M 7@ SEMANA

W INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
4 LiEREl 2021

INOSINA PREVINE O AUMENTO DE ESPECIES REATIVAS E DA ATIVIDADE
DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM CULTURA PR!MARIA DE ASTROCITOS
EXPOSTAS AO LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

SARA KESKE'; FERNANDA CARDOSO TEIXEIRA?, NATHALIA STARK PEDRA?;
MAYARA SANDRIELLY PEREIRA SOARES*; ROSELIA MARIA SPANEVELLO®

"Universidade Federal de Pelotas— saarakeske@gmail.com
2Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre — fe.t@hotmail.com
3Universidade Federal de Pelotas — nathaliastak@hotmail.com
“Universidade Federal de Pelotas — mspereirasoare@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — rspanevello@gmail.com

1. INTRODUCAO

A neuroinflamacado esta relacionada com diversas patologias como por
exemplo, a obesidade, doenca de Alzheimer, no transtorno depressivo maior e
diabetes mellitus do tipo 2 (LAINEZ e COSS, 2019; CALSOLARO e EDISON,
2016; KIM et al., 2016; KACIROVA et al., 2020). A liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, espécies reativas, quimiocinas e mensageiros secundarios
caracteriza a resposta inflamatoéria no sistema nervoso central (SNC),
denominada neuroinflamagao (DISABATO et al., 2016). Os astrocitos sdo células
gliais que desempenham importantes fun¢des associadas a fisiologia do SNC tais
como na inflamagdo (WHEELER et al., 2019), permeabilidade da barreira
hematoencefalica, e na génese e manutencéo de sinapses (CHRISTOPERSON et
al., 2005; SANTELLO et al., 2009; SOFRONIEW, 2015). Entretanto, dependendo
do estimulo, os astrécitos podem exacerbar as reacdes inflamatdrias contribuindo
para o desenvolvimento de doencas neurolégicas. Assim, terapias com foco nos
astrocitos tém se tornado uma area de pesquisa promissora para o0
desenvolvimento de novos farmacos para doengas que afetam o SNC.

Dentre as moléculas com acdo anti-inflamatéria pode-se destacar a
inosina (JUNQUEIRA et al.,, 2017). A inosina é um metabdlito proveniente da
desaminagao da adenosina em uma reacgao catalisada pela enzima adenosina
desaminase. Dados da literatura ja tém demonstrado que a inosina além de ter
acao anti-inflamatéria também tem acdo antioxidante e protetora (MA, 2011;
CHEN et al., 2002; GUO et al., 2021). Além disso, em relagdo aos astrocitos,
Cipriane e colaboradores (2014) também demonstraram a capacidade protetora
da inosina em um modelo de estresse oxidativo induzido por perdxido de
hidrogénio em cultura astrocitaria. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos da inosina em parametros de estresse oxidativo em cultura
primaria de astrécitos expostas ao LPS.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA
4808-2017). Para a cultura de astrocitos foi utilizado o cértex de ratos Wistar
neonatos (1-2 dias) e as células foram mantidas em condi¢des ideais de cultivo,
conforme descrito por Gottfried e colaboradores (1999).
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Neste estudo foi realizado um protocolo de prevencédo com a inosina. Sendo
assim, apos 15 dias, nas condigbes descritas acima, as culturas primarias de
astrécitos foram primeiramente expostas a inosina nas doses de 12,5, 25, 50 e
100 pg/kg. Apds 48 horas do tratamento com inosina, as células foram expostas
ao lipopolissacarideo (LPS) sob concentragdo de 1 pg/mL durante 3 horas. As
células controle foram mantidas apenas em DMEM com 10% de soro fetal bovino.
Posteriormente, realizou-se ensaio de espécies reativas de oxigénio (EROS), de
niveis de nitrito e de atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT).

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o teste de ANOVA de
uma via e em seguida por teste de post-hoc de Tukey. Assim, foram considerados
valores significativos quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na Figura 1, o LPS promoveu um aumento nos niveis de
EROS e na atividade das enzimas SOD e CAT nas culturas primarias de
astrocitos (P<0.05). As concentracdes de inosina de 25, 50 e 100 pg/kg foram
capazes de prevenir o aumento de EROS induzido pelo LPS, enquanto que todas
as concentragdes de inosina testadas preveniram as alteragdes na atividade das
enzimas antioxidantes (P<0.05). Em relacdo aos niveis de nitrito, ndo foram
observadas alteragdes em nenhum dos grupos avaliados no tempo de 48h.
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Figura 1 - Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), niveis de nitrito e
atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) e da enzima catalase (CAT) em
cultura primaria de astrocitos exposta a inosina e posteriormente ao LPS. A
expressao dos dados é por média terro padrao. Considera-se *P<0,05 ** P<0,01
e *** P<0,001 quando comparado com o grupo LPS. # considera-se para p<0,05,
## P<0,01, comparado com o grupo controle.
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Pelo fato dos astrocitos atuarem como moduladores da resposta imune
SNC, a liberacdo exacerbada de espécies reativas por estas células pode
contribuir para a neuroinflamagao (BRAMBILLA, 2019), uma vez que a produgéo
de radicais livres pode ativar vias pré-inflamatérias, como a do fator nuclear kappa
B (NF-kB) (LINGAPPAN, 2018). Em condi¢cdes de neuroinflamacdo o fator de
transcricdo Nrf2 é ativado e garante que enzimas antioxidantes sejam transcritas
(CHEN et al., 2020). Contudo, foi demonstrado que em células, modificadas
geneticamente para auséncia do gene codificante para Nrf2, houve ativagao maior
da via de NF-kB e maior liberacéo de fatores pré-inflamatérios (PAN et al., 2011).
Dentre as enzimas, nas quais a Nrf2 regula a transcricao estdo CAT e SOD (ZHU
et al., 2005). Estas enzimas promovem reag¢des de neutralizagdo das espécies
reativas.

Em relacdo a inosina os dados deste trabalho corroboram com outros
dados da literatura que também relataram a agao deste nucleosideo em modular
o status redox em cérebro de ratos (RUHAL e DHINGRA, 2018). Um possivel
mecanismo envolvido neste efeito da inosina pode estar associado ao aumento
do urato, o qual tem sido descrito como uma importante defesa antioxidante
enddgena contra danos oxidativos e nitrosativos.

4. CONCLUSOES

A inosina foi capaz de prevenir as alteragdes no status redox induzido pelo
LPS em cultura primaria de astrocitos sugerindo que esta molécula possui uma
acao promissora para o tratamento de doengas neurologicas associadas com
neuroinflamacéo.
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