies targeting astrocytes represent a
promising area for the development of new brain drugs. Thiazolidinones are heterocyclic
compounds that have a sulfur and nitrogen atom and a carbonyl group in the ring and represent
a class of compounds of great scientific interest due to their pharmacological properties. The
aim of this study was to investigate the effect of 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one (DS27) on cell proliferation and morphology, oxidative
stress parameters, activity of the enzymes ectonucleotidases and acetylcholinesterase (AChE)
and interleukin 6 (IL-6) levels in primary astrocyte cultures treated with lipopolysaccharide
(LPS), to model neuroinflammation. The astrocyte culture was exposed to LPS (10 pg/ml) for
3 h and subsequently treated with compound DS27 for 24 and 48 h (concentrations ranging to
10-100 uM). LPS induced an increase in astrocyte proliferation, AChE activity, IL-6 levels,
oxidative damage, ATP and ADP and a reduction in AMP hydrolysis in rat primary astrocyte
cultures. DS27 treatment was effective in reversing these alterations induced by LPS. Our
findings demonstrated that DS27 is able to modulate cholinergic and purinergic signaling, redox
status, and the levels of pro-inflammatory cytokines in LPS-induced astrocyte damage. These
glioprotective effects of DS27 may be very important for improving neuroinflammation, which

is associated with many brain diseases.

Keywords:  Thiazolidinone,  Astrocytes,  Oxidative  Stress,  Neuroinflammation,

Acetylcholinesterase, Ectonucleotidases
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Introduction

The central nervous system (CNS) relies on two types of resident cells, microglia
and astrocytes, to defend and protect the tissue in cases of injury or infection (Glass et al.
2010). Astrocytes were once considered to be just a scaffold for neurons; however,
nowadays, it is recognized that they participate in numerous processes related to brain
development, ion and neurotransmitter homeostasis, metabolic waste clearance, and
defense against injuries (Stevenson et al. 2020). Astrocytes are glial cells with a plethora
of roles that converge to maintain general brain homeostasis while also express an
assortment of receptors and cytokines involved in the innate immune system response
(Verkhratsky and Nedergaard 2018).

Neuroinflammation is a nonspecific immune reaction within the CNS, involving
the reactive phenotype of glial cells, mainly astrocytes and microglia. The outcome of a
neuroinflammatory response depends in part on its severity and duration (Shabab et al.
2017). In particular, astrocytes can release inflammatory mediators such as interleukin
(IL)-1pB, IL-6, and tumor necrosis factor-a (TNF-a), thus playing a crucial role in
neuroinflammation (Van Kralingen et al. 2013; Sofroniew 2014). In addition, activated
astrocytes are an important source of reactive oxygen species (ROS), which may
contribute to immune activation, excessive inflammation, and oxidative stress (Johnstone
et al. 1999; Sheng et al. 2013). Thus, depending on the stimuli, astrocytes may exacerbate
inflammatory reactions leading to tissue damage, contributing to the initiation and
progression of many neurological diseases (Colombo and Farina 2016; Kaur et al. 2019).

Adenine nucleotides and nucleosides, such as adenosine triphosphate (ATP) and
adenosine, are key molecules involved in purinergic signaling in brain physiology and
pathological conditions (Burnstock 2020). Degradation of extracellular ATP by
ectonucleotidases is an important regulatory mechanism of the purinergic system by
modulating ligand availability at nucleotide and nucleoside receptors (Zimmermann
2021a). Astrocytes possess all the components of the purinergic system and are the major
source of extracellular adenine nucleotides (Puchalowicz et al. 2015). Astrocytic
signaling involving adenine nucleotides and nucleosides and their receptors plays a
significant role in brain cell communication, regulation of other glial cells, and
neurotransmission (Tozaki-Saitoh et al. 2011). In addition, extracellular ATP can activate

astrocytes and induce a neuroinflammatory response (Tozaki-Saitoh et al. 2011).
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Considering that astrocytes are the largest population of glial cells and they
represent an important regulator of brain functions, targeting astrocytic functions
represents a promising area for the development of new brain drugs. Thiazolidinones are
heterocyclic compounds that have a sulfur atom as well as a nitrogen atom and a carbonyl
group in the ring, and their derivatives have different chemical, physical, and
pharmacological properties (Nirwan et al. 2019). Among their derivatives, 4-
thiazolidinones, having a carbonyl group at position 4, have been studied extensively
because they have shown promising antitumor activity (Da Silveira et al. 2019). Recently,
thiazolidin-4-ones have emerged as a class of compounds with anticholinesterase activity
(Da Silva et al. 2020, 2021). Da Silva et al. (2021) also demonstrated the ability of
thiazolidin-4-ones to protect against oxidative damage and alterations in ion pump
activity in the cerebral cortex and hippocampus of a rat model of memory deficit.

Lipopolysaccharide (LPS), a molecule present in the outer membrane of gram-
negative bacteria, is used to induce neuroinflammation in astrocytes and to investigate
new therapeutic alternatives for neurodegenerative diseases (Batista et al. 2019). Thus,
the aim of this study was to investigate the effect of 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-
(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-one (DS27) on cell proliferation and morphology,
oxidative stress parameters, IL-6 levels, and the activity of ectonucleotidases and AChE

in primary cultured astrocytes treated with LPS to model neuroinflammation.

Materials and Methods

Chemicals

LPS from Escherichia coli (055:B5) was obtained from Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA). 3-(3-(diethylamino)propyl)-2-(4-(methylthio)phenyl)thiazolidin-4-
one (DS27) was synthesized according Da Silva et al. (2016) and was accurately
identified by gas chromatography-mass spectrometry (GC—MS). All other reagents used

in the experiments were of analytical grade and were of the highest purity.

