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RESUMO

A homeostase do cérebro de mamiferos ¢ mantida por um arranjo complexo de tipos celulares
heterogéneos que orquestram o metabolismo e a neurotransmissdo. Tal equilibrio ¢
comumente perturbado em condigdes neuropatologicas cronicas, tais como doengas de
Parkinson e Alzheimer, e condigdes agudas, como o acidente vascular cerebral isquémico.
Estas condi¢des tém a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo como mecanismos centrais,
sendo o ultimo recentemente ligado a uma nova forma oxidativa de morte celular chamada
ferroptose. Neste trabalho, propusemos duas estratégias experimentais em modelos distintos,
que objetivaram reduzir a morte neuronal causada pela ferroptose. A primeira investigou se
um analogo inédito do probucol, 4,4’-Diselanediilbis (2,6-di-tert-butilfenol) ou C2, o qual
demonstrou propriedades anti-ferroptoticas in vitro, seria capaz de induzir efeitos protetores
em um cendrio fisiopatoldgico in vivo de dano oxidativo e ferroptotico. Para isto, ratos Wistar
adultos foram submetidos a um acidente vascular cerebral (AVC) isquémico focal
experimental por meio de injegdes centrais do vasoconstritor endotelina-1 (ET-1; 800
pmol/sitio). O composto C2 foi selecionado com base em sua baixa toxicidade in vivo, sendo
administrado (20 e 50 mg/kg, i.p.) em 1, 24, 48 ¢ 72 h apés a administracido de ET-1.
Realizaram-se testes comportamentais relacionados ao desempenho motor (teste de remogao
do adesivo, teste de equilibrio em feixe e teste do cilindro) no dia 5 apds a indugdo da
isquemia. Apos os testes comportamentais, todos os animais foram perfundidos e os cérebros
coletados para andlises imunohistoquimicas da proteina glial fibrilar acida (GFAP). Os
animais que receberam apenas ET-1 tiveram significativo comprometimento motor e
sensorial, e gliose reativa. Em contraste, animais tratados com ET-1 + C2 mostraram
recuperagdo significativa dos prejuizos motores e sensoriais induzidos por ET-1, além de
redugdo da gliose reativa. Em um modelo in vitro utilizando cultivos celulares, investigamos o
potencial protetor inexplorado dos produtos da ativacdo microglial contra um dano
ferroptdtico induzido por glutamato em células neuronais HT22. Cultivos de células
microgliais (BV-2) foram estimulados com 5-100 ng/mL lipopolissacarideo (LPS) por 24 h e,
apods confirmagdo da ativacdo microglial, seu meio de cultura (meio condicionado; MC) foi
transferido para células neuronais HT22, as quais foram posteriormente (6 h depois) expostas
a altas concentragdes de glutamato (modelo classico de ferroptose) ou ferc-butil
hidroperdxido (--BuOOH). Como achado principal, as células HT22 pré-tratadas por 6 h com
MC derivado de células BV-2 estimuladas com LPS exibiram significativa resisténcia a
ferroptose, caracterizada pela diminui¢cdo da sensibilidade a citotoxicidade induzida por
glutamato (15 mM). No entanto, ndo foram observados efeitos protetores significativos do
MC em células desafiadas com ~-BuOOH (30 uM). Esses resultados indicam que moléculas
derivadas de micréglias ativadas podem proteger as células neuronais contra a ferroptose
induzida pelo glutamato, mas ndo contra outros danos de natureza oxidativa, como os
induzidos pelo ~-BuOOH. Nosso trabalho destacou os produtos da ativagdo microglial e o
promissor andlogo C2 como inibidores da morte celular ferroptotica, trazendo novas
possibilidades para o tratamento ou melhora da qualidade de vida de pacientes que sofreram
AVC isquémico.

Palavras-chave: AVC isquémico. Endotelina-1. Probucol. Meio condicionado. Ferroptose.



ABSTRACT

Mammalian brain homeostasis is maintained by a complex array of heterogeneous cell types
that orchestrate metabolism and neurotransmission. Such balance is commonly disturbed in
chronic neuropathological conditions, such as Parkinson's and Alzheimer's diseases, and acute
conditions, such as ischemic stroke. These conditions have neuroinflammation and oxidative
stress as central mechanisms, the latter being recently linked to a new oxidative form of cell
death called ferroptosis. In this work, we proposed two experimental strategies in different
models, which aimed to reduce neuronal death caused by ferroptosis. The first investigated
whether a novel probucol analogue, 4,4’-Diselanediylbis (2,6-di-tert-butylphenol) or C2,
which demonstrated anti-ferroptotic properties in vitro, would be able to induce protective
effects in a pathophysiological scenario of oxidative and ferroptotic damage in vivo. For this,
adult Wistar rats were submitted to an experimental focal ischemic stroke via central
injections of the vasoconstrictor endothelin-1 (ET-1; 800 pmol/site). Compound C2 was
selected on the basis of its low toxicity in vivo, being administered (20 and 50 mg/kg, i.p.) at
1, 24, 48 and 72 h after ET-1 administration. Behavioral tests related to motor performance
(adhesive removal test, beam balance test and cylinder test) were performed on day 5 after
induction of ischemia. After behavioral tests, all animals were perfused and brains collected
for immunohistochemical analysis of glial fibrillary acidic protein (GFAP). Animals that
received only ET-1 had significant motor and sensory impairment, and reactive gliosis. In
contrast, animals treated with ET-1 + C2 showed significant recovery from ET-1-induced
motor and sensory impairments, in addition to a reduction in reactive gliosis. In an in vitro
model using cell cultures, we investigated the unexplored protective potential of microglial
activation products against glutamate-induced ferroptotic damage in HT22 neuronal cells.
Microglial cell cultures (BV-2) were stimulated with 5-100 ng/mL lipopolysaccharide (LPS)
for 24 h and, after confirmation of microglial activation, their culture medium (conditioned
medium; CM) was transferred to HT22 neuronal cells, which were later (6 h later) exposed to
high concentrations of glutamate (classical model of ferroptosis) or tert-butyl hydroperoxide
(--BuOOH). As a main finding, HT22 cells pretreated for 6 h with CM derived from LPS-
stimulated BV-2 cells exhibited significant resistance to ferroptosis, characterized by
decreased sensitivity to glutamate-induced cytotoxicity (15 mM). However, no significant
protective effects of CM were observed in cells challenged with +-BuOOH (30 uM). These
results indicate that molecules derived from activated microglia can protect neuronal cells
against glutamate-induced ferroptosis, but not against other oxidative damage, such as those
induced by ~-BuOOH. Our work highlighted the products of microglial activation and the
promising C2 analogue as inhibitors of ferroptotic cell death, bringing new possibilities for
the treatment or improvement of the quality of life of patients who have suffered ischemic
stroke.

Keywords: Ischemic stroke. Endothelin-1. Probucol. Conditioned medium. Ferroptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO (AVC)

O AVC isquémico, caracterizado pela interrupgdo do fluxo sanguineo para uma parte
do cérebro, representa uma condi¢do devastadora que consome vidas humanas e incapacita
seus sobreviventes. E a segunda principal causa de morte, sendo responsavel por 10% de
todas as mortes no mundo, representando aproximadamente 5,5 milhdes de vidas perdidas
anualmente (COLLABORATORS et al., 2018; KAJL, 2019; NAGHAVI et al., 2017). O AVC
também ¢ a principal causa de incapacidade no mundo e cerca de um ter¢o de seus
sobreviventes sofrera de sequelas neuropsiquidtricas, como depressdo e ansiedade (FERRO;
CAEIRO; FIGUEIRA, 2016; TOWFIGHI et al., 2017). Quando o AVC ¢ causado pela
oclusdo de vasos sanguineos e, consequentemente, leva a um infarto tecidual focal (cérebro,
medula espinhal ou retina), ¢ chamado de AVC isquémico (CAMPBELL et al., 2019;
SACCO et al., 2013). O AVC isquémico ¢ o tipo mais comum de AVC, representando
aproximadamente 70% de todos os casos relatados (CAMPBELL et al, 2019;
COLLABORATORS et al., 2018). O bloqueio do fluxo sanguineo ¢ causado principalmente
por eventos tromboembolicos; aterosclerose de grandes artérias e doengas cardiacas sdo
exemplos de fontes comuns de embolia (CAMPBELL et al., 2019). A principal estratégia de
tratamento farmacologico ¢ a terapia de reperfusdo com trombolise intravenosa: alteplase,
uma forma recombinante do ativador do plasminogénio tecidual (tPA) (POWERS, 2020). A
terapia com alteplase ¢ considerada um padrio trombolitico, sendo licenciada para o acidente
vascular cerebral isquémico em todo o mundo; no entanto, a maioria dos pacientes ndo ¢
elegivel para seu uso, pois os resultados positivos sdo observados apenas em uma janela
terapéutica curta e contrastam com os riscos de complicagdes hemorragicas (CAMPBELL et
al., 2019; KIM et al., 2017; YAGHI et al., 2017). Adicionalmente, a terapia antiplaquetaria
com uso de aspirina pode reduzir as chances de um AVC recorrente ¢ melhorar o desfecho,
mas o uso dessa terapia apresenta menos beneficios do que a terapia de reperfusdo
(CAMPBELL et al., 2019). Embora sejam as principais abordagens farmacoldgicas, nao
devem ser interpretadas como tratamentos ideais. Ao contrario, denunciam explicitamente a
falta de terapias medicamentosas eficazes e aprovadas contra o AVC isquémico. Uma das
razdes que sustentam essa realidade ¢ a complexidade dos processos neurobiologicos que

ocorrem em um acidente vascular cerebral isquémico (CAMPBELL et al., 2019).
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A crise bioenergética celular desencadeada pela hipoperfusdo cerebral focal ¢ o
primeiro passo para a morte celular, originando uma série de consequéncias neuroquimicas
que se desenvolvem subordinadas ao tempo; essas respostas bioquimicas sdo conhecidas
como cascata isquémica, ¢ envolvem mecanismos como excitotoxicidade glutamatérgica,
inflamacao, injuria mitocondrial, gera¢do de radicais livres e peroxidacdo lipidica (Figura 1)
(BROTT; BOGOUSSLAVSKY, 2000; IADECOLA; ANRATHER, 2011). Como o acidente
vascular cerebral isquémico compromete o fornecimento de oxigénio e glicose as células, o
tecido cerebral ¢ particularmente vulneravel a essa condi¢do, devido a sua alta demanda por
essas moléculas durante o metabolismo aerobico. Consequentemente, o dano de uma regido
cerebral infartada estd relacionado a extensdo e duragdo da restricdo sanguinea (BROUNS;
DE DEYN, 2009). Em regides com severa restricdo sanguinea, o dano rapidamente se torna
irreversivel, criando uma zona além do resgate terapéutico denominada nucleo isquémico
(MOUSTAFA; BARON, 2008). Entre o ntcleo isquémico e o tecido cerebral normal (ndo
afetado) existe a penumbra isquémica, uma area que sofreu uma isquemia menos grave e,
portanto, potencialmente recuperdvel, mas que ¢ progressivamente danificada pelos insultos
da cascata isquémica (Figura 2) (BROUNS; DE DEYN, 2009; WOODRUFF et al., 2011).
Nessa complexa série de eventos, um dos mecanismos fisiopatologicos preocupantes € o
estresse oxidativo. Durante um acidente vascular cerebral isquémico, a consequente
despolariza¢do anoxica dos neurdnios leva a liberagdo de neurotransmissores, principalmente
glutamato (TYMIANSKI, 2011). O actmulo extracelular de glutamato leva a uma
hiperativagdo dos receptores NMDA, o que resulta em um influxo aberrante de calcio (YOO
et al., 2017). A desregulacio da homeostase do Ca’" desencadeia eventos nucleares e
citoplasmaticos, que acabam por levar a producdo de radicais livres, estresse oxidativo e
morte celular (BROUNS; DE DEYN, 2009; MEHTA et al., 2013; YOO et al., 2017). Além
desses eventos excitotoxicos, vale ressaltar que o excesso de glutamato também pode causar
oxitose (toxicidade oxidativa do glutamato), indistinguivel da ferroptose, um tipo de morte

celular recentemente descrito (DIXON et al., 2012).



17

Figura 1 — Eventos moleculares iniciados no tecido cerebral pelo AVC isquémico.
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A figura mostra esquematicamente eventos iniciados apds a despolarizag@o anodxica induzida pelo AVC
isquémico, como excitotoxicidade glutamatérgica, inflamagao, injiria mitocondrial, geragao de radicais livres e
peroxidagdo lipidica. Fonte: adaptado de (BROTT; BOGOUSSLAVSKY, 2000).



18

Figura 2 — Representacao da evolugao do nucleo isquémico.
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A figura destaca esquematicamente o nicleo isquémico e a penumbra (esquerda). Caso o fluxo sanguineo nao
seja restaurado ha um progressivo aumento do nucleo isquémico e uma diminui¢do da penumbra resgatavel
(direita). Fonte: adaptado de (GONZALEZ, 2006).

1.2 FERROPTOSE E O AVC ISQUEMICO

A ferroptose, uma forma recentemente descrita de morte celular regulada, ¢
caracterizada pela perda de controle sobre o metabolismo do ferro, deplecdao de antioxidantes,
inatividade da glutationa peroxidase 4 (GPX4) e subseqiiente letal peroxidagdo lipidica
(DIXON et al.,, 2012). Interessantemente, caracteristicas presentes na ferroptose, como
deplecdo de glutationa, peroxidacdo lipidica e disfungdo mitocondrial, também estdo
presentes no envelhecimento, doencas de Alzheimer e Parkinson, esclerose lateral amiotrofica
e no acidente vascular cerebral isquémico, tornando a explora¢do e modulacdo desta via um
possivel alvo terapéutico (MAHER; CURRAIS; SCHUBERT, 2020; YAN et al., 2021).

A ferroptose ¢ bioquimicamente e morfologicamente distinta de outras mortes
celulares reguladas, por exemplo, ocorre sem a condensagdo de cromatina e a reducdo nuclear
vistas na apoptose; o inchago celular e organelar da necrose também ndo € reportado
(REICHERT et al., 2020). Morfologicamente, na ferroptose ¢ possivel apenas observar o
encolhimento mitocondrial, como uma caracteristica distinta das outras mortes celulares. O
Quadro 1 traz as principais caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de diferentes tipos de

morte celular (REICHERT et al., 2020).
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Quadro 1 — Diferencas morfolégicas e bioquimicas dos principais tipos de morte celular.

Morte
celular

Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas

Apoptose

Fragmentacdo nuclear, bolhas/pregas na membrana plasmatica, encolhimento celular
(picnose), formagao de corpos apoptoticos e fagocitose por células vizinhas.

Membros da familia BCL-2 (do inglés B-cell lymphoma-2) pré-apoptoticos, ativacao
de caspase, clivagem de substratos de caspase, por exemplo, ICAD (do inglés
inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease), PARP [do inglés poly (ADP-
ribose) polymerase] e produgdo de espécies reativas de oxigénio.

Necroptose

Inchago citoplasmatico (oncose), perda da integridade da membrana plasmatica,
inchaco das organelas citoplasmaticas.

RIPK1 (do inglés receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), RIPK3 (do
inglés receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3), MLKL (do inglés
mixed lineage kinase domain like pseudokinase), fosforilacdo e ubiquitinacdo de
RIPK1, formacao do complexo necrossoma no citosol, fosforilagdo e ativagdo de
MLKL, produgdo de espécies reativas de oxigénio e liberagdo de DAMPs (do inglés
damage-associated molecular patterns), e em células infectadas também PAMPs (do
inglés pathogen-associated molecular patterns).

Autofagia

Acumulo de vactolos autofigicos, vacuolizacdo do citoplasma, auséncia de
condensacdo da cromatina.

Familia atg de proteinas codificadas por genes, conversdo de LC3-I (do inglés
microtubule-associated protein light chain 3) em LC3-II e clivagem de p62.

Ferroptose

Mitocondrias menores com cristas diminuidas, densidade aumentada e ruptura da
membrana mitocondrial, mas com nuicleo normal.

Acumulo de ferro, privagdo de cisteina e/ou inativagdo da glutationa peroxidase 4
culminando em peroxidagado lipidica.

Piroptose

Ruptura da membrana plasmatica e auséncia de edema celular.

Ativacdo inflamatéria induzida das caspases iniciadoras, caspase-1 e -11, e
consequente ativacao das caspases efetoras, caspase-3 e -1. Liberagdo de interleucinas
bioativas (IL-1p e IL-18) e ativacdo proteolitica de GSDMD (gasdermina D), o efetor
essencial da piroptose.

Necrose

Ruptura da membrana plasmatica, inchaco das organelas citoplasmaticas, falta de
fragmentacdo do DNA internucleossomico, deplecio de ATP, envolvimento de
calpainas e catepsinas, liberagdo de DAMPs, ¢ em células infectadas também PAMPs.

