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1. INTRODUCAO

A neuroinflamacdo € uma reacdo imune no sistema nervoso central (SNC),
apresentando reatividade de células gliais, em especial microglia e astrocitos, e
sendo mediada por fatores pré-inflamatérios como citocinas e espécies reativas de
oxigénio (ERO) (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; RANSOHOFF, 2016).

Das células da glia, os astrocitos destacam-se devido aos papéis de
manutencdo da homeostasia do SNC, a partir de uma comunicacdo mdtua com as
demais células residentes por meio de citocinas, ERO e de metabdlitos como os
nucleotideos de adenosina (BURNSTOCK et al., 2011; VERKHRATSKY;
NEDERGAARD, 2018). Os astrdcitos respondem a insultos no SNC com mudancas
morfologicas e genéticas que refletem nas suas fungBes e influenciam a
neuroinflamacdo (SOFRONIEW, 2020). Ainda nesse contexto, a expressado de
receptores de reconhecimento de padrbes, participes do sistema imune inato,
denominados receptores do tipo toll (TLR), permite que o astrdcito reconhe¢a uma
ampla gama de antigenos, como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias, sendo
um meio de disparo da reatividade astrocitaria (PAUL-CLARK et al., 2012). O LPS
tem sido amplamente utilizado para estudos envolvendos a neuroinflamacéo, a qual
€ uma condicdo associada a fisiopatologia de doencas neurodegenerativas como
a Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson (BAIZABAL-CARVALLO;
ALONSO-JUAREZ, 2020; QIAN et al., 2021).

As ecto-nucleosideo trifosfato hidrolases (E-NTPDases) sdo uma familia de
enzimas que hidrolisam di- e tri- nucleotideos e nucleosideos de adenina, enquanto
a ecto-5-nucleotidase (eN) é uma enzima que cliva a adenosina monofosfato
(AMP) em adenosina. Essas enzimas fazem parte do sistema purinérgico e sao
responsaveis por grande parte da hidrélise de ATP até adenosina, sendo expressas
em astrocitos (WINK et al., 2006; ZIMMERMANN, 2021). O ATP extracelular e seus
produtos de degradacdo ativam importantes vias de sinalizacdo através de
receptores purinérgicos — ligados a proteina G e ativados por adenosina
(receptores P1), ionotropicos (receptores P2X) e metabotrépicos (P2Y) (OLIVEIRA,
ILLES; ULRICH, 2016). Essa via de sinaliza¢cdo € um meio de comunicacao entre
as células do SNC, e, portanto, tornou-se um alvo farmacolégico no contexto da
neuroinflamacdo, na possibilidade de modular as interacbes entre neurdnios e
células reativas da glia, como os astrocitos (BURNSTOCK et al., 2011; WINK et al.,
2006).
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As tiazolidinonas constituem-se de um anel heterociclico de cinco membros
contendo um atomo de enxofre na posicdo um, um atomo de nitrogénio na posicéo
trés e um grupo carbonila em outra posicdo, e apresentam diversas funcdes
biolégicas dependendo dos substituintes presentes (KAUR MANJAL et al., 2017).

Em vista da necessidade de bioprospectar novos compostos para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, este trabalho objetivou avaliar os
efeitos do composto 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona
(DS27) na atividade das enzimas NTPDases e ecto-5-nucleotidases em cultivo
primario de astrécitos de ratos em modelo in vitro de neuroinflamacéo por LPS.

2. METODOLOGIA

O composto DS27 foi sintetizado de acordo com Da Silva et al. (2016), no
Laboratorio de Quimica Aplicada a Bioativos da UFPel. A tiazolidinona sintetizada
foi devidamente confirmada e caracterizada por CG-EM e por RMN de 1H e 13C.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 46528-2018). 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 condicfes de cultivo
por 20 dias até maturacdo e confluéncia.

Foi avaliado o efeito do composto DS27 no seguinte protocolo: as células
foram expostas a LPS, 10 yg/ml, por 3 h. A seguir, 0 meio era removido e meio de
cultivo contendo concentragdes de 10, 25, 50 e 100 uM/ml de DS27 era adicionado
e deixado por 24 h. A atividade de NTPases e eN foi analisada segundo Chan,
Delfert e Junger (1986), em triplicata, utilizando ATP, ADP e AMP.

Os dados foram expressos como médiaterro padrao 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

Foi observado um aumento na hidrélise de ATP no grupo tratado com LPS em
relacdo ao controle (P<0,05), enquanto houve uma diminuicdo significativa
(P<0,05), na hidrdlise dos grupos tratados com 50 e 100 uM/ml de DS27 em relacao
ao grupo LPS. Isso pode ser devido a uma modulacéo da atividade da enzima, pela
DS27, ou diminuicdo da expressdo da NTPDase 2 — principal enzima que hidrolisa
de ATP em astrécitos (WINK et al., 2006). Durante o processo de morte celular, ha
um grande extravasamente de ATP (ZIMMERMANN, 2021), possivelmente
refletindo no aumento da atividade da NTPDase no grupo LPS. A diminui¢cdo nos
grupos DS27 pode se dar por diminuicdo de morte celular, logo, diminuicdo do
substrato disponivel.

Na hidrélise da adenosina difosfato (ADP), uma diminuicdo significativa foi
observada no grupo tratado com 100 yM/ml (P<0,001), seguido dos grupos 25 e 50
pM/ml (P<0,01) e do grupo 10 pM/ml (P<0,05) em relacdo ao grupo LPS. Em
astrocitos, a NTPDasel e 3 sdo as responsaveis pela hidrolise de ADP a adenosina
monofosfato. O grupo LPS apresentou novamente um aumento significativo
(P<0,05) na hidrélise de ADP em relac&o ao grupo controle.
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Figura 1 — Efeito do composto DS27 em cultura de astrocitos expostos a LPS (10
ug/ml) na atividade de hidrélise de ATP, ADP eAMP por ectonucleotidases. ####
Estatisticamente diferente do grupo controle (P<0,05; P<0,001, respectivamente).
* *x dkk o Egstatisticamente diferente do grupo LPS (P<0,05; P<0,01; P<0,001,
respectivamente).

Na hidrolise de AMP, apenas o grupo tratado com LPS apresentou reducao
da hidrolise em comparacdo com o grupo controle (P<0,001). Os grupo tratados
com DS27 ndo apresentaram resultados significativamente diferentes do grupo
LPS.

4. CONCLUSOES

A partir das analises realizadas, o cultivo primario de astrocitos de ratos
submetidos ao dano induzido por LPS apresentou alteracdes na hidrélise de ATP
e ADP apéds 24h, sendo revertido pelo tratamento com a tiazolidinona 3-(3-
(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona  (DS27). Entretanto, o
composto néo foi capaz de reverter a diminuigdo da hidrélise de AMP induzida por
LPS.

Tendo em vista o potencial farmacolégio e terapéutico das tiazolidin-4-onas e
do sistema purinérgico, o presente trabalho observou um efeito modulador da
atividade de ectonucleotidases pelo DS27, sugerindo que este composto pode ter
uma acao terapéutica promissora por interferir em mecanismos associados a
neuroinflamacdo. Entretanto, sdo necessarios mais estudos que permitam
confirmar esse papel.
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