Animals

Newborn Wistar rats (1-2 days old) were obtained from the Central Animal House
of the Universidade Federal de Pelotas and were maintained under a standard 12-h dark-
light cycle in a controlled temperature (22+2°C). All animal procedures were approved
by the Committee of Ethics and Animal Experimentation of the Universidade Federal de

Pelotas under protocol number CEEA 46528-2018, and were in accordance with the
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Brazilian Guidelines for the Care and Use of Animals in Scientific Research Activities
(DCBA 2013) and the National Council of Control of Animal Experimentation
(CONCEA).

Astrocytes primary culture

Primary astrocyte cultures were prepared as described by Gottfried et al. (1999),
with minor modifications. The newborn (1-2 days old) Wistar rats were euthanized, their
brains were removed, the cerebral cortex was separated, and the meninges were removed.
The cerebral cortex was then mechanically dissociated by pipetting in a calcium-and
magnesium-free balanced salt solution (pH 7.4) to form a cell suspension. The cell
suspension was centrifuged at 1000 rpm or 10 min, and the cell pellet was resuspended
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (pH 7.6). Subsequently; the cells were seeded in 6-, 48-, and 96-well poly-
L-lisine pretreated plates. Four hours after seeding, the cells were washed with phosphate-
buffered saline (PBS) solution, and fresh medium was added. Cell cultures were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO> for 20 days until confluence

for cell maturation and differentiation, with the medium being changed every four days.

Astrocyte treatment with LPS and DS27

The primary astrocyte cultures were first exposed to 10 pg/ml LPS for 3 h.
Thereafter, the LPS-containing medium was removed and new medium containing
different concentrations of DS27 was added to each group for 24 and 48 h (Figure 1). A
stock solution of DS27 was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) was used to obtain
final concentrations of 10, 25, 50, and 100 pM/ml, so that the percentage of DMSO per
ml of medium to be less than 1%. The control cells were maintained in DMEM with 10%
FBS and 15 pl of DMSO per ml of medium.

Cell proliferation assay and assessment of cell morphology

The cell proliferation assay was performed using sulforhodamine B (SRB) dye.
Briefly, astrocytes cultured in 96-well plates were washed and fixed in 50%
trichloroacetic acid (TCA) for 45 min at 4°C. After washing the cells five times with
distilled water, 0.4% SRB dye diluted in acetic acid was added to the cells for 30 min. To
remove the unbound dye, the cells were washed five times with 1% acetic acid solution.

Finally, the dye was dissolved with 10 mM Tris solution, and the absorbance was read at
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530 nm. For the morphology evaluation, astrocytes cultured in 6-well plates were
observed and photographed with an inverted microscope at 24 and 48 h prior biochemical

analysis.

Acetylcholinesterase (AChE) activity

AChE activity was determined as described by Ellman et al. (1961), with minor
modifications. The cell lysate was prepared in PBS, and the cells were mechanically lysed
with the aid of a scraper. First, the reaction was composed of 10 mM 5,5'-dithio-bis-[2-
nitrobenzoic acid] (DTNB), 100 mM phosphate buffer (pH 7.5), and 15 pL of cell lysate,
which were incubated for 2 min at 27°C. Subsequently, 8 mM acetylthiocholine (AcSCh)
was added to the reaction, and the absorbance was determined for 2 min at 30-s intervals
at 27°C. All readings were performed in triplicate, and AChE activity was expressed as

pmol AcSCh/h/mg of protein.

Ectonucleotidase assay

For the NTPDase activity, using ATP and ADP as substrates, as well as the 5-
nucleotidase activity, using AMP as substrate, astrocytes cultured in 48-well plates were
washed three times with phosphate-free incubation medium. The enzymatic reaction was
initiated by the addition of 200 pl of incubation medium containing 2 mM CacCl. for the
ATPase and ADPase assay or 2 mM MgCl. for the AMPase assay, 120 mM NaCl, 5 mM
KCI, 10 mM glucose, 20 mM HEPES (pH 7.4), and 2 mM ATP, ADP, or AMP as
substrates. After a 10 min incubation at 37°C, the reaction was stopped by transferring an
aliquot of the incubation medium to a pre-cooled tube containing TCA (final
concentration 5 % w/v). The release of inorganic phosphate (Pi) was measured by the
malachite green method (Chan et al. 1986), using KH2PO4 as a Pi standard. Controls to
determine the non-enzymatic Pi release were performed by incubating the substrates in
the absence of the cells. All assays were performed in triplicates. The specific activity of

the enzyme was expressed as a percentage of the control.
Oxidative stress parameters

Reactive oxygen species (ROS) assay
ROS formation was determined according to Santos et al. (2017) using the 2,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay. In this reaction, DCFH-DA
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reacts with ROS to form an intermediate that emits fluorescence. Briefly, intact cells were
incubated with 1 uM DCFH-DA for 30 min at 37°C, and fluorescence was determined at
485/520 nm. ROS production was reported as the percentage of the untreated cells

(control).

Total sulfhydryl content (SH)

The total SH was determined in astrocyte lysates using the DTNB method, as
described by Aksenov and Markesbery (2001). The reaction based on thiols, which
reduced the DTNB reagents, resulting in a yellow intermediate (TNB), whose absorption
at 412 nm correlates to the total content of SH groups. The results are expressed in nmol

TNB/mg of protein.

