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1. INTRODUCAO

As tiazolidin-4-onas sdo compostos que possuem um anel heterociclico de
cinco membros, contendo um atomo de enxofre e um de nitrogénio, € um grupo
carbonila na posicao 4 (TRIPATHI et al., 2014). Esse nucleo farmacéforo permite
inimeras substituicbes nas posicdes 2, 3 e 5, o que da origem a diversas
atividades biolégicas destes compostos (KAUR et al., 2017) tais como acbes
antitumorais (DA SILVEIRA et al., 2019), anti-inflamatérias (LIARAS;
FESATIDOU; GERONIKAKI, 2018) e neuroprotetoras (DA SILVA et al., 2016).

A neuroinflamacdo € uma resposta inflamatéria, originada no sistema
nervoso central (SNC), desencadeada apés injuria, com ativacdo de células da
glia (MORALES et al., 2014), em especial, astrocitos e microglia. Apesar de uma
resposta aguda ser considerada benéfica em decorréncia de inducdo do reparo
tecidual, a persisténcia da resposta neurinflamatoéria contribui para o processo de
morte neuronal (WILKINS et al., 2014). Embora a relagdo da neuroinflamagéo e
doencas neurodegenerativas seja bem evidenciada, todavia ainda sao
necessarios mais estudos que estabelecam se € uma relacédo causal ou apenas
uma consequéncia (ELLWARDT; ZIPP, 2014).

Os astrocitos sdo ceélulas do SNC que participam da neurotransmissao
(SANTELLO; VOLTERRA, 2012), da formagao e funcionamento da barreira
cérebro-sangue (FIGLEY; STROMAN, 2011), na regulacdo da plasticidade
sinaptica e no suporte metabodlico aos neurdnios (MORALES et al., 2014). Alguns
exemplos de desencadeadores de resposta neuroinflamatéria sdo a exposicao a
moléculas de patdgenos, como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias, e o
estresse oxidativo (GLASS et al., 2010).

O LPS causa modificagBes estruturais nos astrocitos e induz a liberagéo de
moléculas proé-inflamatérias como citocinas, prostanoides e oOxido nitrico
(JENSEN; MASSIE; DE KEYSER, 2013; TYAGI et al., 2010). O estresse oxidativo
pode ser induzido por uma producéo exacerbada de espécies reativas de oxigénio
(ERO) por células gliais ativadas e por ativacdo das vias das cicloxigenases
(COX) e da lipoxigenase (LOX) (NIRANJAN, 2014). A fonte de ERO em
astrocitos, na sua maioria, € a NADPH oxidase astrocitaria, em resposta a ERO
liberada pela microglia ativada. Assim, os astrocitos sdo ativados e passam a
também liberar ERO. Isso culmina num ciclo de liberagdo de ERO e outros
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compostos, como citocinas, que esta associado a neurotoxicidade presente nas
doencas neurodegenerativas (GLASS et al., 2010). Destarte, a bioprospeccédo de
compostos que atuem na reducdo de ERO na neuroinflamacdo é capaz de
conduzir a descoberta de novos compostos para o tratamento da neuroinflamacao
e, consequentemente, de doencas neurodegenerativas.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da 3-(3-
(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27) em cultivo primario
de astrécitos de ratos expostos a LPS em um protocolo de prevencdo e de
reversdo. A partir de ensaios da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), por DCFH-DA (2’,7’-diclorodiidrofluoresceina diacetato), e de proliferacao
celular por sulforodamina B (SRB) avaliou-se a acédo sobre estresse oxidativo e a
citotoxicidade celular, respectivamente.

2. METODOLOGIA

O composto  3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona
(DS27) foi sintetizado de acordo com Silva et al. (2016) no Laboratério de
Quimica Aplicada a Bioativos da UFPel. A tiazolidin-4-ona sintetizada foi
devidamente confirmada e caracterizada por CG-EM e por RMN de *H e *C.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 9219). As culturas primarias de
astrocitos foram obtidas a partir do cortex cerebral de ratos wistar neonatos com 1
a 2 dias de vida segundo Gottfried et al. (1999) e mantidas em condi¢cbes de
cultivo por 20 dias até maturacéo e confluéncia.