Fonte: adaptado de (MOUJALLED; STRASSER; LIDDELL, 2021)
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A morte celular na ferroptose ¢ governada por dois fatores principais: aumento do
ferro intracelular livre e a peroxidagao lipidica devido a perturbagdo das defesas antioxidantes

(REICHERT et al., 2020).

1.2.1 Ferro, ferroptose e 0 AVC isquémico

Como o nome sugere, a morte celular ferroptotica depende de ferro. O fornecimento
de ferro ao organismo humano pode vir da dieta ou reciclagem de eritrocitos senescentes
(LANE et al., 2015). No duodeno e na por¢do proximal do jejuno ocorre a absor¢do de ferro
ferroso (Fe*"; ferro heme) e ferro férrico (Fe’"; ndo heme) pelos enterdcitos (REICHERT et
al., 2020). De nota, ¢ necessario reduzir o ferro férrico a ferroso, por meio de enzimas como a
enzima duodenal citocromo b (Dcytb) (LANE et al., 2015). Posteriormente, o ferro ferroso ¢
transportado pelo transportador tipo metal bivalente-1 (DMT-1) e armazenado dentro da
célula (INGRASSIA et al., 2012). Como ilustrado na Figura 3, o ferro ferroso da dieta ¢
internalizado pela proteina transportadora de heme-1 (HCP-1), onde ¢ armazenado como
hemossiderina e/ou ferritina, para evitar a reagao de Fenton. Quando os niveis séricos de ferro
estdo baixos, tais armazenamentos de ferro intracelulares sdo mobilizados para o meio
extracelular pela ferroportina (FPN), esse processo ¢ regulado negativamente pela hepcidina
(GANZ, 2008; SLOMKA; SWITONSKA; ZEKANOWSKA, 2015). Contudo, o ferro é
liberado em seu estado ferroso, precisando ser oxidado a ferro férrico e ligado a transferrina
(apotransferrina) sérica para poder ser transportado pelo corpo, dando origem a
holotransferrina (GANZ, 2008). A rea¢do em que ferro ferroso ¢ oxidado a férrico ocorre pela
acdo de enzimas oxidases: hefestina presente nos enterocitos, e ceruloplasmina presente nos
hepatocitos e macrofagos (REICHERT et al., 2020). Gragas a endocitose da holotransferrina,
o ferro pode ser distribuido e absorvido em outros tecidos, esse mecanismo ¢ mediado pela
ligacdo ao receptor de transferrina tipo 1 (TFR1) e tipo 2 (TFR2) (KAWABATA, 2019). O
complexo holotransferrina-TFR1 ¢ mobilizado para os endossomos, nos quais o ferro férrico é
liberado da transferrina e convertido em ferro ferroso por oxidac¢ao-reducdo, pelo antigeno
epitelial de seis transmembranas da prostata 3 (STEAP3) e entdo exportado para o citosol pelo
transportador de metal divalente 1 (DMT-1) (REICHERT et al., 2020). Por fim, o ferro pode

ser armazenado em ferritina/hemossiderina ou permanecer labil (KNUTSON, 2007).
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Figura 3 — Metabolismo humano do ferro e a ferroptose.
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A figura ilustra esquematicamente as informagdes discutidas no item 1.2.1. Painel superior resume os eventos
ligados a absor¢ao e distribuicdo do ferro no organismo humano. Enquanto que o painel inferior relaciona a
formagdo do ferro 1abil com a ferroptose. Fonte: adaptado de (LIU et al., 2022; REICHERT et al., 2020).
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O ferro labil é composto principalmente de Fe’' e pode estar presente nas
mitocondrias, lisossomos, citosol e nucleo (LV; SHANG, 2018). O ferro labil ¢ altamente
reativo, podendo catalisar a formagao de radicais hidroxila (OH-) derivados do perdxido de
hidrogénio (H,0,) através da reagdo de Fenton (GALARIS; BARBOUTI; PANTOPOULOS,
2019). Os radicais livres (hidroxila e hidroperoxila) gerados pela reagdo de Fenton oferecem
significativo potencial citotoxico, pois devido a sua alta reatividade podem danificar
moléculas bioldgicas, como proteinas € DNA, além de serem capazes de iniciar a peroxidagao
de lipidios, caracteristica chave na ferroptose (JIANG; STOCKWELL; CONRAD, 2021;
YANG; STOCKWELL, 2016). Interessantemente, a glutationa tem uma alta afinidade com o
Fe", sendo que o pool de ferro 1abil no citosol ¢ constituido principalmente de conjugados
glutationa—Fez+(LV; SHANG, 2018). Esse fato torna-se relevante no contexto patologico, pois
a diminui¢do da glutationa intracelular, caracteristica da ferroptose, aumenta a concentragao
de Fe*", que pode facilitar a reagdo de Fenton e a peroxidagio lipidica, visto que a diminui¢io
dos niveis de glutationa impacta diretamente a atividade da GPX4, enfraquecendo as defesas
antioxidantes (HIDER; KONG, 2013; LV; SHANG, 2018; YANG; STOCKWELL, 2016).

A falha na captacao, transporte, armazenamento e utilizagdo do ferro intracelular
resultard no excesso e deposicio de Fe*™ (XU et al., 2020). Logo, a homeostase do ferro ¢
essencial para o funcionamento do cérebro; contudo, diante de um AVC isquémico esse
equilibrio ¢ perturbado, resultando em uma sobrecarga de ferro (XU et al., 2022). De fato, foi
reportado que o contetdo de ferro estd aumentado em cérebros isquémicos (DING et al.,
2011; TUO et al., 2017). Adicionalmente, foi reportado que animais com sobrecarga de ferro
foram mais afetados pela oclusao da artéria cerebral média (MCAO) (CASTELLANOS et al.,
2002), enquanto a quelagdo ou deplecdo de ferro reduziu a lesdo cerebral induzida por
isquemia/reperfusdo (PALMER; ROBERTS; BERO, 1994; PATT et al., 1990). Por fim, foi
observado que um armazenamento elevado de ferro se correlaciona com um prognostico ruim
em pacientes que sofreram AVC isquémico agudo (MILLAN et al., 2007). Estudos
evidenciando a rela¢do entre o metabolismo do ferro e 0 AVC isquémico foram destacados no

Quadro 2.

1.2.2 Peroxidacao lipidica, ferroptose e o AVC isquémico

A fisiopatologia do AVC isquémico ¢ complexa, envolvendo processos que se

desenvolvem por meio de mecanismos como excitotoxicidade, inflamacdo, apoptose e
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estresse oxidativo (TUO et al., 2017). A progressdao do dano isquémico pode ser atribuida ao
estresse oxidativo (SHE et al., 2020). Um cérebro isquémico possui mais espécies reativas do
que pode detoxificar, com suas defesas antioxidantes enfraquecidas, o aumento oportunista
dos radicais livres resulta, entre outras consequéncias, na peroxidagdao descontrolada de
lipidios e proteinas, e morte celular (OLMEZ; OZYURT, 2012; SHE et al., 2020;
WOODRUFF et al., 2011). Caracteristicas da ferroptose, como descontrole do metabolismo
do ferro, estresse oxidativo e intensa peroxidacdo lipidica também estdo presentes no AVC

isquémico (Quadro 2).

Quadro 2 — Pesquisas evidenciando a possivel presenca de ferroptose no AVC

isquémico.
Mecanismo Alvo Organismo Resultados Referéncias
relacionado a | investigado
ferroptose
Metabolismo | Acumulagdo de | Humanos Encontrado em (VALDES
do ferro ferro regides isquémicas e | HERNANDE
tecido cerebral de Zetal., 2019)
pessoas idosas.
Ferritina (soro) | Humanos Niveis mais altos (DAVALOS
indicam pior et al, 1994;
prognostico apos MILLAN et
AVC isquémico al., 2008;
agudo. MILLAN et
al.,2007)
Transferrina Humanos Niveis mais altos (GILL et al.,
(soro) indicam menor risco | 2018)
de AVC isquémico.
Hepcidina Humanos Niveis mais altos (SLOMKA;
(plasma) em pacientes com SWITONSK
AVC isquémico. A;
ZEKANOWS
KA, 2015)
Ceruloplasmina | Camundongos | Perda leva a (RYAN et al.,
ferroptose induzida | 2019)
pela deposicao de
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ferro intracelular em
modelo animal de
AVC isquémico.

Proteina tau

Camundongos

Pode induzir a
exportacao de ferro
e inibir a ferroptose
em modelo animal
de AVC isquémico.

(TUO et al,
2017)

1B/DMT1
(Transportador
de metal
bivalente 1,
isoforma 1B)

Células SK-
N-SH e

Camundongos

Aumento de ferro
através de
1B/DMT1 pode
contribuir para o
dano neuronal pos-
isquémico.

(INGRASSIA
etal.,2012)

Ferritina
mitocondrial

Camundongos

Atenua a ferroptose
neuronal ao
diminuir o pool de
ferro labil
intracelular durante
a lesdo cerebral por
I/R.

(WANG, P. et
al., 2021)

Estresse
oxidativo

Genes
mitocondriais

Humanos

Superexpressao do
haplogrupo F
mitocondrial,
levando a
diminuicao da
fun¢ao
mitocondrial, como
fator de risco para
AVC isquémico.

(TSAI et al,
2020)

NADPH oxidase
2 e MiR-532-3p
(MicroRNA)

Células SH-
SYS5Y e Ratos

Aumento de
NADPH oxidase 2
em tecidos cerebrais
submetidos a
isquemia/reperfusio
e em células SH-
SY5Y submetidas a
H/R, enquanto a
expressdao de miR-
532-3p foi

(MAO et al.,
2020)
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diminuida em
tecidos cerebrais e
plasma.

Sistema
antioxidante

Células PC12

e Ratos

Composto sintético
diminuiu espécies
reativas de oxigénio
€ restaurou o
potencial de
membrana
mitocondrial.
Recuperou o déficit
comportamental,
diminuiu o tamanho
do infarto cerebral e
niveis de citocinas
em modelo animal
de AVC isquémico.

(LTIAO et al.,
2020)

Peroxidacao
lipidica

Inducao de
peroxidagao

Ratos

Composto sintético
diminuiu intensa
peroxidacao lipidica
induzida por modelo
de oclusdo
permanente da
artéria cerebral
média.

(MOHSIN
ALVI et al.,
2020)

TLR4 (receptor
do tipo Toll 4)

Camundongos

Niveis inferiores
(em relagdo ao
grupo controle) de
peroxidagao lipidica
no cérebro de
camundongos
deficientes em
TLR4 submetidos a
modelo de AVC
isquémico,
juntamente com
menor resposta
inflamatoria e
reducao do tamanho
do infarto.

(CASO et al.,
2007)
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15-A(2t)- Cérebros Isquemia causa (ZEIGER et
cyclopentenona |, 0000 o | geragdo de especies | al., 2009)
isoprostano reativas de
culturas A
oxigénio, influxo de
neuronais calcio, peroxidagao
primarias lipidica e formagao

de 15-A(2t)-IsoP.

MiR-17-92 Células O miR-17-92 (XIAO et al.,
(MicroRNA) protege as células 2019)
endoteliais da
ferroptose induzida
por erastina,

humanas

HUVEC

modulando o eixo
A20 (lipoproteina
de zinco A20)-
ACSL4 (membro da
familia de cadeia
longa 4 da Acil-
CoA sintetase).

Fonte: adaptado de (BU et al., 2021)

A peroxidacdo lipidica, que representa um evento promotor da ferroptose, pode ser
iniciada pelo radical hidroxila, levando a formagdo de radicais lipidicos e radicais peroxil
lipidicos, que reagem com dacidos graxos poliinsaturados (PUFAs) em uma reag¢do de
propagacdo para gerar peroxidos lipidicos (LIU et al., 2022). Nesse contexto, a glutationa
peroxidase 4 (GPX4), uma enzima contendo selenocisteina e que possui glutationa como co-
substrato, tem papel central nas defesas antioxidantes, pois converte hidroperoxidos lipidicos
potencialmente toxicos em alcoois lipidicos ndo toxicos (Figura 4) (YAN et al., 2021). A
capacidade reduzida da GPX4 em detoxificar lipoperoxidos, induzida pela deplecao de GSH
com erastina ou glutamato (inibidores do sistema Xc', um antiportador de cistina/glutamato,
que ao ser inibido impacta diretamente os niveis intracelulares de GSH e a atividade da
GPX4), ou com RSL3 (inibidor de GPX4), resulta em intensa peroxida¢ao lipidica e morte
celular (STOCKWELL et al., 2017).
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Figura 4 — Eliminacio de peroéxidos lipidicos pela GPX4.
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A GPX4 utiliza glutationa para eliminar peréxidos lipidicos formados em fosfolipidios contendo 4cidos graxos
poliinsaturados. A glutationa reduzida (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) ¢ sintetizada a partir de glutamato,
cisteina e glicina em duas etapas, pelas enzimas citosélicas dependentes de ATP glutamato-cisteina ligase (GCL)
e glutationa sintetase (GSS). A GSH ¢ essencial para a reagdo catalisada por GPX4, pois serve como um doador

de elétrons para reduzir hidroperoxidos fosfolipidicos toxicos a alcoois fosfolipidicos ndo toxicos, gerando a
glutationa oxidada (GSSG) como um subproduto. Por fim, a GSH pode ser regenerada reduzindo a GSSG
usando a glutationa redutase (GR) (FORCINA; DIXON, 2019). Fonte: adaptado de (STOCKWELL et al., 2017).

No contexto da ferroptose, o ferro pode participar em trés vias que levam ao acumulo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e peroxidagdo lipidica. Na primeira, o Fe®"
intracelular livre leva a geracdo de EROs através da reacdo de Fenton, uma reacdo quimica
inorganica envolvendo perdxidos e Fe*™ para produzir radicais hidroxila soluveis (OHe) ou
alcoxi lipidico (RO¢) (DIXON; STOCKWELL, 2014). Em segundo lugar, as EROs podem ser
geradas através da auto-oxidagdo lipidica, uma rea¢do em cadeia de radicais livres

autocatalitica que pode gerar hidroperéxidos lipidicos na presenca de ferro (SHAH;
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SHCHEPINOV; PRATT, 2018). Em terceiro lugar, o ferro tem papel importante como um
componente na subunidade catalitica das lipoxigenases (LOXs), que oxidam acidos graxos
poliinsaturados resultando em peroxidos lipidicos (DIXON; STOCKWELL, 2014). A familia
das LOXs (enzimas modificadoras de lipidios e dependentes de ferro) ¢ ativada por deplecao
de glutationa e inibida pela quelacdo de ferro (ABEYSINGHE et al, 1996; DIXON;
STOCKWELL, 2014; LI; MAHER; SCHUBERT, 1997). Para que ocorra a peroxidacao
lipidica, os dacidos graxos poliinsaturados (PUFAs) precisam ser esterificados com
fosfolipidios de membrana pela catalise da acil-CoA sintetase membro da familia 4 de cadeia
longa (ACSLA4) e a lisofosfatidilcolina aciltransferase 3 (LPCAT3) (DOLL; CONRAD, 2017).
Entdo, as LOXs participam do processo de peroxidacdo lipidica ferro-dependente, podendo
catalisar a conversdo de PUFAs em hidroperoxidos lipidicos (Figura 5) (LIU et al., 2022).
Notavelmente, o aumento de 12/15-LOX foi reportado apdés AVC isquémico experimental,
contribuindo para danos neurologicos, enquanto a inibi¢do de 12/15-LOX reverteu os efeitos

negativos induzidos pelo modelo (PEKCEC et al., 2013; YIGITKANLI et al., 2013).
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Figura S — Peroxidacao lipidica na ferroptose.
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A imagem inferior destaca o papel dos lipidios na ferroptose. Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs),
representados em azul claro, sdo inseridos em fosfolipidios (PF) com acidos graxos saturados (SFAs) em um
processo que envolve a acil-CoA sintetase membro da familia 4 de cadeia longa (ACSL4) e a lisofosfatidilcolina
aciltransferase 3 (LPCAT?3). A ferroptose envolve a oxidagado (circulos vermelhos) de PUFAs, que podem ser
reparados pela GPX4, que reduz os PUFAs oxidados a alcoois lipidicos (tridngulos azuis). Na auséncia de
GPX4, os PUFAs oxidados podem liberar as espécies reativas de oxigénio (fragmento vermelho), levando a
destrui¢ao da membrana. Fonte: adaptado de (AGMON et al., 2018; LIU et al., 2022).