Nitrite levels

The production of nitrite was determined in the cell culture supernatants according
to the method of Stuehr and Nathan, (1989) with modifications. First, sulfanilamide in
5% phosphoric acid was added to cell culture supernatants, followed by incubation at
room temperature for 10 min. Subsequently, Griess reagent (0.1% N-[1-naphthyl]
ethylenediamine dihydrochloride) was added to the samples and incubated for 10 min in
the dark. The absorbance was measured at 540 nm, and a standard curve of sodium nitrate

was used to determine the levels of nitrite in the samples.

Superoxide dismutase (SOD) assay
The SOD activity was measured in the lysates according to the method of Misra
& Fridovich (1972). This method is based on the inhibition of superoxide-dependent

adrenaline auto-oxidation. The specific activity of SOD is reported as units/mg of protein.

Catalase (CAT) assay
CAT activity was measured according to the method of Aebi (1984). The reaction
was based on the decomposition of H2O> monitored at 240 nm. CAT activity is reported

as units/mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPx) assay
GPx activity was measured using a commercial kit (Randox Laboratories Ltd.,
UK according to the manufacturer’s instructions. GPx activity is reported as units of

GPx/mg of protein activity.
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Glutathione S-transferase (GST)

GST activity was measured as described by Habig et al. (1974).-The assay medium
consisted of 1 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) substrate diluted in ethanol, 10
mM glutathione (GSH), 20 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5), and 20 ul cell lysate.

GST activity is expressed as a percentage relative to the control.

Protein determination

Protein determination was performed according to the Coomassie blue method
(Bradford 1976) for AChE and ectonucleotidase assays or according to Lowry et al.
(1951) for the oxidative stress parameters. Bovine serum albumin was used as the

standard for both methods.

Estimation of interleukin 6 levels (IL-6)
IL-6 levels were determined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kit. The concentration of IL-6 was determined according to the manufacturer's

instructions and expressed as pg/mg protein.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 and one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test for multiple comparisons.
Furthermore, all data are expressed as mean * standard error of the mean, and the

differences between the mean values were considered significant at P < 0.05.

Results
Cell viability, proliferation, and morphological analysis

LPS induced an increase in astrocyte proliferation at both time points evaluated (24
P<0.05 and 48 h P<0.05). At 24 h, DS27 was capable of reducing astrocyte proliferation
only at the two highest concentrations evaluated (50 and 100 uM) (P < 0.05), whereas at
48 h, DS27 was capable of reducing astrocyte proliferation 10 (P<0.01), 25 (P<0.05), 50
(P<0.05) and 100 (P<0.01) uM (Figure 2). In addition, astrocytes exposed to LPS and
treated with DS27 (10 uM) displayed more abundant cells with small cytoplasm.
Interestingly, when astrocytes exposed to LPS were treated with DS27 (100 uM), fewer

cells were observed than the group exposed to DS27 (10 uM); however, these cells
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appeared to be more mature, had larger cytoplasm, and emitted numerous projections,

similar to cells of the control group (Figure 3).

Acetylcholinesterase (AChE) activity

As seen in Figure 4, LPS induced an increase in AChE enzyme activity in
astrocyte cultures at both 24h (P<0.05) and 48 h (P < 0.001). The compound DS27 was
able to prevent this LPS-induced alteration in AChE activity at all concentrations
evaluated in 24h (all concentrations P<0.001) and 48 h (10 uM (P<0.001), 25 uM
(P<0.01), 50 uM (P<0.001) and 100 uM (P<0.001).

ATP, ADP and AMP hydrolysis

Regarding ATP hydrolysis, LPS induced an increase at 24 h (P < 0.05) and 48 h
(P <0.001) (Figure 5). DS27 was capable of preventing this change only at concentrations
of 50 (P < 0.05) and 100 uM (P < 0.05) at 24 h and at all concentrations evaluated at 48
h (10 uM (P<0.001), 25 uM (P<0.05), 50 uM (P<0.05) and 100 uM (P<0.01) (Figure 5).

LPS also induced an increase in ADP hydrolysis at both time points 24h (P < 0.05)
and 48 h (P < 0.05). DS27 was able to prevent these alterations in ADP hydrolysis at all
concentrations evaluated only at 24 h (10 uM (P<0.05), 25 uM (P<0.05), 50 uM (P<0.01)
and 100 uM (P<0.001). DS27 did not prevent LPS-induced alterations in ADP hydrolysis
in rat astrocyte cultures at 48 h (P > 0.05) (Figure 5). LPS caused a reduction in the
hydrolysis of AMP hydrolysis at both time points tested (24 h (P<0.001) and 48 h (P<0
After 24 h of treatment, DS27 was not able prevent LPS-induced changes in AMP
hydrolysis (P > 0.05). However, at 48 h, treatment with 50 uM (P < 0.05) and 100 uM (P
< 0.001) of DS27 prevented LPS-induced changes in AMP in rat primary astrocyte

cultures (Figure 5).

Oxidative Stress Parameters

LPS treatment resulted in an increase in ROS levels in astrocyte cultures at both
24h (P<0.001) and 48 h (P < 0.001). In comparison, treatment with DS27 at all
concentrations tested 10 uM (P<0.01), 25 uM (P<0.001), 50 uM (P<0.001) and 100 uM
(P<0.001) reduced ROS levels at 24 h and 48 h (10 uM (P<0.05), 25 uM (P<0.05), 50
uM (P<0.01) and 100 uM (P<0.001) (Figure 6). Similar results were observed for nitrite
levels, which were significantly increased by LPS at both 24 (P < 0.05) and 48 h (P <
0.05). In addition, this effect on nitrite levels was prevented by DS27 treatment with 25
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uM (P<0.001), 50 uM (P<0.001) and 100 uM (P <0.001) at 24 h, whereas it was
prevented by all concentrations evaluated at 48 h (10 uM (P<0.05), 25 uM (P<0.01), 50
uM (P<0.01) and 100 uM (P<0.05)) (Figure 6). Exposure to LPS resulted in a significant
reduction in SH levels at both 24 and 48 h compared to control cells (P < 0.01) (Figure
6). However, treatment with DS27 was not able to protect against SH level reduction at
any concentration tested (P > 0.05) (Figure 6).