Foram avaliados os efeitos do composto DS27 em dois protocolos:
prevencdo e reversao. No protocolo de prevencao, as células foram expostas ao
composto DS27 diluido em DMSO nas concentracfes de 10, 25, 50 e 100 pM/mL
por 3 horas. Apés, as células foram expostas ao LPS (10 pug/ml) por 3 horas. No
protocolo de reversdo, as células foram expostas primeiro ao LPS, na mesma
concentracdo e tempo citados, e, apos, tratadas com o composto DS27 por 3
horas. Um grupo apenas recebeu tratamento com LPS, sem exposicdo as
concentracbes de DS27, e outro grupo, controle, ndo recebeu quaisquer
tratamentos. ApOs os tratamentos, foi realizado o ensaio de proliferacdo celular
por SRB segundo Da Silveira et al. (2019) e os niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROS) segundo Dos Santos et al. (2016).

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo e analisados por
ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Tukey. A diferenca entre os grupos foi
considerada significativa quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No protocolo de prevencdo o LPS aumentou os niveis de EROS e a
proliferacdo celular em cultura priméria de astrocitos e o composto DS27 néo foi
capaz de prevenir estas alteracdes. Ja no protocolo de reversédo, o LPS induziu
um aumento de EROS, sendo que o composto DS27 foi capaz de reverter esta
alteracdo em todas as concentracdes testadas, quando comparado ao grupo LPS
(Figura 1). No protocolo de reversdo nado foram observadas alteragcbes na
proliferacéo celular dos astrécitos em nenhum dos grupos avaliados (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito do composto DS27 em cultura de astrocitos antes da
exposicdo com LPS (protocolo de prevencdo) e apO0s a exposicdo ao LPS
(protocolo de reversdo) nos testes de proliferacdo celular (SRB) e niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO). *** *** Estatisticamente diferente do grupo
controle (P<0,05; P<0,001 e P<0,0001; respectivamente).” ## Estatisticamente
diferente do grupo LPS (P<0,05 e P<0,0001; respectivamente).

A partir dos dados obtidos, observou-se que a tiazolidin-4-ona DS27 néo
apresentou citotoxicidade aos astrocitos nas concentracfes testadas e contribuiu
para a diminui¢do da producéo de ERO, no protocolo de reversao.

No estado neuroinflamatério, a producéo exacerbada de ERO pelo astrécito
€ um dos elementos que contribuem para a neurotoxicidade. (GLASS et al.,
2010). Esse aumento pode ser induzido por compostos liberados pela microglia
ativada bem como pela acédo das enzimas COX e LOX, uma vez que a producéo
de prostaglandinas aumenta a peroxidacao lipidica e diminui os compostos anti-
oxidantes enddgenos da célula (NIRANJAN, 2014). Uma vez que inameras
tiazolidin-4-onas foram estudadas e sintetizadas para apresentaram acao
antinflamatoria, por inibicho de COX e LOX (LIARAS; FESATIDOU,
GERONIKAKI, 2018), existe a possibilidade de que a DS27 atue em algum passo
da via das prostaglandinas, podendo ser uma explicacédo para a reducdo de ERO
encontrada no protocolo de reversao. Entretanto, é necessario elucidar qual via
envolvida no aumento de ERO é o alvo molecular do composto aqui estudado.

4, CONCLUSOES

Finalmente, tendo em vista o grande potencial farmacol6gico das tiazolidin-
4-onas e os resultados obtidos no presente estudo, a DS27 apresenta-se como
um candidato promissor a um farmaco atuante na neuroinflamacdo e,
potencialmente, no tratamento de doencas neurodegenerativas.
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