30

1.3 MICROGLIAS, ASTROCITOS E NEUROINFLAMACAO POS-AVC ISQUEMICO

A participagdo da ferroptose na morte neuronal induzida pelo AVC isquémico ¢ uma
proposta relativamente atual, considerando que a ferroptose foi recentemente descrita e
muitos dos seus mecanismos nao sao totalmente compreendidos. Contudo, o esclarecimento
dessa via possui crescente suporte cientifico. Além da ferroptose, a neuroinflamagao
protagonizada por células da glia ¢ um mecanismo de interesse no contexto do AVC
isquémico. Uma isquemia aguda cerebral desencadeia a ativacdo de uma série de eventos
inflamatorios, mediados principalmente por micréglias e astrocitos (ZHANG; PHAN;
SOBEY, 2021). A inflamacdo, que ¢ iniciada dentro de minutos a horas, torna-se um dos
principais mecanismos de injaria no AVC isquémico, podendo durar por dias (LO;
DALKARA; MOSKOWITZ, 2003). Células estressadas e necroticas, devido a isquemia
cerebral, liberam moléculas descritas como padrdes moleculares associados ao perigo
(DAMPs), desencadeando uma resposta inflamatéria (DONG et al., 2021). Sao exemplos de
DAMPs a proteina de choque térmico, ATP, trifosfato de uridina (UTP) e proteina caixa 1 do
grupo de alta mobilidade (HMGB1) (BROUGHTON et al., 2013; GELDERBLOM et al.,
2015). Tais moléculas podem ativar a microglia através dos receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs), como a familia de receptores tipo Toll (TLR1 a 13) e supressdo de
tumorigenicidade 2 (ST2) (DONG et al., 2021).

As microglias sdo células imunes residentes no sistema nervoso central, descritas
como facas de dois gumes (do inglés double-edged sword), pois possuem aspectos protetores
ou detrimentais, melhorando ou agravando a condi¢do fisioldgica ou patoldgica em que atuam
(HICKMAN et al., 2018). A desregulagdo das funcdes sentinela, limpeza e defesa da
microglia estd associada a danos neuronais em doengas como esclerose lateral amiotrofica,
Alzheimer, Parkinson, Huntington e acidente vascular cerebral (HICKMAN et al., 2018;
[IZUMI et al., 2016). Classicamente, a microglia ¢ dividida em dois perfis opostos (Figura 6),
um pro-inflamatorio (M1) e outro anti-inflamatoério (M2); contudo, alguns estudos indicam
que tais estados opostos e polarizados ndo representam certas condi¢des (pato)fisiologicas no
cérebro (BACHILLER et al., 2018; RANSOHOFF, 2016). Embora uma micréglia "ativada"
seja capaz de liberar inimeros fatores inflamatérios que podem danificar os neurdnios, nao
podemos desconsiderar o possivel papel protetor desses sinais, uma vez que existe uma

complexa conversa cruzada entre a microglia e neuronios, € o resultado dessas interagdes
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pode ser benéfico em certas condigdes (CHEN; TRAPP, 2016; HELLWIG; HEINRICH;
BIBER, 2013; SZEPESI et al., 2018).

Figura 6 — Perfis classicos de ativacao microglial durante um AVC isquémico.
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A figura ilustra esquematicamente a transi¢do da micrdglia em repouso para seu estado ativado. No AVC
isquémico, a microglia pode assumir dois estados opostos. O estado M1 produz mediadores pro-inflamatérios,
incluindo fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p), interferon-y (IFNy), interleucina-6
(IL-6), oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), e enzimas proteoliticas (MMP9, MMP3). O estado M2 ¢
caracterizado pela producdo de mediadores antiinflamatérios, como IL-10, fator de crescimento transformador f3
(TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Fonte: adaptado de (QIN ez al., 2019).

Nos modelos experimentais de AVC isquémico, € possivel achar evidéncias do papel
benéfico da microglia. Foi reportado que a micréglia ativada € essencial para a sobrevivéncia
neuronal em um modelo animal de AVC isquémico (THORED et al, 2009). De fato, a
ablacdo da microglia resulta em um aumento significativo no tamanho do infarto, com

elevada apoptose neuronal, apés modelo de AVC isquémico (oclusdo transitéria da artéria
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cerebral média) (LALANCETTE-HEBERT et al., 2007). Interessantemente, em modelo de
isquemia cerebral focal induzida por endotelina-1 em ratos, foi observado que a microglia
desempenhou papel antiinflamatério, fagocitando granuldcitos polimorfonucleares em 24 h
apds a lesdo isquémica, e reduzindo a morte neuronal (NEUMANN et al., 2008).
Notavelmente, um importante estudo demonstrou que a eliminacdo seletiva da microglia
levou a um aumento de 60% no tamanho do infarto, que ¢ revertido pelo repovoamento
microglial (SZALAY et al., 2016). Adicionalmente, a microglia desempenhou papel na
reducgdo da lesdo excitotdxica, pois sua auséncia resultou em respostas neuronais desreguladas
de calcio, sobrecarga de célcio e aumento da morte neuronal (SZALAY et al., 2016).

Em um AVC isquémico, a micréglia responde a injaria antes dos astrocitos, podendo
ativa-los posteriormente (QIN ef al., 2019). Entdo, os astrdcitos ativam microglias distantes
da zona isquémica, aumentando a secrecdo de citocinas inflamatdrias (QIN et al., 2019).
Astrocitos, o tipo de célula glial mais abundante do sistema nervoso central mamifero, em
condi¢cdes fisiologicas, desempenham diversas fungdes como a regulagdo da homeostase e
metabolismo dos ions, auxiliam na formacdo de sinapses e no suprimento de energia dos
neurdnios, desempenham papel na liberacdo de neurotransmissores por meio de exocitose e
canais i0nicos, além de regular o fluxo de sangue no cérebro (SHEN et al., 2021).

Os astrocitos mudam drasticamente apdés um AVC isquémico, sofrendo alteragdes
morfoldgicas e funcionais (Figura 7) (ESCARTIN et al., 2021). Astrécitos reativos podem
liberar fatores troficos e fatores sinaptogénicos, promovendo a sobrevivéncia neuronal
(MORIZAWA et al., 2017). Além disso, a polimerizacdo de filamentos intermediarios do tipo
II1, especialmente a proteina glial fibrilar 4cida (GFAP), também ¢ observada em astrocitos
reativos (LIVNE-BAR et al., 2016). Tais adaptacdes tém papel protetor, favorecendo a
remodelagdo dos circuitos neuronais (MORIZAWA et al., 2017). No entanto, foi relatado que,
ap6s um AVC isquémico, os astrocitos apresentam caracteristicas fagocitarias (MORIZAWA
et al., 2017). De fato, os astrocitos possuem genes relacionados a via de engolfamento de
sinapses, incluindo receptores fagocitarios e opsoninas, mediando a eliminagdo de sinapses
via MEGF10 e MERTK (CHUNG et al., 2013). Notavelmente, a delecao desses receptores
fagocitarios reduziu o dano cerebral e melhorou os resultados neurocomportamentais em
camundongos isquémicos (SHI ef al., 2021). Embora a funcdo fagocitica dos astrocitos seja
geralmente considerada benéfica para a recuperagdo cerebral, estudos recentes indicam o

contrario, relatando que os astrdcitos danificam sinapses vivas na doenga de Alzheimer e
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neurdnios vidveis no acidente vascular cerebral (NEHER et al., 2013; SAVAGE et al., 2015;
SHI et al., 2021).

Figura 7 — Diferencas morfoldgicas em astrocitos dependendo do grau da lesdo no AVC
isquémico.
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A figura ilustra esquematicamente a progressao da reatividade astrocitaria. Astrocitos em estado de repouso (A);
¢ possivel observar limites claros e definidos entre as células, com pouca ou nenhuma proliferagdo (A). Quando
a lesdo ocorre, a maioria dos astrocitos expressa niveis detectaveis de GFAP, os corpos celulares e processos dos
astrocitos tornaram-se hipertroficos, e a proliferagdo comega a aparecer, porém ¢ possivel observar limites claros
entre as células (B). Em uma lesdo severa, o corpo celular dos astrocitos € visivelmente hipertréfico, e um grande
numero de proliferagdo e difusdo leva a sobreposicédo entre as células (C). Por fim, os astrocitos em proliferagdo
formardo cicatrizes gliais entre areas danificadas e tecidos saudaveis. As células com nucleos vermelhos
representam astrocitos em proliferacdo. Fonte: adaptado de (SHEN et al., 2021).

1.4 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO DE AVC ISQUEMICO INDUZIDO POR
ENDOTELINA-1 (ET-1)

Endotelina-1, um peptideo de 21 residuos de aminoacidos, ¢ um potente
vasoconstritor produzido principalmente por células endoteliais (FARACO et al., 2013). A
ET-1 atua em dois receptores distintos. Os receptores ET,, principalmente expressos em
células musculares lisas vasculares, quando ativados levam a uma vasoconstri¢do; enquanto
que os receptores ETp, principalmente expressos em cé€lulas endoteliais, induzem
vasodilatacdo promovendo a liberagdo de 6xido nitrico (NO) (FARACO et al., 2013). A
significante habilidade vasoconstritora da ET-1 a tornou uma valiosa ferramenta para a

inducdo experimental de isquemia cerebral focal. O modelo foi originalmente desenvolvido
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para induzir, através de aplicacdo topica de ET-1, vasoconstricdo na superficie abluminal da
artéria cerebral média em ratos, posteriormente foi modificado para injegdes estereotaxicas de
ET-1 no tecido adjacente a artéria cerebral média (MACRAE et al, 1993; SHARKEY;
BUTCHER, 1995). Adicionalmente, ¢ possivel realizar a aplicagdo de ET-1 diretamente no
cérebro, através de uma cirurgia estereotdxica, produzindo uma lesdo isquémica focal
(WINDLE et al., 2006). Entretanto, o modelo de AVC isquémico mais utilizado em roedores
¢ o da oclusdo da artéria cerebral média por sutura intraluminal (MCAQO) (SOMMER, 2017).
Apesar de ser um dos modelos que mais se assemelha a um AVC isquémico humano, o
MCAO possui desvantagens significativas, como o nivel alto de invasividade, resultando em
lesdes extensas e de dificil controle quanto a localizagdo, que podem gerar dificuldades de
alimentacdo e deterioragao da saide do animal (SCHIRRMACHER et al., 2016; WINDLE et
al., 2006). A inducdo do AVC isquémico com esse modelo geralmente ndo afeta o cortex
motor dos roedores, além da possibilidade de oclusdo acidental de outras artérias, impactando
regides do cérebro nao tipicamente afetadas no AVC humano (DITTMAR et al., 2003;
MCCOLL et al., 2004; WINDLE et al., 2006).

Considerando essas desvantagens, o modelo adotado nesse trabalho representa uma
alternativa valida para a indugdo experimental de AVC isquémico através de injecoes
estereotaxicas de ET-1 (Figura 8). Isto porque a aplicacdo de ET-1 na superficie do cortex
causa uma reducdo dose-dependente do fluxo sanguineo local por pelo menos uma hora,
resultando em uma lesdo bem definida (FUXE et al., 1997). Isto ¢, a versatilidade do modelo
permite que o local e tamanho do infarto sejam modificaveis, por meio da alteracdo da dose
de ET-1 administrada e da coordenada cerebral desejada. Adicionalmente, ha inducdo de
lesdo por isquemia/reperfusdo, pois quando o efeito da ET-1 diminui, o fluxo sanguineo ¢
restabelecido gradativamente, representando assim a situa¢do de isquemia focal transitoria
(SOMMER, 2017). Por fim, o modelo de AVC isquémico utilizado nesse trabalho ¢ capaz de
induzir uma lesdo isquémica consistente e similar a MCAO, mas garantindo déficits
comportamentais com uma maior taxa de sucesso e baixa mortalidade (WINDLE et al.,

2006).
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Figura 8 — Aparelho estereotaxico e pontos de referéncia.
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Na imagem superior vemos o animal posicionado no aparelho estereotaxico, o qual ¢ mostrado em detalhes na
imagem inferior esquerda. As suturas cranianas sao mostradas em a, b e ¢ (imagem inferior direita). As suturas
cranianas sdo usadas para achar o bregma e o lambda, os quais sdo utilizados como referéncia para as
coordenadas das injeg¢des estereotaxicas. Fonte: adaptado de (FERRY; GERVASONI; VOGT, 2014; SCHMIDT
etal., 2012).
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1.5 0 MODELO DA FERROPTOSE EM CELULAS HT22

As células HT22, linhagem imortalizada de hipocampo de camundongo, tornaram-se
uma importante ferramenta para o estudo in vitro dos mecanismos de neurotoxicidade
induzidos por glutamato (FUKUI et al., 2009). Particularmente, a ferroptose induzida por
glutamato em células HT22 ¢ um modelo bem estabelecido (BUENO et al., 2020; NAIME et
al., 2021; TOBABEN et al., 2011). Uma das razdes que tornam o modelo relevante para o
estudo da ferroptose € a caréncia da expressao de receptores ionotropicos de glutamato, logo,
a excitotoxicidade induzida por glutamato ¢ insignificante, pois essas células ndo sao
suscetiveis ao influxo rapido de calcio induzido pelo glutamato, ou outros efeitos mediados
pelo receptor de glutamato (TOBABEN et al., 2011).

Nas células HT22, altas concentracdes de glutamato extracelular inibem a captagdo
de cistina, inibindo o sistema Xc (Figura 9). O antiporte de cistina/glutamato ¢ realizado pelo
sistema Xc , o qual transporta cistina para dentro das células em troca de glutamato na
proporcao de 1:1 (LEWERENZ; MAHER; METHNER, 2012). De nota, a for¢a motriz para a
importacdo de cistina nas células pelo sistema Xc ¢ o gradiente de concentragdo de
glutamato, que deve estar alto no meio intracelular e baixo no meio extracelular, logo, o
glutamato € o inibidor mais relevante deste sistema em condicdes fisiologicas (LEWERENZ;
MAHER; METHNER, 2012). A inibi¢ao do sistema Xc leva a uma diminui¢do dos niveis
intracelulares de cisteina (devido a falta de cistina), que consequentemente comprometem a
sintese de glutationa (GSH) (YAN et al., 2021). A deplecao de GSH impacta negativamente a
atividade da enzima glutationa peroxidase 4 (GPX4), uma importante enzima antioxidante,
reparadora de lipidios e inibidora da ferroptose (AGMON et al., 2018). Logo, a deplecdo de
GSH e inibi¢do da atividade da GPX4 levam ao acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e peroxidagdo lipidica, resultando na morte celular por ferroptose (Figura 9)

(HUANG et al., 2020; YAN et al., 2021).
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Figura 9 — Vias regulatorias que levam a inibicao da GPX4.
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A inibicdo do sistema Xc™ induzida por glutamato reduz as concentragdes intracelulares de cistina e cisteina,
levando a depleg@o de GSH e, consequentemente, prejuizo a atividade da GPX4. Por fim, resulta no acimulo de
espécies reativas de oxigénio e peroxidacio lipidica. Indutores (vermelho) e inibidores (azul) da ferroptose.
Fonte: adaptado de (AGMON et al., 2018).

1.6 CONSIDERACOES

O principal tratamento para o AVC isquémico ¢ a terapia trombolitica com alteplase;
contudo, a maioria dos pacientes ndo ¢ elegivel para seu uso e estd sujeita a efeitos adversos,
como hemorragias. Nesse cenario, o AVC isquémico necessita de avancos terapéuticos.

Considerando que um crescente nimero de evidéncias cientificas indica a participagdo da
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ferroptose em condi¢des neuropatoldgicas, incluindo o AVC isquémico, nosso trabalho
investigou diferentes estratégias experimentais (in vivo € in vitro), com o objetivo de modular
a ferroptose para reduzir os prejuizos a saude dos pacientes.

Como exposto no item 1.4, um modelo experimental de AVC isquémico induzido
por ET-1 em ratos foi utilizado neste trabalho. Tendo em vista que a ET-1 gera uma lesdo por
isquemia/reperfusdo, juntamente com déficits comportamentais, ¢ plausivel argumentar que
esse modelo possa induzir, em parte, morte neuronal por ferroptose. Dentro desse modelo in
vivo, nossa primeira estratégia para mitigar os danos (em parte ferroptose) induzidos pela
isquemia cerebral foi a utilizagdo de um analogo inédito do probucol. O probucol ¢ um
medicamento hipocolesterolémico com longo histdrico na prevengao e tratamento de doencas
cardiovasculares (YAMASHITA; MASUDA; MATSUZAWA, 2015). Além de sua agdo
hipocolesterolémica, estudos recentes baseados em modelos oxidativos de neuropatologias
indicam que o probucol também apresenta efeitos neuroprotetores (COLLE et al., 2012;
COLLE et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; SANTOS et al., 2012). Contudo, devido aos
efeitos adversos significativos induzidos pelo probucol em humanos (JUNG et al., 2016;
TARDIF et al., 2003), os esforcos cientificos t€ém se concentrado no design e sintese de
analogos do probucol (por exemplo, succinobucol) que podem potencialmente compartilhar
os efeitos positivos do composto original, mas com efeitos adversos reduzidos ou ausentes
(COLLE et al., 2016; SANTOS et al., 2017; TARDIF et al., 2003). Notavelmente, evidéncias
recentes mostraram que alguns analogos de probucol sdo capazes de mitigar os eventos
oxidativos subjacentes a ferroptose em condig¢des in vitro (BUENO et al., 2020; NAIME e¢
al., 2021), embora dados em circunstancias in vivo estejam ausentes. Adicionalmente, a
utilizagdo de um analogo do probucol (C2 — Figura 10) em um modelo animal de AVC
isquémico foi justificada pelo papel citoprotetor do C2 contra a ferroptose induzida por
glutamato em células HT22 (resultados apresentados no Apéndice B, os quais representam um
manuscrito elaborado a partir dos resultados in vivo desta tese somados aos dados in vitro
derivados de uma dissertacdo de mestrado vinculada ao nosso grupo de pesquisa (SOUZA,
2017).