The results concerning the activities of antioxidant enzyme are shown in Figure 7.
First, a significant reduction in SOD activity was observed in cells exposed to LPS
compared to control cells at both time points (24 h (P < 0.05) and 48 h (P<0.01)) (Figure
7). Treatment with DS27 (10-100 uM) did not protect against this change at any of the
time points evaluated (P > 0.05) (Figure 7). Regarding CAT activity, it was observed that
only the highest concentration of DS27 compound (100 uM) was able to protect against
the LPS-induced reduction in CAT activity at 24 h (P < 0.05). At 48 h, no significant
changes in CAT activity were observed in any of the experimental conditions (P > 0.05)
(Figure 7).

Furthermore, LPS treatment resulted in a decrease in GPx activity in astrocyte
cultures at both time points (24 h (P<0.01) and 48 h (P <0.05)) in comparison to control
cells (Figure 7). DS27 did not protect against this alteration at 24 h (P > 0.05). However,
after 48 h of treatment with 50 and 100 uM DS27, a significant increase in GPx activity
in astrocytes compared to the LPS group (P < 0.05) was observed (Figure 7). As for GST
activity, an increase was observed in astrocytes exposed to LPS (P < 0.05) at 24 h in
comparison to control cells, and this increase was reversed by treatment with even the
lowest concentration of 10 uM DS27 (Figure 7). After 48 h, there was a reduction in GST
activity in LPS-challenged cells (P < 0.05), and this alteration was not prevented by any
concentration of DS27 tested (P > 0.05) (Figure 7).

IL-6 levels

In relation to IL-6 levels, our results showed that LPS induced an increase in
astrocyte cultures only at 48 h (P<0.0001). DS27 prevented this increase in IL-6 (P <
0.001 for all concentrations tested 10-100 uM) after 48 h (Figure 8). No changes were
observed in IL-6 levels in rat primary astrocyte cultures at 24 h in any of the evaluated

treatments (Figure 8).
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Discussion

In this study, we demonstrated the protective effects of DS27 against LPS-induced
morphological and biochemical changes in rat primary astrocyte cultures. Our results
regarding the effect of LPS on astrocyte cultures corroborate with previous studies from
our research group, which also demonstrated that LPS (1 pg/ml) induced cell proliferation
and oxidative damage, increased AChE activity, and induced morphological changes in
rat primary astrocytes after 3 h of exposure (Pacheco et al. 2018). In addition, previous
studies have shown that LPS induced the expression of TNFa in astrocytes in a dose-
dependent manner, reaching a peak in 4 h (Rodgers et al. 2020). Patel et al. (2017) also
reported that mice astrocytes exposed to 60 ng/ml of LPS showed an increase in NF-kB
nuclear translocation after 3 h. This is of particular importance, as the activation of NF-
kB by LPS induces increases in cytokine nitric oxide (NO), and ROS production (Xu et
al. 2017; Kang et al. 2019). In fact, this mechanism can explain, at least in part, the
alterations in redox status parameters observed in astrocytes exposed to LPS in our study.

TNFa is an important regulator of cell survival, apoptosis, and necroptosis through
its direct impact on the regulation of NF-«xB and c-Jun N-terminal kinase (JNK). However,
there is now an increasing interest in understanding the emerging function of TNFa as a
regulator of the generation of reactive nitrogen species (RNS) and ROS, which could be
derived from either mitochondrial or non-mitochondrial sources (Blaser et al. 2016). In
astrocytes, the major source of ROS is the mitochondrial respiratory chain, because they
form less super complexes between complex | and complex Ill, which leads to the
production of more superoxide by astrocytic rather than neuronal mitochondria (Lopez-
Fabuel et al. 2016).

Our study showed an increase in nitrite levels in astrocyte cultures treated with
LPS. This finding is in accordance with the study of Patel et al. (2017), who also observed
an increase in nitrite levels in astrocytes after 24 h of exposure to LPS. Nitrite (NO?) is
the end product of NO metabolism. NO has a short half-life in vivo, but high
concentrations of this molecule together with high concentrations of oxygen or
superoxide anions in lipophilic environments accelerate autoxidation of NO to NO%, and
both of these molecules are involved in oxidative nitrosylation (Heinrich et al. 2013;
Moller et al. 2019). Nitrosylation is very important in the mitochondrial context. However,
while few proteins of the mitochondrial proteome are s-nitrosylated, this modification

alters the activities of certain proteins pertaining to the electron transport chain, as it is
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for complex I, the major source of superoxide, which becomes inhibited (Piantadosi 2012).
Such inhibition could be positive if it leads to a decrease in superoxide production, but it
has been shown that sustained inhibition of complex I in a milieu depleted of glutathione
(GSH), the predominant cellular thiol source, increases superoxide production (Dahm et
al. 2006). In accordance, here we demonstrated that LPS decreased the levels of thiol in
astrocytes in both time points evaluated, and considering that thiol content indirectly
reflects the GSH cellular status, our findings suggest that LPS may decrease GSH content
while promoting protein nitrosylation.

The reduction in SOD, CAT, and GPx activities in astrocytes exposed to LPS can
contribute to the elevated ROS levels observed in our study. It has been shown that
activation of Toll-like receptor 4 by LPS leads to activation of NF-kB, mitogen-activated
protein kinase (MAPK), and Janus kinase 1/signal transducer and activator of
transcription 1 (JAK1/STAT1) pathways in astrocytes, which in turn downregulate the
copper-zinc-containing SOD (Gorina et al. 2011). However, LPS has also been shown to
suppress the gene and protein levels of GPx and CAT (Kucukgul and Erdogan 2017; Kim
et al. 2020).

The compound DS27 prevented the LPS-induced increase in ROS and nitrite
levels in astrocytes. However, concerning antioxidant enzymes, DS27 was capable of
preventing alterations only in CAT, GPx, and GST, mainly at the higher concentrations
evaluated. Our findings are in accordance with data from other studies that also
demonstrated that thiazolidin-4-ones have radical scavenging activity (Isloor et al. 2013;
Apotrosoaei et al. 2014; Bosenbecker et al. 2014) and are capable of reducing lipid
peroxidation and increasing total thiols in biological systems (Bosenbecker et al. 2014).
In addition, da Silva et al. (2021) also demonstrated the ability of thiazolidin-4-ones to
protect against brain oxidative damage in a rat model of memory deficit.

The AChE enzyme is responsible for rapidly hydrolyzing acetylcholine into acetic
acid and choline. Although the hallmark of AChE is its catalytic activity, it is also
involved in cell adhesion and proliferation, neurite outgrowth, and glial activation
(Ballard et al. 2005; Silman and Sussman 2005). Acetylcholine is an important
neurotransmitter in the CNS, an astrocytic mitogen, and an anti-inflammatory molecule
(Guizzetti et al. 1996). Previous studies have shown that glial fibrillary acidic protein
synthesis and mRNA expression were reduced when rat glioma differentiation-induced
C6 cells were treated with acetylcholine (Ozawa et al. 2019). In addition, mice treated

with an agonist for the nicotinic acetylcholine receptor showed reduced NF-xB nuclear



46

translocation, thereby diminishing TNF-a secretion and expression (Patel et al. 2017). Of
particular importance, it has been demonstrated that acetylcholine protected against LPS
induced neuronal injury by regulating the release of the microglial pro-inflammatory
factors, including TNF-a and IL-1p (Li et al. 2019). Here, we showed that LPS induced
an increase in AChE activity in astrocytes, which should lead to a decrease in
acetylcholine levels, further contributing to the glioinflammatory process.

Treatment with DS27 was effective in preventing alterations in AChE activity
induced by LPS in astrocytes. In fact, DS27 has a chemical structure similar to
acetylcholine; therefore, it is expected that this compound acts as an AChE inhibitor, as
shown in previous studies by our research group (da Silva et al. 2020). Based on our
results, we suggest that inhibition of AChE activity in astrocytes by DS27 could increase
acetylcholine levels, an anti-inflammatory molecule, leading to inhibition of the secretion
of pro-inflammatory cytokines. In addition, previous studies have shown a decrease in
nitrite levels in astrocytes exposed to LPS and treated with a nicotinic receptor agonist
(Patel et al. 2017). Thus, it is plausible that the effects of DS27 on the decrease in nitrite
levels observed in our study could be related to its ability to inhibit AChE activity in
astrocytes, increasing the levels acetylcholine, which is able to interact with nicotinic
receptors.

LPS also induced an increase in ATP and ADP hydrolysis in astrocytes at both
time points evaluated (24 and 48 h). Ecto-nucleoside triphospho diphosphohydrolases
(NTPDases) are enzymes capable of hydrolyzing triphosphates and diphosphates into
monophosphates and can be located on the cell surface (NTPDasel-3 and NTPDase 8),
organelles (NTPDase 4-7), or be secreted (NTPDase 5 and NTPDase 6) (Zimmermann et
al. 2012). Rat astrocytes in culture express on their surface mainly NTPDase 2, which
hydrolyzes ATP to ADP (Heine et al. 1999; Kukulski et al. 2005; Wink et al. 2006;
Zebisch and Strater 2008). Brisevac et al. (2013) showed that rat astrocyte cultures
exposed to LPS (0.1 ug/ml) for 24 h predominantly expressed NTPDase 2 and showed an
increase in ATP and no changes in ADP hydrolysis due to upregulation of NTPDase 2.
In contrast, our results show that ATP and ADP have similar hydrolysis profiles in the
LPS group, suggesting the participation of other enzymes in adenine nucleotide
hydrolysis in addition to NTPDase 2. Consistent with this hypothesis, we also showed
that DS27 reduced ATP and ADP hydrolysis at 24 h. However, at 48 h, DS27 was capable
of preventing alterations in ATP hydrolysis in the LPS group, suggesting that this

compound can have a more selective effect on NTPDase 2, modulating its expression or
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activity. However, more studies are necessary to elucidate the effects of DS27 on the
NTPDase enzyme family in astrocytes.

Concerning AMP hydrolysis, LPS induced a reduction in the hydrolysis of this
nucleotide at both time points evaluated (24 and 48 h). Ecto-5’-nucleotidase (CD73) is a
glycoprotein that catalyzes the breakdown of AMP to adenosine and acts as a key enzyme
in the ectonucleotidase cascade (Langer et al. 2008; Zimmermann 2021b). Adenosine has
been shown to inhibit or activate this enzyme through Al, A3, or A2A and A2B receptors
(Cunha 2005), and reactive astrocytes display an increase in ecto-5’-nucleotidase
production (Bjelobaba et al. 2011).