Por fim, nossa segunda abordagem experimental investigou se produtos oriundos da
ativacdo microglial (culturas BV-2 estimuladas com LPS) seriam capazes de reduzir, inibir ou
agravar a morte neuronal ferroptotica induzida por glutamato em células HT22. Dessa forma,
contrastando o primeiro estudo, exploramos em um modelo in vitro a possivel comunicagado

benéfica entre microglias e neurdnios. Tal investigacdo oferece uma estratégia inédita para a
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modula¢do da morte neuronal por ferroptose, podendo elucidar novos caminhos terapéuticos

para o combate de condi¢des neuropatoldgicas, como o AVC isquémico.

Figura 10 — Novos analogos do probucol.
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A figura mostra um breve esquema da via sintética. C1 foi sintetizado a partir de 2,6-di-terc-butilfenol e C2 foi
sintetizado a partir de C1, o qual ndo foi utilizado no estudo in vivo por apresentar toxicidade aos animais
(Apéndice B).

2 JUSTIFICATIVA

Essa tese foi dividida em dois estudos experimentais (um in vivo e outro in vitro) que
focaram em estratégias para diminuir o dano causado por eventos que ocorrem em condi¢des
neuropatoldgicas, em especial o AVC isquémico, mitigando a morte celular causada por

ferroptose. Considerando o papel emergente da ferroptose no AVC isquémico, nesse trabalho
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investigamos em (i) modelo animal de AVC isquémico o papel neuroprotetor de um analogo
inédito do probucol, e (ii) avaliamos o potencial citoprotetor do meio condicionado derivado
de culturas microgliais em modelo in vitro de dano ferroptotico induzido por glutamato. A
utiliza¢do de animais e a padronizacdo de um modelo in vivo de AVC isquémico induzido por
ET-1, que fazem parte desta tese, foram justificadas por evidéncias que reportaram o papel
benéfico dos analogos do probucol (CI e C2) em estudo in vitro com culturas neuronais HT22
(Apéndice B). Espera-se que a avaliagao de moléculas inéditas e a investigacdo de relagdes
benéficas entre neurdnio e microglia possam gerar novas estratégias terap€uticas contra

condicdes patologicas relacionada a ferroptose.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

1. Avaliar o potencial neuroprotetor de um analogo inédito do probucol contra AVC
1squémico induzido por ET-1 em modelo in vivo com ratos;

ii. Avaliar o potencial citoprotetor do meio condicionado, derivado de culturas
microgliais BV-2 estimuldas com LPS, contra dano ferroptético induzido por glutamato em

modelo in vitro com células neuronais HT22.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Padronizar um modelo experimental in vivo de AVC isquémico induzido por ET-1
utilizando ratos Wistar;

i1. Investigar, através de ensaios comportamentais, se o analogo do probucol (C2)
possui efeito neuroprotetor em modelo in vivo de AVC isquémico;

iii. Investigar, através de ensaios imunohistoquimicos (astrocitos GFAP positivos), se
o analogo do probucol (C2) possui a capacidade de reverter a significante gliose reativa
induzida por modelo in vivo de AVC isquémico;

iv. Padronizar um modelo de ativagdo microglial utilizando culturas BV-2

estimuladas com LPS;
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v. Obter o meio condicionado derivado de células BV-2 estimuladas por LPS e
investigar se ele causa prejuizos na viabilidade celular de cultivos neuronais HT22;

vi. Investigar se o meio condicionado possui efeito protetor contra dano ferroptotico
induzido por glutamato em modelo in vitro com células neuronais HT22.

vii. Investigar, para fins comparativos, se 0 meio condicionado possui efeito protetor
contra dano oxidativo induzido por ~-BuOOH em modelo in vitro com células neuronais

HT22.

4 METODOLOGIA

4.1 METODOLOGIA DO ESTUDO IN VIVO

Metodologia referente a investigacdo dos efeitos neuroprotetores do composto

inédito C2 em modelo animal de isquemia cerebral induzida por ET-1.

4.1.1 Quimicos/reagentes

As informacdes referentes aos quimicos/reagentes utilizados neste trabalho foram
listadas em Apéndice A — Tabela suplementar 1, que apresenta os fornecedores e os codigos

dos produtos.

4.1.2 Animais

Ratos Wistar machos e adultos (90 dias de idade, n = 87), com peso médio de 370 g,
foram obtidos do biotério da UFSC. Os animais foram mantidos aos pares em gaiolas de
polipropileno padrdo (40 x 32 x 17 cm) com agua e comida ad [libitum (Nuvilab CR-1-
Quimtia) dentro de um ciclo claro/escuro de 12 h (6h/18h). Antes dos procedimentos
experimentais, os animais passaram por um periodo de 10 dias de adaptacdo aos
pesquisadores e ao laboratorio. Posteriormente, os animais foram numerados no dia menos
dois (-2; Figura 11) e distribuidos aleatoriamente em um dos quatro grupos experimentais
antes da cirurgia, com um gerador de niimeros online (www.random.org). Apos a inducdo da

isquemia cerebral, observou-se a presenca, auséncia ou reducdo de parametros fisicos e
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comportamentais, como perda de peso, piloerecao, higiene e alimentagdo (PERCIE DU SERT
et al., 2017). Alteracdes faciais relacionadas a dor (escala Grimace) também foram
monitoradas (SOTOCINAL ef al., 2011). Sinais e sintomas graves como perda de peso maior
que 20%, falta de mobilidade e resposta aos estimulos, e convulsdes foram monitorados
(PERCIE DU SERT et al, 2017). Entretanto, nenhum animal apresentou sintomas

considerados graves, ndo sendo necessaria a eutanasia.

Figura 11 — Desenho experimental

A figura mostra o protocolo experimental adotado no estudo e sua progressdo em dias. Treinamento: os animais
foram treinados no teste do equilibrio em feixe. Linha basal: o desempenho dos animais em todos os testes
comportamentais foi avaliado antes das cirurgias. Cirurgia: injecdo estereotaxica cerebral de endotelina-1.

Tratamento: administra¢do intraperitoneal de 6leo de canola (veiculo) ou C2. Testes: avaliagdes
comportamentais.

Os animais foram monitorados de acordo com as diretrizes do IMPROVE (PERCIE
DU SERT et al., 2017) e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Floriandpolis, Brasil) -
protocolo numero 3862280317. Os estudos em animais foram relatados em conformidade

com as diretrizes ARRIVE (KILKENNY et al., 2010).

4.1.3 Calculo do tamanho amostral e numero experimental

O calculo do tamanho da amostra foi realizado com base em um primeiro conjunto

experimental de animais, cujos resultados foram posteriormente adicionados ao estudo



43

principal (composto por 4 conjuntos experimentais); detalhes nas Tabelas Suplementares 2 e

3; Figuras complementares 5, 6 e 7 (Apéndice A).

4.1.4 Avaliacao preliminar toxicoldogica

Antes dos experimentos in vivo de isquemia focal (item 4.1.5), foi realizado um
estudo toxicoldgico preliminar para investigar a possivel toxicidade in vivo do andlogo do
probucol C2. Resumidamente, 10 animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos,
sendo: (i) veiculo (6leo de canola, n = 4); (ii) 10 mg/kg C2 (n = 2); (iii) 25 mg/kg C2 (n = 2);
(iv) 100 mg/kg C2 (n = 2). Animais receberam inje¢des intraperitoneais (1 mL/kg) do
composto uma vez por dia durante quatro dias. A toxicidade avaliada baseou-se na taxa de

mortalidade e na perda de peso corporal (Apéndice A - Figura Suplementar 1).

4.1.5 Protocolo da isquemia focal (procedimentos cirurgicos)

Os animais foram inicialmente numerados no dia menos dois (-2; Figura 11) e
distribuidos aleatoriamente em um dos quatro grupos experimentais antes da cirurgia, com um
gerador de niumeros online (www.random.org). No dia 1 (dia da cirurgia), os animais foram
anestesiados com injecdes intraperitoneais de cetamina (75 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg). Os
pelos da cabega dos animais foram aparados com tesoura e a area foi limpa com solugdo
alcodlica de iodo. Cada animal foi posicionado no aparelho estereotdxico (Kopf Instruments)
e uma incisao vertical foi feita para expor as linhas de sutura do cranio. Utilizando o bregma
como referéncia, foram feitas trés perfuracdes no cranio, com uma broca odontologica, nas
seguintes coordenadas (WINDLE et al., 2006):

A: Cortex motor direito, anteroposterior (AP) = 0,0 mm, mediolateral (ML) = -2,5
mm, dorsoventral (DV) =-2,3 mm;

B: cortex motor direito, AP =+2,3 mm, ML = -2,5 mm, DV =-2,3 mm,;

C: Estriado dorsolateral direito, AP = +0,7 mm, MP = -3,8 mm, DV = -7,0 mm.

Para cada sitio, foram injetados 2 pL de ET-1 (800 pmol) ou veiculo (solugdo salina
estéril, NaCl 0,9 % ), representando um total de 6 uL por animal. A ET-1 foi injetada a uma
taxa de 0,5 pL/min, com intervalo de 1 min por microlitro (WINDLE ef al., 2006). Ao final
da injegdo local (2 pL), a agulha foi removida apds 3 min de espera. A incisdo foi suturada e o

animal recebeu suporte poOs-operatério com flunixina meglumina (2,5 mg/kg) e soro
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fisiologico (NaCl 0,9%) aquecidos a temperatura corporal, administrados por via subcutanea,
de acordo com as diretrizes IMPROVE (PERCIE DU SERT et al.,, 2017). Uma injegdo
intramuscular de um pentabidtico veterinario (24.000 Ul/kg, suspensdao com estreptomicinas €
penicilinas) foi administrada para prevenir infec¢des. Por fim, os animais se recuperaram aos
pares em suas gaiolas, com agua e comida de fécil acesso. As regides cerebrais e a
concentracdo de ET-1 (800 pmol) foram escolhidas de acordo com um estudo anterior, que
relatou para esse protocolo taxa de sobrevivéncia de 77%, e 100% de sobreviventes com
déficits comportamentais (WINDLE et al., 2006). Informagdes suplementares relacionadas ao

modelo experimental e sua padronizagdo sdo descritas na Figura Suplementar 2 (Apéndice A).

4.1.6 Tratamento pés-isquémico

Com base nos resultados da avaliacdo toxicologica preliminar (Apéndice A - Figura
Suplementar 1), C2 ndo induziu efeitos tdxicos aparentes, como perda de peso, alteracdes
comportamentais ou morte, portanto, foi estudado no modelo de isquemia focal. C2 foi
diluido em o6leo de canola (usado como veiculo no grupo controle) e foram utilizadas
concentracoes de 20 mg/kg e 50 mg/kg (baseada na avaliagdo toxicologica preliminar). O
tratamento consistiu em uma unica injecao intraperitoneal, uma vez ao dia durante quatro dias
(dias 1, 2, 3, 4 - Figura 11), iniciando aproximadamente 1 h ap6s os procedimentos cirurgicos

(administragdo de ET-1).

4.1.7 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados nos dias 0 e 5 (Figura 11). As
sessoes de treinamento para o teste do equilibrio em feixe foram realizadas nos dias -2 e -1
(HAUSSER et al., 2018; SCHAAR; BRENNEMAN; SAVITZ, 2010), quando os animais
também foram aclimatados ao cilindro de acrilico utilizado nos testes do cilindro e remogao

de adesivo (descrito abaixo).

4.1.7.1 Teste do cilindro

Considerando que a ET-1 foi injetada apenas no hemisfério direito, utilizamos o teste

do cilindro para avaliar a assimetria locomotora dos membros anteriores. Os animais foram
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colocados em um cilindro de acrilico (diametro de 20 cm; altura de 50 cm) e o uso espontaneo
dos membros anteriores foi avaliado por 3 min (PLOUGHMAN et al, 2009).
Resumidamente, durante a exploragdo vertical, o nimero de contatos ipsilaterais (A) e
contralaterais (B) com a parede do cilindro foi registrado (para detalhes, veja Apéndice A -
Figura Suplementar 3). Para expressar a assimetria no uso do membro anterior contralateral,
foi aplicada a seguinte formula (PLOUGHMAN et al., 2009):

[B/(A+B)] x 100

4.1.7.2 Teste do equilibrio em feixe

O equilibrio dos animais foi investigado por meio do teste do equilibrio em feixe
(HAUSSER et al., 2018). Resumidamente, os ratos foram colocados individualmente em um
feixe de madeira (comprimento, 60 cm; largura, 1,75 cm) e sua atividade exploratéria foi
avaliada durante 3 sessdes de 1 min cada, com intervalos de 1 min, apds, foi calculada a
média desses valores (HAUSSER et al., 2018). O feixe de madeira foi posicionado a uma
altura de 80 cm do chao e possuia uma barreira (altura, 40 cm) para impedir o avango do
animal, obrigando os ratos a manterem o equilibrio na area selecionada do feixe. As analises
comportamentais foram realizadas usando um sistema de pontuagdo de acordo com o
desempenho do animal no teste (HAUSSER et al., 2018) (para detalhes, consulte o Apéndice
A - Figura Suplementar 4). E importante mencionar que, antes dos testes, foram realizadas
sessoes de treinamento nos dias -1 e -2 (Figura 11) e os ratos foram considerados treinados
apo6s atingirem trés escores de 1 ou 2 (HAUSSER et al., 2018). Nenhum animal foi ferido
neste teste; havia um suporte acolchoado sob o feixe de madeira, evitando qualquer acidente

com 0s animais.

4.1.7.3 Teste da remocgdo do adesivo

O comprometimento das fungdes sensorio-motoras foi investigado por meio do teste
da remogado do adesivo (BALKAYA et al., 2013; REWELL et al., 2017). Resumidamente,
com uma rapida restri¢do fisica do animal, uma fita adesiva quadrada (6 x 6 mm) foi fixada na
palma de cada membro anterior. A fita adesiva foi fixada em ordem aleatoria e antes do inicio

do teste ambos os membros foram tocados, evitando viés (REWELL et al., 2017). O teste foi



46

realizado no cilindro especificado do item 4.1.7.1 e o tempo de remocao de cada adesivo foi

registrado por no maximo 5 min.

4.1.8 Processamento amostral

Apo6s o término dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados
(semelhante ao item 4.1.5) e perfundidos transcardiacamente com tampao fosfato (0,1 M) e
formaldeido (4%). Os cérebros foram removidos e pos-fixados em formaldeido (4%) por 24 h.
Em seguida, os cérebros foram submetidos a solugdes de sacarose (10%, 20% e 30%) para
crioprotecdo ¢ armazenados a -80°C. Posteriormente, as areas cerebrais de interesse foram
seccionadas (20 pm de espessura) em criostato e armazenadas na geladeira, submersas em

tampao fosfato (0,1 M) com azida de s6dio (0,5%).

4.1.9 Analises imunohistoquimicas

De acordo com o item 4.1.8, cortes coronais de 20 um foram obtidos do estriado em
criostato. As secoes (free-floating) foram permeabilizadas com o tampao de lavagem (0,15%
Triton X-100 em 0,1 M PBS), e depois incubadas por 30 min com 0,3% H,O, para inibir
peroxidases endogenas. Os sitios de ligacdo ndo especificos foram bloqueados com 5% de
soro normal de cabra. Apds 3 ciclos de lavagem, as se¢des foram incubadas com o anticorpo
anti-proteina fibrilar 4cida glial (GFAP, 1:500), diluida em tampao de lavagem com timerosal
0,02% por aproximadamente 18 h a 4 °C. Em seguida, as amostras foram incubadas por 1 h
em temperatura ambiente com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (1:500), com
posterior exposi¢do a 3,3-diaminobenzidina (DAB), resultando em um precipitado de
coloragdo marrom. Todas as imagens foram adquiridas usando o scanner de laminas Axio
Scan.Z1 (Zeiss, Alemanha). Em seguida, imagens de alta resolucdo da regido de interesse
(estriado) foram geradas no ZEN 3.4 (edi¢@o blue) e analisadas no ImageJ (National Institutes
of Health, EUA). A andlise consistiu em quantificar a porcentagem de area coberta por
astrocitos GFAP positivos (quatro cortes por animal), por meio da densidade integrada, ou

seja, a soma dos pixels de astrocitos GFAP positivos dentro do mesmo limiar foi quantificada.