Previous studies have demonstrated that treatment of rat primary astrocytes, with
LPS (0.1 pg/ml) for 24 h induced a reduction in ecto-5’-nucleotidase activity and
expression (Brisevac et al. 2012). Here, we also showed a decrease in ecto-5’-
nucleotidase activity in astrocytes exposed to LPS. A possible explanation for this
alteration is the increase in ROS levels observed in the LPS group. Data from the literature
have documented that H.O> reduced the ecto-5’-nucleotidase activity in astrocyte cultures
(Brisevac et al. 2012, 2013). Our results showed that DS27 was capable of preventing
alterations in 5”-nucleotidase activity only at 48 h. This effect of DS27 on NTPDase and
5"-nucleotidase can terminate ATP signaling (a pro-inflammatory molecule) and trigger
adenosine signaling (an anti-inflammatory and immunosuppressive molecule),
contributing to a decrease in astrocyte damage induced by LPS (Bours et al. 2006).

In fact, we observed that DS27 reduced IL-6 levels in astrocytes exposed to LPS
for 48 h. The differences in the response patterns of IL-6 at the time points evaluated (24
and 48 h) following LPS exposure were due to the concentration and time profiles and
cytokine cross regulation (Van Wagoner and Benveniste 1999; Lomenick et al. 2011).
Izeboud et al. (1999) showed that TNF-a reached maximum levels at approximately 3 h
after LPS exposure and returned to basal levels within 24 h, while the increase in IL-6
levels started later than that of TNF-o. Considering that IL-6 is a mediator of
inflammation and astrogliosis (Van Wagoner and Benveniste 1999), here we showed that
DS27 potently suppresses LPS-induced release of this pro-inflammatory cytokine.

In conclusion, we showed for the first time the glioprotective effect of DS27 in rat
primary astrocytes exposed to LPS. DS27 was capable of modulating cholinergic and
purinergic signaling, redox status, and the levels of the pro-inflammatory cytokine 1L-6.

Our results suggest that DS27 is a promising multitarget compound that may have
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beneficial effects in the treatment of neurological diseases associated with

neuroinflammation.
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Figure 2: Effects of DS27 compound (10-100 uM) on cellular proliferation of astrocytes
treated with lipopolysaccharide (LPS) after for 24 hours and 48 hours (n=3 independent
experiments, each one performed in duplicate or triplicate). *P<0.05 and *#P<0.001,
compared to control group, *P<0.05 and **P<0.01, compared to LPS group. Data are
expressed as mean + standard error of the mean and were analyzed by one-way analysis
of variance followed by Tukey’s post-hoc test.
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24h

Figure 3: Representative phase-contrast microphotographs of astrocytes exposed to LPS
and / or DS27 (10-100uM) treatment after 24 and 48 h (images were taken using an
Olympus inverted microscope; magnification 20x and 40x). Arrows indicate astrocytes
with different morphologies among different treatment groups.
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Figure 4: Acetylcholinesterase (AChE) activity in primary astrocytic culture exposed to
lipopolysaccharide (LPS) and DS27 (10-100 puM) compound after 24 hours and 48 hours.
A decrease in AChE activity was observed for all treatment concentrations of DS27 at
both times tested (n=3 independent experiments, each one performed duplicate or
triplicate). #P<0.05 compared to control group. **P<0.01 and ***P<0.001 compared to
LPS group. Data are expressed as mean * standard error of the mean and were analyzed
by one-way analysis of variance followed by Tukey’s post-hoc test.
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Figure 5: NTPDase activity using ATP and ADP as substrate and 5'-nucleotidase activity
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compound treatment (10-100 puM) after 24 hours and 48 hours. (n=3 independent
experiments, each one performed duplicate or triplicate) *P<0.05 and *#P<0.01, compared
to the control group, *P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001 compared to LPS group. Data
are expressed as mean * standard error of the mean and were analyzed by one-way
analysis of variance followed by Tukey’s post-hoc test.
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Figure 6: Reactive oxygen species (ROS), nitrite levels, and total thiol content (SH) in
compound after treatment for 24 hours and 48 hours. (n=3 independent experiments, each
one performed duplicate or triplicate). *P<0.05 and *P<0.01 compared to the control
group, *P<0.05; **P<0.01 and ***P<0.001compared to the LPS group. Data are
expressed as mean = standard error of the mean and were analyzed by one-way analysis
of variance followed by Tukey’s post-hoc test.
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Figure 7: Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and
glutathione S-transferase (GST) activities in primary astrocyte cultures exposed to
lipopolysaccharide (LPS) and DS27 (10-100 uM) compound after 24 hours and 48 hours (n=3
independent experiments, each one performed duplicate or triplicate). #P<0.05 and #P<0.01
compared to the control group, *P<0.05 and ***P<0.001, compared to the LPS group. Data are
expressed as mean * standard error of the mean and were analyzed by one-way analysis of
variance followed by Tukey’s post-hoc test.
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Figure 8: Interleukin 6 (IL-6 levels) in primary astrocyte culture exposed to lipopolysaccharide
(LPS) and DS27 (10-100 uM) compound after 24 hours and 48 hours. (n= 3 independent
experiments). #P<0.05, compared to the control group, ***P<0.001, compared to the LPS
group. Data are expressed as mean + standard error of the mean and were analyzed by one-way

analysis of variance followed by Tukey’s post-hoc test.



5. Discusséo

No presente estudo demonstrou-se o potencial efeito glioprotetor do composto
DS27 contra alteracbes morfolégicas e bioquimicas induzidas por LPS em cultura
primaria de astrécitos. Em relacdo ao tratamento com LPS, nossos resultados
corroboram com dados prévios da literatura, que também demonstraram alteractes
na morfologia e proliferacédo celular, aumento na atividade da AChE e dano oxidativo
em cultura primaria de astrocitos de ratos expostas ao LPS (PACHECO et al., 2018).
Além disso, é bem documentado na literatura que o LPS também induz a producéo
de citocinas pro inflamatérias e a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (KANG et al., 2019; XU et al., 2017).

Em relagdo aos dados de estresse oxidativo observou-se um aumento nos
niveis de ROS e nitritos e uma diminuicdo no contetdo tidlico total e na atividade das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPX) em astrocitos expostos ao LPS. Como o
LPS néo afeta a cadeia transportadora de elétrons (MCNAUGHT; JENNER, 2000), é
possivel que a producdo de ERO tenha se dado por outra via, como a da enzima
NADPH oxidase, presente na membrana plasméatica do astrdcito e mais expressa em
astrocitos reativos (BEDARD; KRAUSE, 2007). Entretanto, os resultados de ERO
devem ser interpretados com cautela, uma vez que o reagente utilizado, o diacetato
de 2',7’-diclorofluoresceina (DCFH2DA), o qual reage com diversas espécies, como
NO2, «OH, CO3e-, além do H202 — que indica indiretamente a produgao de O2-- pela
célula (WRONA; WARDMAN, 2006).

A reducgdo na atividade das enzimas antioxidantes em astrocitos expostos ao
LPS pode contribuir para os niveis elevados de ROS observados neste estudo. A
ativacado do receptor Toll-like 4 por LPS leva a ativacdo das vias de sinalizacdo nos
astrocitos do NF-kB, MAPK e JAK1 /STAT1 que por sua vez diminuiu a expressao da
SOD (GORINA et al., 2011). Além disso, também tém sido demonstrado que o LPS é
capaz de suprimir a expressao génica e proteica de GPx e CAT (KIM, C. Y. et al.,
2020; KUCUKGUL; ERDOGAN, 2017).

O composto DS27 foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de ROS e nitrito
induzidos LPS nos astrécitos nos dois tempos avaliados (24 e 48h). Nossos achados
estdo de acordo com dados da literatura que também demonstraram que tiazolidin-4-
onas tém atividade antioxidante (APOTROSOAEI et al., 2014; BOSENBECKER et al.,



64

2014; ISLOOR et al., 2013) sendo capaz de reduzir a peroxidacgao lipidica e aumentar
0 grupo tiol total em sistemas biologicos (BOSENBECKER et al., 2014). Além disso,
DA SILVA et al. (2021) também demonstraram a capacidade das tiazolidin-4-onas em
proteger contra o dano oxidativo cerebral induzido por modelo de déficit de meméria
em ratos. Considerando que o0 estresse oxidativo esta associado as doencas
neurodegenerativas e a neuroinflamacao esses achados em relacdo a reducdo de

espécies reativas oxidativas e nitrosativas pelo DS27 sdo positivos e promissores.

No entanto, nas analises do conteudo tiélico total o composto DS27 nao foi
capaz de prevenir a reducao induzida pelo LPS nos astrocitos. Considerando que 0s
astrocitos sdo importantes produtores de GSH no SNC (DRINGEN; BRANDMANN,
2015), uma possivel explicacdo seria de atividade aumentada de mecanismos
celulares, como a glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST), que
usem de GSH, oxidando-a a GSSG - logo, reduzindo disponibilidade de grupos tiois
durante andlise. Entretanto, a medic&o do conteudo tidlico por meio do reagente acido
5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), apenas reflete um panorama geral da
quantidade disponivel de grupos tidis passiveis de oxidacdo, ndo discriminando
glutationa de outras proteinas (HAWKINS; DAVIES, 2019). O composto DS27 também
nao preveniu as alteracdes na atividade da SOD induzidas por LPS. Entretanto, em
48 h, aparentemente ha uma tendéncia de aumentar, embora os dados ndo tenham
sido estatisticamente significativos. Considerando que essa enzima trabalha, tanto na
matriz mitocondrial como no citoplasma, convertendo O2- a H202, é possivel que as
reducdes nos niveis de ROS durante os tratamentos tenham ocorrido pela a¢édo da

molécula em outro alvo que ndo essa enzima.

Em relacdo a atividade da CAT, percebeu-se um aumento nos astrocitos
expostos ao LPS e tratados com de DS27 (100 uM) no tempo de 24 h, porém, em 48
h, ndo houveram diferencas nos niveis dos grupos tratados com DS27 em
comparacao ao grupo LPS. Considerando que a CAT precisa de um estado redox da
GSH adequado, e considerando a possibilidade da redu¢éo dos niveis de tiois serem
reflexo direto do nivel de GSH, isso explicaria a diminuicao da atividade dessa enzima
(SOKOLOVA et al., 2001). A analise da GPx apresentou diminuicdo de atividade no
tempo de 24 h, em comparacao ao LPS, principalmente no grupo exposto a 100 uM
de DS27, para o qual, surpreendentemente o quadro se inverte no tempo de 48h.

Embora os resultados nédo parecam ter influéncia direta da molécula nas suas
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concentracfes, estranhamente a tendéncia presente nos graficos parecem

representar o inverso do que se apresenta na CAT.

No ensaio da GST, os resultados obtidos mostram uma reducdo na atividade
enzimatica em todas as concentracdes utilizadas de DS27 no tempo de 24 h, que ndo
se altera, em relacdo ao LPS, em 48 h — ao contrario do LPS, que apresenta uma
reducdo na atividade dessa enzima de 24 h para 48 h, em relacdo ao controle.
Entretanto, a afericdo da atividade se da pelo reagente 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB), que nao discrimina entre as isoformas dessa enzima distribuidas nos
compartimentos celulares, apenas permitindo inferir sobre o estado geral da sua
atividade enzimatica na célula (BURATTI et al., 2021).