4.1.10 Analise estatistica
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Inicialmente, o teste de Grubbs, também chamado de método ESD (extreme
studentized deviate), foi realizado para detectar e excluir valores discrepantes significativos
(outliers). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de D'Agostino & Pearson. Os
dados in vivo foram analisados usando ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de
Tukey. Os graficos e ANOVAs foram realizados usando o software Graph-Pad PRISM®
versdo 7.0a (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O célculo do tamanho da amostra foi
realizado no software Statistica, versao 8.0 (StatSoft , Inc., Tulsa, OK, EUA, 2008). Os
resultados foram expressos como média £ DP e significancia foi considerada quando P <

0,05.

4.2 METODOLOGIA DO ESTUDO IN VITRO

Metodologia referente a avaliagdo do potencial citoprotetor do meio condicionado
derivado de células BV-2 estimuladas com LPS contra dano ferroptdtico induzido por

glutamato, e dano oxidativo induzido por ~-BuOOH.

4.2.1 Quimicos/reagentes

As informagodes referentes aos produtos quimicos/reagentes utilizados neste trabalho
estdo presentes na Tabela Suplementar 1 (Apéndice A), que apresenta os fornecedores e os

codigos dos produtos.

4.2.2 Culturas celulares

A linhagem celular neuronal HT22 foi gentilmente cedida pelo Dr. David Schubert
(Salk Institute, La Jolla, CA, EUA) e a linha celular microglial BV-2 foi gentilmente cedida
pelo Professor Licio Augusto Velloso (Universidade Estadual de Campinas, Brasil). As
culturas celulares HT22 (neurdnios hipocampais de camundongo) e BV-2 (microglia derivada
de camundongo) foram cultivadas em meio DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (FBS), penicilina (100
unidades/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e glutamina (2 mM) a 37°C numa atmosfera

humidificada contendo 5% de CO,. As células foram cultivadas até estarem 80-90%
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confluentes e foram usadas entre a 3% e 12% passagem. Todos os experimentos foram

realizados em placas de 96 pocos.

4.2.3 Producio do meio condicionado e ensaio do oxido nitrico

As células BV-2 foram estimuladas com diferentes concentragdes de LPS, variando
de 5 a 100 ng/mL, em placas de 96 pogos por 24 h. A fim de confirmar que tais concentragdes
de LPS foram suficientes para induzir a ativagdo microglial em células BV-2 e, assim,
produzir um meio condicionado (MC), a produ¢do de 6xido nitrico (NO) foi estimada pela
quantificagdo de nitrito usando o método de Griess (CHO et al., 2016). Resumidamente, ap6s
24 h de estimulacdo com LPS, o sobrenadante do meio de cultura de células BV-2 foi
coletado e misturado com reagente de Griess (0,1% de dicloridrato de N-1-naftilenodiamina e
1% de sulfanilamida em 1% de acido fosforico), apés 10 min de incubagdo a temperatura

ambiente o resultado foi analisado a 543 nm (Tecan Infinite M200).

4.2.4 Protocolos de exposicido a glutamato e --BuOOH em células HT22

A fim de investigar se 0 MC produzido por células BV-2 estimuladas por LPS (item
4.2.3) seria capaz de induzir um efeito benéfico em cenérios oxidativos, células HT22 foram
expostas a glutamato e ~BuOOH, que foram reportados como causadores de estresse
oxidativo, especialmente glutamato usado em modelos de ferroptose (BUENO et al., 2020;
KUCERA et al., 2014). E importante notar que o glutamato é um indutor bem estabelecido de
ferroptose (DIXON et al., 2012; STOCKWELL et al., 2017), enquanto o ~-BuOOH pode
induzir diferentes tipos de morte celular, como necrose, apoptose e necroptose (HWANG et
al., 2002; KIM; LEE; PARK, 2014; LOMBARDI et al., 2002; MUTHAIAH et al., 2017,
PIAS; AW, 2002; ZHAO et al., 2017). As células HT22 foram expostas a diferentes
concentragdes de glutamato (1 - 20 mM) ou +~-BuOOH (5 - 100 uM) em placas de 96 pocos
por 24 h. Apds esse periodo, a inducdo de toxicidade foi verificada pela viabilidade

metabolica e morte celular (itens 4.2.6 € 4.2.7).

4.2.5 Protocolo de exposicdo a0 MC em células HT22
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As células HT22 foram expostas ao MC obtido conforme item 4.2.3. Vale ressaltar
que todo MC produzido s6 foi utilizado em células HT22 apds confirmacdo da ativagdo
microglial (producdo de nitrito) na maioria dos grupos. Resumidamente, as células HT22
foram semeadas em placas de 96 pogos por 24 h, entdo metade (50 uL) de seu meio de cultura
foi removida e substituida por 50 pL. de MC por 6 h. Apds este periodo, as células HT22
foram expostas durante 18 h a 15 mM de glutamato ou 30 uM de -BuOOH.

4.2.6 Ensaio da viabilidade metabdlica celular

A viabilidade celular metabolica das células HT22 e BV-2 foi avaliada através de sua
capacidade de reduzir o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT),
que foi quantificado conforme descrito anteriormente (MOSMANN, 1983). Depois que as
células foram expostas a LPS, MC, glutamato ou -~-BuOOH em placas de 96 pocos, seu meio
de cultura foi removido e uma solugdo de MTT foi adicionada, seguida de 1 h de incubagdo a
37°C. Em seguida, os pocos foram esvaziados e o produto formazan foi dissolvido em dimetil

sulfoxido (DMSO), e os resultados foram quantificados a 540 nm (Tecan Infinite M200).

4.2.7 Ensaio da morte celular

O ensaio de morte celular foi realizado com base na incorporagao e ligagdo do iodeto
de propidio (PI) ao DNA, produzindo fluorescéncia vermelha em células com membranas
plasmaticas danificadas (RICCARDI; NICOLETTI, 2006). Apds as células serem expostas a
LPS, CM, glutamato ou -BuOOH em placas de 96 pocos, 147 pg/mL iodeto de propidio (PI)
foi adicionado as células e, em seguida, incubado por 20 min a 37°C no escuro. A
fluorescéncia foi quantificada a 535 nm de excitacdo e 617 nm de emissdo (Tecan Infinite

M200).

4.2.8 Analise estatistica

Inicialmente, o teste de Grubbs, também chamado de método ESD (extreme

studentized deviate), foi realizado para detectar e excluir valores discrepantes significativos

(outliers). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de D'Agostino & Pearson. Os
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dados foram analisados usando ANOVA de uma ou duas vias, seguida pelo teste post hoc de

Tukey.

SRESULTADOS

5.1 RESULTADOS DO ESTUDO IN VIVO

Resultados referentes a investigacao dos efeitos neuroprotetores do composto inédito

C2 em modelo animal de isquemia cerebral induzida por ET-1.

5.1.1 C2 recuperou a assimetria de uso do membro anterior induzida por ET-1

Considerando que a ET-1 foi injetada apenas no hemisfério direito, utilizamos o teste
do cilindro para calcular o escore de assimetria de uso dos membros anteriores
(KARTHIKEYAN et al., 2019; PLOUGHMAN et al., 2009). A porcentagem média de uso do
membro anterior contralateral nos animais controle foi de 49,32%, semelhante a medida dos
animais antes da administracdo de ET-1 (valor basal antes da cirurgia = 48,9%) (Figura 12).
ET-1 causou uma significativa assimetria no uso dos membros anteriores durante a
exploragdo vertical; houve redugdo significativa (= 50%) no uso espontaneo do membro
anterior contralateral ao fazer contatos com as paredes do cilindro (Figura 12). Em
comparagdo aos controles, ndo foram observadas alteracdes significativas no percentual de
uso do membro anterior contralateral nos animais submetidos ao protocolo de isquemia focal
(administragdo de ET-1) e tratados com C2, independentemente da dose (Figura 12). A Figura
suplementar 3 (Apéndice A) mostra imagens representativas dos animais no teste do cilindro,
bem como perfis de uso do membro contralateral. Os principais perfis comportamentais

também foram resumidos em videos, em que se destacam os contatos contralaterais normais e

os contatos ipsilaterais excessivos (Apéndice A — Video Suplementar 1).


https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO7l3V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?usp=sharing
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Figura 12 — Desempenho dos animais no teste do cilindro.
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Comprometimentos da simetria motora foram avaliados pela quantificagcdo do percentual de uso do membro
anterior contralateral (Apéndice A - Figura Suplementar 3 e Video Suplementar 1), que foi proximo a 50%
(48,9%) nas analises basais realizadas antes das cirurgias (linha pontilhada). O uso espontdneo do membro
anterior contralateral foi significativamente reduzido nos animais tratados com ET-1 (p < 0,0001), mas os

animais tratados com ET-1 + C2 ndo foram diferentes dos controles. Os resultados sdo expressos como média £
DP. Apos o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, foi realizada uma ANOVA de duas vias, seguida do
teste post hoc de Tukey. N.S. = ndo significativo.

5.1.2 C2 recuperou o comprometimento do equilibrio induzido por ET-1

No teste de equilibrio em feixe, os escores 1 e 2 s@o considerados normais
(HAUSSER et al., 2018). De acordo, encontramos uma pontuagdo média de 1,84 para todos
os animais avaliados antes da cirurgia. No quarto dia apés a cirurgia, os ratos do grupo

controle pontuaram em média 2,11, ou seja, equilibrio visivel com todos os membros no feixe
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e movimentos exploratdrios sem quedas (Figura 13; Apendice A — Figura Suplementar 4 e

Video Suplementar 2). A ET-1 induziu um prejuizo significativo no equilibrio dos ratos,

medido por déficits de locomogao, maior frequéncia no uso dos membros ipsilaterais no feixe
e quedas durante o teste (Figura 13; Apendice A — Figura Suplementar 4 ¢ Video Suplementar
2). Os animais isquémicos (somente ET-1) pontuaram uma média de 2,93, que foi
significativamente diferente da pontuagdo do grupo controle (Figura 13). E importante
mencionar que 100% dos animais tratados com ET-1 apresentaram pontuacdes superiores a
média do grupo controle (2,11). Nao foram observadas alteragdes significativas no escore do
equilibrio em feixe nos animais submetidos ao protocolo de isquemia focal (administracao de
ET-1) e tratados com C2 em relagdo aos grupos controles, independentemente da dose (Figura

13).

Figura 13 — Desempenho dos animais no teste do equilibrio em feixe.
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O equilibrio em feixe foi pontuado de 1 a 5 (Apéndice A — Figura Suplementar 4 e Video Suplementar 2). As
analises realizadas antes das cirurgias indicaram um escore basal médio de 1,84 (linha pontilhada). O escore de
equilibrio foi significativamente aumentado nos animais tratados com ET-1 (p < 0,01), mas os animais tratados
com ET-1 + C2 (independente da dose) nao foram diferentes dos controles. Os resultados sdo expressos como

média = DP. Apos o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, foi realizada uma ANOVA de duas vias,

seguida do teste post hoc de Tukey. N.S. = ndo significativo.


https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO7l3V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?usp=sharing
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5.1.3 Efeitos de C2 no déficit sensério-motor induzido por ET-1

O teste da remogao do adesivo, que € comumente usado para investigar deficiéncias
de extingdo tatil relacionadas ao AVC isquémico, mostrou que os animais do grupo controle
removeram o adesivo do membro contralateral em uma média de 13,09 s, valor préximo ao
basal antes da cirurgia (14,7 s) (LI et al., 2001; REWELL et al., 2017). Por outro lado, o
grupo isquémico (somente ET-1) levou em média 204,72 s para remover o adesivo do
membro contralateral, indicando um significativo déficit sensorio-motor (Figura 14 e

Apéndice A — Video Suplementar 3). De fato, varios animais do grupo ET-1 atingiram o

tempo maximo avaliado (300 segundos) para remover o adesivo do membro anterior
contralateral (Figura 14). Apesar de dois animais de cada grupo tratados com ET-1 + C2 (20
ou 50 mg/kg) também terem atingido o tempo méaximo avaliado e o tempo médio necessario
para a retirada do adesivo do membro anterior contralateral ter sido proximo a 100 s, varios
animais tratados com ET-1 + C2 (independente da dose) apresentaram desempenho
semelhante ao dos animais do grupo controle (Figura 14). E importante notar que ndo houve
diferengas significativas quando tais grupos foram comparados aos controles; as deficiéncias
aparentes nos animais tratados com ET-1 + C2 nao atingiram significancia estatistica (p =
0,12 e 0,07). Esses grupos apresentaram grande dispersdo de dados e os valores dos
individuos descritos na Figura 14 sugerem fortemente que C2 protege parte dos individuos
submetidos ao protocolo de isquemia focal. O Video Suplementar 3 (Apéndice A) mostra

animais representativos dos grupos controle, ET-1 e ET-1 + C2.


https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO7l3V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?usp=sharing
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Figura 14 — Desempenho dos animais do teste da remoc¢ao do adesivo.
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O tempo para remover o adesivo do membro anterior contralateral foi medido (Apéndice A — Video Suplementar
3). As analises basais realizadas antes das cirurgias indicaram um tempo médio de 14,7 s (linha pontilhada) para
remoc¢ao do adesivo do membro anterior contralateral. Esse tempo aumentou significativamente nos animais
tratados com ET-1 (p < 0,0001), com varios animais atingindo o tempo maximo avaliado (300 segundos).
Embora dois animais de cada grupo tratados com ET-1 + C2 (20 ou 50 mg/kg) também tenham atingido o tempo
maximo avaliado, varios animais apresentaram desempenho semelhante ao dos animais controle. As deficiéncias
aparentes nos animais tratados com ET-1 + C2 ndo atingiram significancia estatistica (p = 0,12 ¢ 0,07). Os
resultados sdo expressos como média = DP. Apds o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, foi realizada
uma ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de Tukey. N.S. = ndo significativo.

5.1.4 C2 inibiu a gliose reativa induzida por ET-1

Apo6s um AVC isquémico, os astrocitos se tornam reativos, alterando sua morfologia,
funcdo e proliferacdo (SHEN et al., 2021). Tal adaptacao tem um papel protetor, favorecendo
a remodelacdo dos circuitos neuronais (MORIZAWA et al., 2017). No entanto, estudos
recentes sugerem que a reatividade astrocitaria também pode agravar os danos cerebrais
durante um AVC isquémico (SHEN et al., 2021). Considerando o exposto, nos quantificamos
astrocitos GFAP positivos através de técnicas imunohistoquimicas. Os déficits
comportamentais do grupo isquémico (ET-1 somente) foram acompanhados de significativa
gliose reativa (Figura 15A and B). De fato, tais animais tiveram uma cobertura média de area

de astrocitos GFAP positivos de 8,4%, valor trés vezes maior que o grupo controle (2,3% de
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area coberta). Por outro lado, os animais tratados com ET-1 + C2 (independentemente da
dose) apresentaram diminuigdo significativa da area coberta com astrocitos GFAP positivos,
quando comparados ao grupo isquémico (Figura 15B). Vale ressaltar que os animais que
receberam ET-1 + 50 mg/kg C2 nao diferiram estatisticamente do grupo controle (Figura
15B). Esses resultados indicam que a significativa proliferagdo de astrocitos reativos pode
estar relacionada ao agravamento do quadro isquémico e aos déficits comportamentais
observados nos animais que receberam apenas ET-1. Corroborando essa hipotese, mostramos
que animais tratados com ET-1 + C2 (independente da dose) e com redugdo significativa da
gliose reativa também foram acompanhados de desempenhos comportamentais semelhantes

ao grupo controle.
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Figura 15— Imagens representativas e quantificacdo de astrocitos GFAP positivos.

: Y :;_ ":‘ ’ N > A( : : 5 'M. : 7 ‘.
77 ET-1+C2120 mg/kg) | ET-1+ C2 (50 mg/kg)
B
N.S.
154 .
p=0.0313 e Salina (0.9%)
6 p <0.0001 = ET-1 (800 pmol)
e —
N | ]
é 10+ # #
S .
>3 mm ]
o 51 o n
< °
ik i
c .
'\O\)\O rLQ (:Q
\\0
C2 (mg/kg)

A figura retrata a significativa gliose reativa observada no grupo isquémico (ET-1 somente, superior direito em
A). E possivel observar uma redugdo na gliose reativa nos grupos tratado com C2 (inferior direito e esquerdo em
A) quando comparados com o grupo isquémico (B). Além disso, animais tratados com 50 mg/kg C2 ndo
demonstraram diferenca estatistica do grupo controle. Os resultados sdo expressos como média + DP. Foi
realizada uma ANOVA de duas vias, seguida do teste post hoc de Tukey. N.S. = ndo significativo. # = diferenca
estatistica quando comparado com o grupo isquémico (ET-1 somente). n=5.
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5.2 RESULTADOS DO ESTUDO IN VITRO

Resultados referentes a avaliagdo do potencial citoprotetor do meio condicionado
derivado de células BV-2 estimuladas com LPS contra dano ferroptotico induzido por

glutamato, e dano oxidativo induzido por ~-BuOOH.

5.2.1 LPS nao é citotéxico e induz ativacao microglial

Cultivos microgliais BV-2 foram responsivos a diferentes concentragdes de LPS,
com aumento significativo na producdo de nitrito a partir de 40 ng/mL LPS (Figura 16A). O
nitrito ¢ um produto final estdvel do metabolismo do 6xido nitrico (NO), sendo usado para
indicar ativagdo microglial (LIVELY; SCHLICHTER, 2018). As concentracdes de LPS
utilizadas, que foram capazes de estimular células BV-2, ndo causaram alteragdes
significativas na viabilidade celular (Figura 16B e C) e, portanto, foram utilizadas neste

trabalho como uma abordagem padronizada para obten¢do do meio condicionado (MC).
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Figura 16 — Efeitos do LPS na liberacao de nitrito e na viabilidade e morte celular de
culturas microgliais BV-2.
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A liberag@o de nitrito dependente da concentragdo de LPS nas células BV-2 foi detectada pelo método de Griess,
indicando ativag@o microglial (A). A viabilidade das células BV-2 néo foi significativamente afetada pela
exposi¢do ao LPS quando comparada ao controle usando os ensaios MTT e IP (B e C). * indica significancia
estatistica em comparagdo com o grupo controle (células ndo tratadas). Em C, 100% de morte celular ¢
representada por células tratadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 min. **p <0,01; ***p <0,001; ****p <
0,0001. A e C n=4; B n=6.
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5.2.2 LPS e MC nao foram citotoxicos em células HT22

A fim de descartar potenciais efeitos neurotoxicos do LPS e/ou MC derivado de
células BV-2, as células neuronais HT22 foram expostas a ambos os desafios potenciais.
Descobrimos que a viabilidade das células HT22 ndo foi comprometida por LPS (Figura 17A
e B) ou pelo MC derivado de cé¢lulas BV-2 estimuladas por LPS (Figura 17C e D). Do ponto
de vista metodologico e experimental, esses resultados foram necessarios para descartar a
ocorréncia de efeitos citotoxicos diretos do LPS e/ou MC em células HT22 e explorar ainda

mais os potenciais efeitos benéficos do MC nesta linhagem celular neuronal.

Figura 17 — Efeito do LPS e MC na viabilidade e morte celular de culturas neuronais
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Diferentes concentragdes de LPS (A e B) e MC produzidos por células BV-2 estimuladas por LPS (C e D) ndo

afetaram significativamente a viabilidade e morte celular dos cultivos neuronais HT22, quando comparadas ao

grupo controle (células ndo tratadas). 100% de morte: células tratadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 min.
n=3.
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5.2.3 Glutamato e ~BuOOH induziram uma citotoxicidade dependente da concentracio

em células HT22

Apo6s estabelecer que o MC derivado de células BV-2 estimuladas por LPS ndo
causou efeitos significativos na viabilidade das células HT22, investigamos se este MC teria
algum potencial benéfico em cendrios oxidativos, incluindo um modelo ferroptotico. Para
cumprir este objetivo, primeiro investigamos os efeitos do glutamato e ~BuOOH na
viabilidade e morte celular. Vale ressaltar que glutamato e ~-BuOOH foram descritos como
causadores de estresse oxidativo e, em particular, o uso de glutamato ¢ um modelo bem
estabelecido de ferroptose (BUENO et al., 2020; DIXON et al., 2012; KUCERA et al., 2014).
Adicionalmente, ~-BuOOH pode causar vérios tipos de morte celular, como necrose, apoptose,
necroptose e partanatos (HWANG et al., 2002; KIM; LEE; PARK, 2014; LOMBARDI et al.,
2002; MUTHAIAH et al.,, 2017; PIAS; AW, 2002; ZHAO et al, 2017). Prejuizos
significativos na viabilidade celular e dependentes da concentragdo foram observados apds os
paradigmas do glutamato (Figura 18A e B) e +~-BuOOH (Figura 18C e D) em células HT22.
As concentragdes 15 mM de glutamato e 30 uM -BuOOH, que induziram uma perda de
aproximadamente 50% na viabilidade das células HT22 apds 24 h de tratamento, foram

utilizadas nos estudos seguintes (item 4.2.5).
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Figura 18 — Efeitos do glutamato e ~~-BuOOH na viabilidade e morte celular de culturas
neuronais HT22
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Células HT22 expostas a glutamato (A e B) e --BuOOH (C e D) exibiram um comprometimento progressivo
(dependente da concentragio) da viabilidade celular em ambas as metodologias testadas (MTT e IP). 100% de

morte: células tratadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 min. **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001

quando comparado ao grupo controle (células ndo tratadas). n=6.

5.2.4 MC derivado de células microgliais estimuladas por LPS protegeu contra a

ferroptose induzida por glutamato, mas nao contra a toxicidade oxidativa induzida por

~-BuOOH em células HT22

Por fim, avaliamos se o MC derivado de células microgliais estimuladas por LPS,

que tem reportada riqueza de mediadores (imuno)modulatérios (CHO et al., 2016; CUI et al.,

2021; QIN et al., 2016), poderia modular o dano oxidativo induzido por glutamato e -
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BuOOH em células HT22. Para este proposito, pré-tratamos células HT22 com o MC
derivado de células BV-2 por 6 h e depois expusemos essas células a 15 mM glutamato e 30
uM de ~-BuOOH; essas concentragdes foram capazes de induzir aproximadamente 50% de
perda na viabilidade celular. Notavelmente, as células HT22 pré-tratadas por 6 h com o MC
derivado de células BV-2 estimuladas por LPS foram protegidas contra ferroptose induzida
por glutamato (Figura 19A e B), embora nenhuma protegao significativa tenha sido observada
contra 30 uM ~-BuOOH (Figura 19C e D). Como visto na Figura 19 (A e B), estimulos de 10
a 100 ng/mL de LPS foram capazes de gerar um MC que induziu um efeito protetor em
células HT22 apenas contra a citotoxicidade do glutamato, apontando para a especificidade

dessa protecdo em um contexto ferroptdtico.
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Figura 19 — Efeitos do MC na protecio contra a citotoxicidade induzida por glutamato e
t-BuOOH em culturas neuronais HT22.
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Células HT22 expostas por 6 h ao MC mostraram protegao contra a citotoxicidade induzida por glutamato 15
mM (A e B). No entanto, isso ndo foi observado no paradigma -BuOOH (C e D). *p < 0,05; **p <0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001 em comparagdo com os respectivos controles (células ndo tratadas com glutamato ou t-

BuOOH). 100% de morte: células tratadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 min. n=3.
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6 DISCUSSAO

O farmaco alteplase, um ativador do plasminogénio tecidual recombinante, ¢ usado
desde 1996 como agente trombolitico, sendo o tnico tratamento farmacoldgico aprovado pelo
FDA (do inglés Food and Drug Administration) para o AVC isquémico (BRODERICK;
HACKE, 2002). O restabelecimento do fluxo sanguineo ¢ a principal estratégia utilizada no
tratamento do AVC isquémico; contudo, tal abordagem desconsidera o possivel agravamento
da lesao tecidual pela reperfusdo, isto €, a injiria por isquemia-reperfusao (KHATRI et al.,
2012; PICCARDI et al., 2018). Adicionalmente, a utilizagdo da alteplase pode exacerbar a
transformagdo hemorragica, uma complicagdo comum do AVC isquémico caracterizada pela
passagem do sangue periférico para o cérebro através da barreira hematoencefalica rompida;
tal evento piora o desfecho e aumenta a mortalidade do AVC isquémico (SPRONK et al.,
2021). Apesar do atual manejo agudo do AVC isquémico, através da terapia de reperfusio,
salvar vidas e diminuir as taxas de incapacidade, frequentemente ndo é possivel parar ou
reverter o dano neuronal subsequente ao evento isquémico (LIU et al., 2022). Nesse contexto,
uma estratégia terapéutica promissora € a neuroprotecdo, visando a prevencdo do dano
neuronal e a recuperagdo tecidual na regido da penumbra isquémica.

Considerando o exposto, nosso trabalho ofereceu duas estratégias visando a
neuroprote¢do contra a ferroptose, um emergente e promissor alvo terapéutico no contexto das
doengas neurodegenerativas € do AVC (YAN ef al., 2021). Em nosso primeiro estudo, que
contemplou uma etapa in vitro (Apéndice B) e outra in vivo, exploramos a modulagdao
exogena da ferroptose, através de analogos inéditos do probucol (Apéndice B). Foi avaliado
se os compostos CI e C2, juntamente com o probucol, seriam capazes de induzir um efeito
protetor contra a ferroptose induzida por glutamato em culturas neuronais HT22, o que
representa um classico modelo de inducao de ferroptose (BUENO et al., 2020). Ambos os
analogos foram capazes de gerar um efeito protetor contra a citotoxicidade oxidativa induzida
pelo glutamato, mantendo a viabilidade metabodlica das culturas e reduzindo a morte celular;
tais efeitos protetores ndo foram observados em células HT22 tratadas com probucol
(Apéndice B). E importante ressaltar, que os efeitos protetores dos analogos contra a
ferroptose induzida por glutamato em células HT22 foram independentes da restauragdo dos
niveis de GSH, isto ¢, probucol e os andlogos CI e C2 ndo exerceram efeitos modulatérios
contra a deplecdo de GSH induzida por glutamato (Apéndice B). Considerando que o

probucol, que ndo apresentou efeitos citoprotetores contra a ferroptose induzida por
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glutamato, exibiu maior capacidade de doagdo de hidrogénio em relagdo ao CI ¢ C2, os
efeitos citoprotetores observados de ambos os andlogos parecem ndo estarem ligados a
propriedades antioxidantes/redutoras diretas (Apéndice B). Além disso, embora os
mecanismos detalhados que mediam os efeitos protetores de CI e C2 contra a citotoxicidade
oxidativa induzida por glutamato n3o sejam completamente compreendidos, ¢ razoavel
afirmar que ambos os compostos aumentam a capacidade celular de lidar com desafios
oxidantes; esta ideia ¢ reforcada pelo fato de que as células tratadas com CI e C2 exibiram
niveis reduzidos de oxidantes que reagem ao DCF apods a exposi¢ao ao glutamato ¢ menor
sensibilidade ao --BuOOH (Apéndice B).

Os resultados promissores dos compostos CI e C2 contra a ferroptose induzida por
glutamato in vitro motivaram a continuidade da avaliagdo do potencial farmacologico dos
analogos de probucol. A etapa seguinte em nossa proposta de modulacdo exdgena da
ferroptose avaliou se tais analogos seriam capazes de recuperar déficits neurologicos
induzidos por um modelo experimental in vivo de AVC isquémico. Linhas de evidéncia
recentes indicam que a ferroptose representa um alvo potencial para o tratamento do acidente
vascular cerebral (XU ef al., 2022). No entanto, se as drogas antiferroptdticas podem proteger
contra a lesdo do AVC isquémico em cenarios in vivo ainda nao esta claro. Considerando os
efeitos protetores significativos de CI e C2 em nosso modelo experimental in vitro de
ferroptose com células neuronais HT22 (Apéndice B), aventamos a hipotese que tais analogos
do probucol poderiam apresentar efeitos neuroprotetores em um modelo in vivo de AVC
isquémico. Anteriormente a indu¢do do modelo experimental de AVC isquémico foi realizada
uma avaliagdo toxicoldgica preliminar, que teve como objetivo observar se os analogos
poderiam induzir efeitos toxicos aparentes nos animais, como perda de peso e morte. O
analogo CI visivelmente deteriorou a satde dos animais, com significativa perda de peso e
morte, eventos que ndo foram observados nos animais expostos ao C2 (Apéndice B). De fato,
C2 ndo causou toxicidade aparente nos animais (Apendice A — Figura Suplementar 1),
permitindo sua subsequente avaliacdo em modelo de AVC isquémico in vivo, que foi baseado
na administrag¢do central do vasoconstritor ET-1 (WINDLE et al., 2006).

Os animais tratados com ET-1 exibiram deficiéncias significativas em todos os trés
testes comportamentais (Figuras 12, 13 e 14; Apéndice A — Videos suplementares 1, 2 e 3), os
quais sdo classicamente usados para pontuar a gravidade da lesdo mediada pelo AVC
isquémico experimental em roedores (BALKAYA et al, 2013; HAUSSER et al., 2018;
PLOUGHMAN et al., 2009; REWELL et al., 2017; SCHAAR; BRENNEMAN; SAVITZ,
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2010). Notavelmente, C2 foi capaz de melhorar os resultados comportamentais em animais
isquémicos (Figuras 12, 13 e 14; Apéndice A — Videos suplementares 1, 2 e 3), destacando,
pela primeira vez, os efeitos benéficos e antiferroptoticos de um analogo do probucol em
cenario in vivo. Do ponto de vista farmacologico, esse resultado pode ser relevante
considerando a necessidade de agentes antiferroptoticos com boas propriedades de ADME
(absorgao, distribui¢do, metabolismo e excrecdo) (HOFMANS et al., 2016). O efeito benéfico
do C2 em um modelo in vivo de AVC isquémico esta de acordo com o fato de que o probucol
e alguns andlogos exibem boas propriedades de ADME in vivo (FELLIN et al., 1986;
TARDIF et al., 2008), destacando os analogos de probucol como uma classe promissora de
compostos para tratar condigdes patoldgicas relacionadas a ferroptose.

A gliose reativa, que representa uma reacao (pato)fisiologica dos astrocitos a lesdo
cerebral, também foi relatada apds AVC isquémico (SHEN et al., 2021). Notavelmente, no
AVC isquémico varios fatores (a propria lesdo, o ambiente isquémico, ruptura da barreira
hematoencefalica e resposta inflamatdria) podem afetar a extensdo e a qualidade da gliose
reativa (PEKNY; NILSSON, 2005), o que ¢ comumente quantificado pela analise da
expressio tecidual da proteina GFAP. E importante ressaltar que a inibigao da gliose reativa
esta associada com a melhora de parametros cognitivos e a redu¢ao do volume do infarto em
modelos de AVC isquémico induzidos pela oclusdo da artéria cerebral média e por injegdes
corticais de ET-1 em ratos (ZEPEDA et al., 2016; ZHANG et al., 2019). Em nossos
resultados, observamos um aumento significativo na expressdao de GFAP estriatal 7 dias apos
o inicio do episodio isquémico (Figura 15), indicando a ocorréncia de gliose reativa no corpo
estriado de ratos tratados com ET-1. Os efeitos de melhoria induzidos por C2 na expressao de
GFAP estriatal (Figura 15) reforcam suas propriedades neuroprotetoras em nosso modelo in
vivo e destacam a ligagdo entre os pardmetros comportamentais avaliados e a gliose reativa
em ratos tratados com ET-1.

Em conjunto, demonstramos que um novo analogo de probucol (C2), com
propriedades antiferroptéticas in vitro (Apéndice B), foi capaz de induzir efeitos protetores
contra um AVC isquémico experimental in vivo. Corroborando com os achados in vitro, C2,
que nao induziu toxicidade aparente aos animais, recuperou os déficits comportamentais
causados pela injecdao central de ET-1, levando a melhorias funcionais significativas. Os
efeitos induzidos pelo C2 em nosso modelo in vivo estdo alinhados com as boas propriedades

ADME j4 relatadas do probucol e outros andlogos, tais caracteristicas destacam o C2 como
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uma nova droga em potencial para tratar o AVC isquémico ou outras condigdes patologicas
relacionadas a ferroptose.