A enzima AChE é responsavel por hidrolisar rapidamente a acetilcolina em
acido acético e colina. A acetilcolina € um importante neurotransmissor do SNC e uma
molécula com acdes anti-inflamatérias (GUIZZETTI et al., 1996). Quando astrocitos
foram expostos ao LPS ocorreu um aumento na atividade da AChE. Entretanto, o
composto DS27 foi capaz de prevenir as alteracdes na atividade da AChE induzidas
por esse protocolo experimental. O DS27 tem uma semelhanca estrutural quimica
com a acetilcolina, sendo assim, é esperado que esse composto seja capaz de inibir
a atividade da AChE, conforme demonstrado em estudos anteriores de nosso grupo
de pesquisa (DA SILVA et al. 2020). Com bases nestes achados, podemos sugerir
qgue a inibicdo da atividade da AChE em astrocitos pelo DS27 poderia aumentar 0s
niveis de acetilcolina, uma molécula anti-inflamatéria, levando a inibicdo da secrecao

de citocinas proé-inflamatoérias como a IL-6, conforme observado no presente estudo.

Os resultados para a hidrélise de ATP, em 24 h, revelam pouca diferenca entre
as concentragdes de 10 e 25 uM com o grupo LPS, havendo apenas uma redugao na
atividade de hidroélise para as concentragdes de 50 e 100 uM. Em 48 h, o grupo LPS
apresenta aumento da hidrélise de ATP e 0s grupos expostos a DS27 mostram uma
reducdo na atividade de hidrodlise de ATP. Essa légica se inverte na hidrélise de ADP,
onde ha diferenca nos grupos testados em comparacao ao LPS em 24 h, e, em 48 h,
a atividade de hidrdlise de ADP fica aumentada. Considerando o supracitado, de que
astricitos expressam majoritariamente a NTPDase2 — que preferencialmente hidrolisa
ATP, pode-se inferir de que a hidrolise de ADP, por ser realizada por outras NTPDases,

ficam limitadas pela concentragdo de ADP resultante da hidrolise de ATP realizada
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pela NTPDase 2. Logo, a DS27 de alguma forma poderia estar regulando a atividade

dessa enzima mais de que outras, explicando o aumento da hidrolise de ADP em 48h.

Os resultados da 5-nucleotidase nao demonstraram diferengas significativas
entre as concentracfes do composto DS27 e LPS em 24 h. No entanto, em 48 horas,
as concentragdes de 50 uM e 100 uM de DS27 aumentaram a atividade desta enzima.
No entanto, torna-se necessario mais estudos para avaliar se a atividade aumentada
foi devido a algum tipo de modulacéo, por parte da DS27, sobre a 5" -nucleotidase ou
se é um reflexo de alguma outra via reguladora dessa enzima. Uma vez que todos 0s
grupos, exceto o controle, foram expostos ao LPS por 3 h, a reducéo da atividade de
5 -nucleotidase pode se dar por meio de algum mecanismo de inflamacéo ativado pelo
LPS, possivelmente envolvendo a via da NF-kB. Entretanto este efeito do composto
DS27 na NTPDase e 5'-nucleotidase pode modular a sinalizacdo de ATP (uma
molécula pré-inflamatoéria) e iniciar a sinalizacdo de adenosina (uma molécula anti-
inflamatdria e imunossupressora) contribuindo para diminuir o dano astrocitério

induzido por LPS.

Desta forma, considerando que o processo de neuroinflamacao é complexo e
que envolve varias vias de sinalizacdo, o composto DS27 apresenta um promissor
potencial terapéutico uma vez que, conforme demostrado pelos nossos resultados,
ele pode modular diferentes alvos envolvidos na inflamacé&o. Entretanto mais estudos
sdo necessarios para elucidar melhor os mecanismos envolvidos no efeito
neuroprotetor do composto DS27, bem como seus efeitos terapéuticos e parametros

de toxicidade em modelos in vivo.



6. Concluséo

O composto DS27 apresentou efeito glioprotetor em um modelo de
neuroinflamacdo em cultivo primario de astrocitos expostos ao LPS. Dentre o0s
mecanismos associados a este efeito pode-se citar a agdo inibidora da atividade da
AChE, diminuicdo da producdo de espécies reativas oxidativas e nitrosativas e
reducdo nos niveis da citocina pro-inflamatoria IL-6.

Além disso, o composto DS27 também foi capaz de modular a atividade de
ectonucleotidases em astrocitos expostos ao LPS. Cabe ressaltar que esse € o
primeiro estudo demonstrando o potencial de compostos da classe das tiazolidinonas
em modular a sinalizagéo purinérgica em astrocitos.

Finalmente, nossos resultados sugerem que o DS27 € um composto multialvo
promissor que pode ter efeitos benéficos no tratamento de doencas neuroldgicas

associadas a neuroinflamacao.
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Anexo A — Carta de Aprovacdo no Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 4/2019/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.046528/2018-11
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial anticolinesterasico de heterociclos contendo atomos de
nitrogénio e enxofre: estudos in vitro e in vive” processo niimero 23110.046528/2018-11, de
responsabilidade de Roselia Maria Spanevello- que envolve a produgao, manutengio ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua complementagio pela
Comissio de Etica em Experimentagio Animal, em reunido de 10/12/2018.

Finalidade ( X ) Pesquisa ( ) Ensino
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IN® de animais 366
Idade 20 com 1-3 dias e 336 com 60 dias
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Origem Biotério Central-UFPel
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