A ferroptose € um tipo de morte celular descrita recentemente, logo seus mecanismos
e vias regulatorias ndo sdao totalmente esclarecidos. De fato, nossa segunda estratégia
modulatéria da ferroptose, que demonstrou o potencial citoprotetor de produtos da ativagao
microglial contra a toxicidade oxidativa do glutamato in vitro, constitui-se uma abordagem
inexplorada pela literatura. Além disso, nosso trabalho indicou que os produtos da ativagao
microglial M1 podem estar relacionados a indugdo de efeitos benéficos, contrariando a
classificagdo detrimental atribuida ao estado M1. A maior parte da literatura cientifica
disponivel aponta para uma classificacdo bindria da ativagdo microglial, assumindo dois
estados celulares opostos caracterizados por um perfil pro-inflamatério (M1) ou anti-
inflamatorio (M2) (WANG, Q. ef al., 2021). Embora algumas linhas de evidéncia indiquem
que tais estados opostos e polarizados ndo representam certas condi¢des (pato)fisioldogicas no
cérebro (BACHILLER et al, 2018; RANSOHOFF, 2016), a nomenclatura M1/M2 ¢
comumente aceita e utilizada. O LPS ¢ um indutor classico do estado microglial M1,
geralmente associado a efeitos deletérios em condi¢des neuropatoldgicas; sendo desejavel o
estado M2 (SONG; SUK, 2017). No entanto, nossos resultados demonstraram que moléculas
presentes no meio condicionado (MC) derivadas de uma ativa¢do microglial cldssica M1
foram capazes de induzir um fendtipo resistente a ferroptose em neurdnios, indicando que o
estado M1 ndo estd necessariamente ligado a neurotoxicidade. Por outro lado, nossos
resultados indicam que a ativagdo microglial controlada em direcdo ao estado M1 pode ser
benéfica, pelo menos em alguns cenarios especificos. Considerando o papel da ferroptose nas
doencas neurodegenerativas (YAN et al., 2021), nossos resultados representam um achado
relevante.

A microglia ativada pode liberar uma ampla gama de substancias; células BV-2
tratadas com 100 ng/mL de LPS por 24 h (mesma concentracao/tempo de estimulo utilizado
em nosso trabalho) tiveram um aumento significativo na producao de NO e na expressao de
mRNA de IL-6, IL-1B, TNF-a e iNOS (DE CARIS et al., 2020; YAN et al., 2019). Vale
ressaltar que um aumento significativo de TNF-a e IL-6 no meio condicionado (MC) também
foi induzido com 100 ng/mL de LPS em células BV-2 (CHO et al., 2016). Nossos dados
sugerem que a estimulagdo causada por essas substancias citadas e outras derivadas da
ativacdo microglial podem induzir efeitos benéficos nos neurdnios. De acordo com nossos

achados, um estudo relatou que o meio condicionado derivado de microglia primaria de
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camundongo estimulada com LPS apresentou niveis mais elevados de TNF-a e IL-6, e que tal
MC foi capaz de aumentar a sobrevivéncia de neuronios dopaminérgicos (ZHOU; SPITTAU,
2018). De particular importancia, este estudo mostrou que a presenca fisica de células gliais ¢
necessaria para a indugdo de neurotoxicidade, ao comparar culturas enriquecidas de neurdnios
(baixa porcentagem de astrocitos e microglia) e culturas neuro-gliais (alta porcentagem de
astrocitos e microglia, e semelhante a condig¢des in vivo) expostos a 1 pg/ml de LPS (ZHOU;
SPITTAU, 2018). Esta observagdo suporta nossa hipotese de que a ativagdo microglial em
direcao a M1 nao ¢ necessariamente deletéria, e sugere que os efeitos negativos atribuidos ao
estado M1 podem ser o resultado da interagdo complexa entre células gliais e neuronios.
Indiretamente, este relato fornece uma razao para a baixa toxicidade do CM em células HT22
observadas em nosso trabalho.

Dentro de um cenario patoldgico e neurodegenerativo caracterizado pela cronica
ativacao microglial, hd um inegavel papel lesivo dos mediadores pro-inflamatdrios liberados
pela microglia (HICKMAN et al., 2018). No entanto, é razoavel argumentar que, sob certas
condi¢des, os produtos da ativacdo microglial M1 podem ser neuroprotetores. Por exemplo,
TNF-alfa (100 ng/mL) protegeu culturas neuronais corticais contra lesdo induzida por
glutamato, acido N-metil-d-aspartico (NMDA) e privacao de glicose (CARLSON et al., 1999;
CHENG; CHRISTAKOS; MATTSON, 1994). Da mesma forma, neurdnios pré-tratados com
IL-1beta (25 ng/mL) exibiram resisténcia contra citotoxicidade induzida por NMDA
(CARLSON et al., 1999). Finalmente, células de neuroblastoma SH-SYS5Y tratadas com IL-6
(de 0,025 a 25 ng/mL) resistiram ao dano oxidativo causado pelo perdéxido de hidrogénio
(BISSONNETTE et al., 2004). Além disso, [L-6 (10 ng/mL) protegeu contra neurotoxicidade
induzida por 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) em neurdnios (AKANEYA; TAKAHASHI;
HATANAKA, 1995). Entretanto, ndo devemos excluir a possibilidade de que uma substancia
de natureza ndo peptidica ou nao proteica contribua para os efeitos neuroprotetores.
Corroborando essa hipdtese, um estudo relatou que a inativagao de proteinas pelo calor e por
peptidases/proteases nao foi capaz de inibir totalmente o efeito protetor do MC (POLAZZI et
al., 2009). Nesse cenario, nosso estudo ¢ o primeiro a mostrar que o0 MC derivado de células
microgliais ativadas por LPS tem efeitos protetores contra a ferroptose em células neuronais.

Finalmente, precisamos explorar as hipoteses para os efeitos contrastantes induzidos
pelo MC contra um dano oxidativo (--BuOOH) e um ferroptdtico (glutamato). As vias pelas
quais #-BuOOH causa dano oxidativo ndo sio totalmente compreendidas nas células HT22. E

relatado que as células HT22 expostas a 40, 70 ou 100 uM #BuOOH exibem disfuncao
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mitocondrial e geragcdo de anion superoxido (QUISPE et al., 2018); t-BuOOH induziu morte
celular necrdtica em fibroblastos murinos (NIH3T3) e queratindcitos humanos (HaCaT), com
observado aumento na peroxidacao lipidica e EROs citosdlicos, os quais foram sensiveis a
ferrostatina-1 e liproxstatina-1 (WENZ et al., 2018). Curiosamente, a ferroptose foi causada
independentemente de outros danos induzidos por ~-BuOOH, como perda de potencial de
membrana mitocondrial e quebras de fita dupla do DNA, indicando assim a participagdo de
outros tipos de morte celular que nao a ferroptose (WENZ et al., 2018). Um estudo com
Neuro-2a (neuroblastoma de camundongo) e SH-SYSY (neuroblastoma humano) demonstrou
que o tratamento com ~-BuOOH foi capaz de induzir a morte celular via apoptose (ZHAO et
al., 2005). Embora a ferroptose também tenha sido relatada como um tipo potencial de morte
celular apos a exposicao a ~-BuOOH - pelo menos em alguns tipos celulares especificos, como
células PC12 (WU et al., 2018) - ¢ bem conhecido que necrose, apoptose, necroptose €
parthanatos também representam eventos resultantes da exposi¢do a t-BuOOH (HWANG et
al., 2002; KIM; LEE; PARK, 2014; LOMBARDI et al., 2002; MUTHAIAH et al., 2017,
PIAS; AW, 2002; ZHAO et al., 2017). Apesar de o glutamato ser um indutor classico de
morte celular excitotoxica em neurdnios (MEHTA et al., 2013; YOO et al., 2017), tal evento
sO € possivel em células contendo receptor de glutamato N-metil D-aspartato (NMDA) (LAI
ZHANG; WANG, 2014). De fato, a falta de receptores NMDA nas células HT22 torna essa
linhagem celular uma ferramenta cléssica para investigar ferroptose induzida por glutamato
(TOBABEN et al., 2011), que esta ligada a deplecdo de glutationa devido a diminui¢do da
captagdo de cistina via sistema Xc (YAN et al., 2021). Embora nossos protocolos tenham
sido baseados em intensidades semelhantes de desafios deletérios (aproximadamente uma
redugdo de 40% na viabilidade celular apds exposigdes a 15 mM de glutamato ou 30 uM de ¢-
BuOOR), o efeito protetor do MC derivado de células BV2 ativadas foi observado apenas no
modelo baseado em glutamato, apontando para uma potencial especificidade de protegdo
contra desafios ferroptéticos.

Em resumo, nossos resultados mostram que as substancias derivadas da ativacao
microglial M1 ndo sdo necessariamente toxicas, acrescentando evidéncias ao debate contra a
classificagdo dicotdmica com fungdes pré-estabelecidas para M1 e M2 (neurotoxica e
neuroprotetora, respectivamente). Em conjunto, nossos dados revelam uma possibilidade
terapéutica inexplorada, ou seja, a modulagdo da ferroptose através de produtos da ativacao
microglial, lancando luz sobre um novo evento relacionado & comunicagdo benéfica entre

neurdnios e microglia.
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Nossa segunda estratégia experimental explorou o potencial modulatério do MC
contra a ferroptose induzida por glutamato. Apesar do MC ser administrado de forma exdgena
nas células HT22, tal paradigma pode mimetizar, ao menos parcialmente, uma situacao
endogena. Esse estudo foi dividido em trés etapas principais, isto ¢é, (i) producao do MC em
culturas microgliais BV-2, (ii) tratamento de culturas neuronais HT22 com o MC e (iii)
indugdo de insulto ferroptotico com glutamato em células HT22; tais eventos (ativacao
microglial e toxicidade oxidativa do glutamato) podem ser desencadeados endogenamente em
um AVC isquémico. Os efeitos protetores induzidos pelo MC em culturas neuronais HT22
indicam que a ativagdo microglial e o pré-condicionamento de neurénios com produtos
microgliais possuem acdo antiferroptdtica. Contudo, a magnitude desse efeito pode estar
relacionada com as condigdes controladas e isoladas de nossos protocolos experimentais.
Porém, ¢ razoavel argumentar que num AVC isquémico ha uma resposta endogena
microglial, que pode ter papel protetor na patologia, mas que ¢ insuficiente, tendo em vista a
natureza altamente detrimental do AVC isquémico. Um exemplo de resposta defensiva
insuficiente ¢ a transcricdo de selenoproteinas protetoras mediante estimulo ferroptotico em
modelos in vitro e in vivo de AVC hemorrégico, tal resposta torna-se eficiente apds a entrega
farmacologica exdgena de selénio, mitigando os efeitos deletérios da ferroptose (ALIM ef al.,
2019). Nesse sentido, nosso estudo traz novas possibilidades terapéuticas, pois as sinaliza¢des
exercidas pelas moléculas derivadas da ativagdo microglial, as quais induziram uma resposta
protetora in vitro, poderdo ser identificadas e moduladas farmacologicamente no futuro com o
objetivo de mitigar ou inibir a ferroptose presente nas neuropatologias.

Considerando o exposto, a utilizacdo de terapias exdgenas que objetivam dar suporte
as microglias e astrocitos, a fim de modular a intensidade e duragdo de seus estagios reativos,
bem como a liberagio de mediadores inflamatorios, visando a neuroprote¢do, pode
representar uma estratégia promissora. Por exemplo, induzir e controlar farmacologicamente a
ativacdo microglial na zona de penumbra, a fim de extrair controladamente os beneficios
protetores dessa sinalizagdo, evitando o agravamento da lesdo isquémica. Semelhantemente,
em nossa primeira estratégia experimental, observamos que a redugdo da reatividade
astrocitaria, induzida exogenamente pela administracao intraperitoneal de C2 em ratos foi
associada a melhora de déficits comportamentais causados pelo modelo experimental de AVC
isquémico. Contudo, o efeito observado na gliose reativa pode ser indireto, isto ¢, ndo ha
evidéncias de que derivados sintéticos do probucol possuam efeitos diretos em astrocitos. Por

outro lado, a literatura disponivel indica que tais compostos protegem contra danos oxidativos
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e ferroptdticos dando suporte as defesas antioxidantes, como aumento da atividade da
glutationa peroxidase (BUENO et al., 2020; NAIME et al., 2021; QUISPE et al., 2022), e isso
representa uma estratégia promissora para o tratamento do AVC isquémico (JIN et al., 2021).
Adicionalmente, o eixo cist(e)ina/GSH/GPX4 ¢ o principal sistema regulador da ferroptose
em mamiferos (CONRAD; LORENZ; PRONETH, 2021). A diminui¢do da carga oxidante,
por mecanismos enddgenos e/ou exdgenos, tem como consequéncia a diminui¢do da morte
celular e lesao tecidual, o que pode impactar diretamente o nivel de reatividade de micréglias
e astrocitos, visto que tais células reconhecem padrdes moleculares associados ao perigo
(DONG et al., 2021). Por fim, a modulacdo da ferroptose visando a neuroprote¢do no AVC
isquémico ¢ complexa, pois ¢ multifatorial e muitos eventos que permeiam essa via ainda sao
desconhecidos. Contudo, as estratégias experimentais e resultados fornecidos por esse
trabalho, (i) tratamento em potencial contra danos oxidativos e ferroptoticos com novo
analogo do probucol em modelo de AVC isquémico, e (ii) inducdo de efeito protetor contra
ferroptose em modelo in vitro através de produtos derivados da ativacdo microglial,
evidenciam a presenca de possiveis relagdes benéficas entre micrdglias e neurdnios, €
motivam o desenvolvimento de moléculas inéditas, renovando as oportunidades terapéuticas

contra 0 AVC isquémico.

7 CONCLUSOES

Nosso trabalho ofereceu duas estratégias para a modulacao da ferroptose visando a
protecdo neuronal. Na primeira, o composto inédito C2, com evidenciada acdo
antiferroptotica in vitro, mitigou os danos causados pelo modelo experimental de AVC
isquémico induzido por ET-1 em ratos. C2 foi capaz de proteger os animais contra os déficits
comportamentais induzidos pela isquemia cerebral, reduzindo a gliose reativa. Considerando
a participacao da ferroptose no AVC isquémico, as propriedades antiferroptdticas do C2 in
vitro e os achados in vivo deste trabalho, fomos capazes de destacar o potencial terapéutico
deste novo analogo para o tratamento do AVC isquémico.

Por fim, exploramos a comunicagdo entre microglia e neurénio no contexto da
ferroptose em condi¢des in vitro. Utilizando o meio condicionado derivado de culturas
microgliais estimuladas por LPS, fomos capazes de induzir um significativo efeito protetor

em culturas neuronais contra a morte celular induzida por glutamato, dessa forma,
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apresentando uma alternativa inédita para a modulacdo experimental da ferroptose. Em
conjunto, esperamos que nossos resultados contribuam para o estabelecimento de novas
perspectivas para a modulacao da ferroptose visando a neuroprotecdo em neuropatologias,

incluindo o AVC isquémico.
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Tabela Suplementar 1: quimicos, reagentes e anticorpos usados nos estudos.
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Chemicals/reagents Supplier Code
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- Sigma-Aldrich M2128
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)

Antibiotic-Antimycotic (100X) Thermo Fisher 15240062
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich 472301; D2650
Dulbecco’s modified Eagle’s medium Thermo Fisher 12100046
(DMEM)

Endothelin-1 Sigma-Aldrich E7764
Fetal bovine serum (FBS) Thermo Fisher 16140071
Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) Sigma-Aldrich H8264
L-Glutamic acid Sigma-Aldrich G1251
Lipopolysaccharides from Escherichia Sigma-Aldrich L2630
coliO111:B4

N-(1-Naphthyl)ethylenediamine Sigma-Aldrich 222488
dihydrochloride

Propidium iodide (PI) Sigma-Aldrich P4170
Sulfanilamide Sigma-Aldrich S9251
tert-Butyl hydroperoxide (t-BuOOH) Sigma-Aldrich 458139
Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Trypsin-EDTA Thermo Fisher 15400054
Antibodies/reagents Supplier Code
Anti-glial ~ fibrillary acidic  protein | Sigma-Aldrich G9269
(GFAP) rabbit polyclonal

Goat  Anti-Rabbit  IgG  Antibody, | Sigma-Aldrich AP132P

Peroxidase Conjugated
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3,3’-Diaminobenzidine
tetrahydrochloride

Sigma-Aldrich

D5905

Figura Suplementar 1 — Avalia¢ao toxicologica preliminar.

C2 - Peso corporal

Variagao do peso corporal (%)
¢
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A toxicidade foi avaliada com base na taxa de mortalidade e na perda de peso corporal. Os animais receberam
injegdes intraperitoneais do C2 uma vez por dia durante quatro dias. O grafico retrata o peso corporal dos
animais durante o estudo toxicologico. O nimero experimental por grupo foi 2 (n = 2), exceto para o grupo
controle (n = 4). Cada circulo representa um individuo. Nao foram observadas alteragdes macroscopicas e efeitos

toxicos gerais em animais tratados com C2.
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Figura Suplementar 2 — Locais das injecdes estereotaxicas e dano tecidual induzido por

ET-1.

Localizacao
dos pontos
A, BeC
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Representagdo esquematica dos locais de injecdo da ET-1 (a). Imagem representativa de um cérebro de rato

mostrando as localizagdes reais das injecdes de ET-1 (b) (azul de metileno foi usado como corante). A coloragao
TTC (cloreto de trifenil tetrazolio) foi usada para avaliar as lesdes (circulo pontilhado). Fatias representativas do
cérebro de dois animais do grupo controle (c e d). Fatias representativas do cérebro de dois animais tratados com

ET-1 (eef).
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Figura Suplementar 3 — Padroes comportamentais no teste do cilindro.

A figura mostra imagens representativas dos perfis comportamentais encontrados no teste do cilindro. Contatos
bilaterais frequentes ¢ elevagdo simultdnea de ambos os membros anteriores durante a exploragdo vertical foram
registrados principalmente nos animais do grupo controle (A) e tratados com ET-1 + C2, nas concentracdes de
20 e 50 mg/kg (C e D). Ratos tratados apenas com ET-1 (B) fizeram principalmente contatos ipsilaterais com a
parede do cilindro e (na maioria) ndo elevaram seus membros anteriores simultaneamente. Os dados
quantitativos foram representados na Figura 12.
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Figura Suplementar 4 — Padrdoes comportamentais no teste de equilibrio em feixe.

Imagens representativas dos escores utilizados para quantificar o equilibrio dos animais. (1) O animal apresentou
otimo desempenho e equilibrio estavel nas tentativas de escalar a barreira. Nao foi observado equilibrio instavel.
(2) O animal apresentou desempenho normal, com movimentos trémulos e equilibrio predominantemente
estavel. (3) O animal apresentou desempenho anormal com equilibrio instavel. O animal tentou se equilibrar
agarrando o feixe, mas escorregou, ficando temporariamente suspenso no feixe. Observou-se dificuldade em
manter os membros contralaterais no feixe. (4) O animal apresentou desempenho severamente prejudicado e
quedas apos 10 s. (5) O animal ¢ incapaz de manter o equilibrio e cai antes de 10 s.
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Detalhes do calculo do tamanho da amostra
O célculo do tamanho da amostra foi realizado com base em um conjunto
experimental primario (pequeno) de animais, cujos resultados foram posteriormente
adicionados ao estudo principal (composto por 4 conjuntos experimentais; detalhado na

Tabela Suplementar 2).

Tabela Suplementar 2 — Numero de sujeitos e conjuntos experimentais.

Conjuntos de Numero de Taxa de Numero de
animais sujeitos sobrevivéncia (%) sujeitos
(antes da cirurgia) (depois da
cirurgia)
1° 17 82,35 14
2° 17 76,47 13
3° 17 82,35 14
4° 20 80 16
Total 71 ~ 80 57

Um total de 71 ratos foi utilizado no protocolo de isquemia focal. Devido a uma taxa
de mortalidade de ~20%, 57 animais foram avaliados nas andlises comportamentais e
histolégicas. O primeiro conjunto envolveu 14 animais que sobreviveram ao pds-operatorio;
esses animais foram usados para realizar calculos de tamanho de amostra.

Para o célculo do tamanho da amostra, inicialmente avaliamos o desempenho dos
animais (n = 14) no teste do cilindro, que tem sido relatado como uma ferramenta valiosa para
avaliar o dano unilateral central (SCHAAR; BRENNEMAN; SAVITZ, 2010). O namero de
animais por grupo no primeiro conjunto experimental, bem como os dados brutos (média e

desvio padrdo), sdo descritos na Figura Suplementar 5 (abaixo).
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Figura Suplementar 5 — Dados brutos do teste do cilindro do primeiro conjunto
experimental de animais.

Table format: Group A Group B
Grouped Saline (0.9%) ET-1 (800 pmol)
AY1 A¥2 B:Y1 B:Y2 B:Y3
1 |Vehicle 40.00 51.51 48.48 16.66 34.61
2 |2o 33.33 44,44 44,06 39.32
3 |50 47.72 42,10 54.54 26.66 45.16
4 |
Row Stats = =
Saline (0.9%) ET-1 (BOO pmol)
sD N Mean sD N
i\fehicle 5.966 3 25.635 12.693 2
2 |20 33.330 0.000 1 42 607 2.853 3
I a |5o 48.120 6.230 3 35.910 13.081 2
s |

Folha superior: dados brutos ¢ distribui¢do dos animais por grupo. Folha inferior: Médias, desvio padrdo (DP) e
numero experimental (N). ET-1 = Endotelina-1; 20 ¢ 50 = doses de C2 (20 e 50 mg/kg, respectivamente).

Com base nesses dados, o calculo do tamanho da amostra foi realizado por meio do

software Statistica, versdao 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA, 2008), detalhado na Figura

Suplementar 6 (abaixo).

Figura Suplementar 6 — Dados usados para calculo do tamanho da amostra.
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Os dados utilizados foram derivados das médias presentes na Figura Suplementar 5. O valor de SD (Sigma = 10)
foi escolhido com base na média dos valores de SDs. Col. Medidas de Efeito refere-se ao tratamento com ET-1;
Medidas de efeito de linha refere-se ao tratamento RC 513; Int. Medidas de Efeito refere-se a interagdo de ambos
os tratamentos (ET-1 e RC 513); RMSSE = Efeito Padronizado da Raiz Média Quadrada.

Considerando um poder de meta = 0,8 ¢ a = 0,05, o célculo do tamanho da amostra

indicou a necessidade de (i) um numero experimental minimo de 9 animais por grupo para
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efeito ET-1 e (ii) um numero experimental minimo de 5 animais por grupo para o efeito de

interacao, detalhado na Figura Suplementar 7 (abaixo).

Figura suplementar 7 — Calculo do tamanho da amostra.
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O tamanho da amostra do grupo (eixo Y) é plotado em relagéo a poténcia desejada (eixo X). O grafico da direita

indica um nimero experimental minimo de 9 animais por grupo para efeito de ET-1. O grafico da esquerda
indica um nimero experimental minimo de 5 animais por grupo para efeitos de interacéo.

Foi selecionado o nimero experimental de 9 animais por grupo; no entanto,

considerando possiveis perdas de animais durante a cirurgia e/ou tratamentos nos 3 conjuntos

experimentais adicionais seguintes, inicialmente decidimos aumentar esse niumero para até 11.

De fato, tivemos uma mortalidade significativa (~20%) no periodo cirtirgico e/ou periodo pds-

cirtirgico (detalhados abaixo). Considerando tais perdas e o fato de que os grupos mais

relevantes [(i) controle; (ii) ET-1 e (iii) ET-1 + RC 50 mg/kg C2)] foram priorizados ao alocar

animais nos trés ultimos conjuntos experimentais, seu nimero experimental foi mantido em

onze (N = 11), detalhado no Tabela Suplementar 3 (abaixo).
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Tabela Suplementar 3 — Nimero experimental por grupo no final do estudo.

Conjunto

experimental —
Primeiro Segundo Terceiro Quarto TOTAL

Grupos |
Controle 3(3) 3(2) 3(3) 3(3) 12 (11)
ET-1 3(2) 4(3) 4(3) 3(3) 14 (11)
C2 (20) 2(1) 2(1) 2(2) 4(2) 10 (6)

C2 (50) 3(3) 2(1) 2(2) 3(2) 10 (8)

ET-1+ C2 (20) 3(3) 3(3) 2(1) 4(3) 12 (10)
ET-1+ C2 (50) 3(2) 3(3) 4(3) 3(3) 13 (11)
TOTAL 174) 17(13) 17(14) 20(16) 71 (57)

Embora tenhamos iniciado com 71 animais para o protocolo de isquemia focal, 57 animais foram avaliados nas
analises comportamentais e histologicas devido a uma taxa de mortalidade de aproximadamente 20%. Os
numeros entre parénteses indicam o niimero experimental real apos as perdas dos animais.

Videos suplementares

https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO713V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?

usp=sharing.

Video 1: Uso espontineo do membro anterior no teste do cilindro. O video
mostra o uso espontdneo dos membros anteriores € a frequéncia de contatos com a parede do
cilindro por meio de gravagdes representativas. Os contatos ipsilaterais excessivos foram

destacados em vermelho, enquanto os contatos contralaterais foram mostrados em verde.

Video 2: Variacoes de equilibrio e postura durante o teste de equilibrio em feixe.
O video exemplifica os diferentes comportamentos dos animais durante o teste. Uma elipse

vermelha destaca a ma postura com uso inadequado dos membros contralaterais para o


https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO7l3V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?usp=sharing.
https://drive.google.com/drive/folders/1raOmrO7l3V1_OCSMTisyFsJm479xFmSM?usp=sharing.
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equilibrio. A elipse verde mostra uma recuperacdo no uso dos membros contralaterais para o

equilibrio.

Video 3: Diferencas sensorio-motoras no teste da remoc¢do do adesivo.
Representativamente, o video mostra os diferentes tempos que cada animal precisou para

retirar o adesivo do membro contralateral anterior.
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ABSTRACT

Ischemic stroke represents a major health problem requiring improved neuropharmacological
treatments. In addition to energetic failure and excitotoxicity, injurious mechanisms
associated with ischemic stroke involve oxidative glutamate dyshomeostasis and ferroptosis.
We designed and synthesized two new probucol analogues [2,6-di-tert-Butyl-4-
selenocyanatophenol (CI) and 4,4'-Diselanediylbis (2,6-di-tert-butylphenol) (C2)] and
investigated their effects against glutamate-induced neuronal ferroptosis in vitro, comparing
with probucol. Moreover, a rodent model of ischemic stroke was used to investigate
neuroprotective effects in vivo. Cultured neuronal HT22 cells, which do not express NMDA -
type glutamate-receptors, were exposed to high glutamate concentrations, a classic model of
ferroptosis. In in vivo studies, adult Wistar rats were subjected to experimental ischemic
stroke through central injections of endothelin-1 (800 pmol/site). A subset of ischemic
animals was treated with C2 (20 or 50 mg/kg/day, i.p.) for 4 consecutive days after stroke to
investigate neuroprotection. On the following day, motor-related behavioral skills and striatal
reactive gliosis were evaluated. Glutamate caused concentration- and time-dependent
cytotoxicity in vitro, which was preceded by increased levels of oxidants and glutathione
depletion. The analogues, but not probucol, significantly decreased the levels of oxidants and
protected against glutamate-induced cytotoxicity. C2, which was selected based on high
antiferroptotic effects in vitro and low toxicity in vivo, protected against endothelin-1-induced
ischemic injury in vivo, improving rats’ behavioral skills and decreasing striatal gliosis. This
1s the first evidence that an antiferroptotic probucol analogue exhibits protective effects under
in vivo conditions. These findings highlight the therapeutic potential of this new probucol

analogue in ischemic stroke and/or further ferroptosis-related disorders.
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1. INTRODUCTION

Stroke, which is characterized by the interruption of blood flow into specific
region(s) of the brain, represents a major health concern. It is the second major cause of death
(Collaborators et al., 2018; Kaji, 2019) and the leading cause of disability worldwide (Ferro et
al., 2016; Towfighi et al., 2017). Ischemic stroke, which is characterized by the occlusion of
blood vessels and commonly leads to focal tissue infarctions, is the most common type of
stroke, representing approximately 70% of all reported cases (Collaborators et al., 2018). The
main pharmacological strategy for treating acute stroke is based on reperfusion therapy with
intravenous thrombolytic agents, such as alteplase (Powers, 2020). Although alteplase therapy
is considered a thrombolytic standard treatment, most patients are not eligible for its use,
since positive results are observed only in a short therapeutic window and are contrasted by
the risks of hemorrhagic complications (Campbell et al., 2019; Yaghi et al., 2017).

The cell energetic crisis induced by focal cerebral hypoperfusion is the first step in a
series of neurochemical events that develop subordinate to time and is known as ischemic
cascade (Iadecola & Anrather, 2011). As ischemic events compromise the delivery of oxygen
and glucose to cells, brain tissue is particularly vulnerable to ischemic stroke due to its high
demand for both molecules during aerobic metabolism. Consequently, the damage of an
infarcted brain region is directly correlated to the extent and duration of blood restriction
(Brouns & De Deyn, 2009). In regions with severe blood restriction, the damage quickly
becomes irreversible, creating a zone beyond therapeutic rescue called the ischemic core
(Moustafa & Baron, 2008). Between the ischemic core and normal (not affected) brain tissue,
there is the ischemic penumbra, an area less severely affected and therefore potentially
salvageable, but which is progressively damaged by the insults resulting from ischemic
cascade (Brouns & De Deyn, 2009). During a ischemic stroke, the consequent anoxic
depolarization of neurons leads to the release of the excitatory neurotransmitter glutamate
(Tymianski, 2011). The extracellular accumulation of glutamate leads to a hyperactivation of
ionotropic NMDA-type glutamate receptors, which results in an aberrant neuronal calcium
influx (Yoo et al., 2017). The deregulation of Ca®" homeostasis triggers nuclear and
cytoplasmatic events that culminate in the production of free radicals, oxidative stress and cell
death (Brouns & De Deyn, 2009; Yoo et al., 2017). In addition to such excitotoxic events, it is
noteworthy that excess glutamate can also inhibit the cystine/glutamate antiporter system Xc-,

causing ferroptosis, an iron-catalyzed type of regulated cell death driven by the oxidation of



100

membrane phospholipids (Dixon et al., 2012). Of particular importance, recent experiments
have successfully intervened in the process of stroke in animal models by regulating
ferroptosis, indicating that this recently described type of regulated cell death represents a
potential target for the treatment of stroke (Xu et al., 2022).

Probucol is a hypocholesterolemic drug with a long history in the prevention and
treatment of cardiovascular diseases (Yamashita et al., 2015). Besides its hypocholesterolemic
action, recent studies based on oxidative models of neuropathology have indicated that
probucol also displays neuroprotective effects (Colle et al., 2012; Colle et al., 2013; Ribeiro et
al., 2013; Santos et al., 2012). On the other hand, because of significant adverse effects
induced by probucol in humans (Jung et al., 2016; Tardif et al., 2003), scientific efforts have
focused on the design and synthesis of probucol analogues (i.e., succinobucol) that can
potentially share the positive efficacious effects of the parent compound, but with reduced or
absent adverse effects (Colle et al., 2016; Santos et al., 2017; Tardif et al., 2003). Notably,
recent evidences have shown that some probucol analogues are able to mitigate oxidative
events underpinning ferroptosis under in vitro conditions (Bueno et al., 2020; Naime et al.,
2021), despite de absence of in vivo findings.

Considering that (1) ferroptosis is a potential target for the treatment of stroke (Xu et
al., 2022), (i1) the penumbra zone represents a therapeutic opportunity to mitigate stroke-
mediated neuronal injury and (iii) probucol and analogues exhibit neuroprotective effects by
mitigating molecular events underpinning ferroptosis (Bueno et al., 2020; Naime et al., 2021),
this study aimed to investigate and compare the potential protective effects of probucol and
two newly synthesized analogues [2,6-di-tert-Butyl-4-selenocyanatophenol (Compound 1;
C1) and 4,4'-Diselanediylbis (2,6-di-tert-butylphenol) (Compound 2, C2)] against ferroptosis
induced by high concentrations of glutamate in HT22 cells, an established NMDA receptor-
independent model of neuronal cytotoxicity (Selvaraj et al., 2020; Tobaben et al., 2011). We
show that although probucol displayed no beneficial effects, both analogues significantly
protected against glutamate-induced cytotoxicity. The most promising and with no apparent
toxic effects compound (C2) was further investigated in an in vivo model of focal ischemic
stroke in rats, based on the central injection of the potent vasoconstrictor endothelin-1
(Windle et al., 2006). We show that C2 displayed significant protective effects against ET-1-
induced ischemic injury in vivo, leading to a substantial improvement of rats’ performance in

behavioral tests, as well as a significant decrease in ET-induced striatal gliosis.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. CHEMICALS/REAGENTS

Information concerning the chemicals used in this work is present in Supplemental

Table 1, which depicts suppliers and product codes.

2.2. CHEMISTRY

2.2.1. Synthesis of probucol analogues

Records of NMR spectra ("H NMR and >C NMR) were performed using a Bruker
Avance 200 spectrometer. Chemical shifts (d) were presented in ppm relative to TMS (‘H
NMR) and solvent (*C NMR). APPI and APCI-micrOTOF-Q II measurements were
performed with a micrOTOF Q-II mass spectrometer (Bruker Daltonics) equipped with an
automatic syringe pump (KD Scientific) for sample injection. Using the positive ion operation
mode, samples were injected at a constant rate of 3 pL/min. A chloroform/methanol mixture
was used as solvent. The APPI or APCI-micrOTOF-Q II instrument was calibrated in the
mass range 50-3000 m/z using an internal calibration standard (low-concentration tuning mix
solution - Agilent Technologies). Data processing was performed using Bruker Compass Data
Analysis software (version 4.0). Column chromatography and thin layer chromatography
(TLC) were performed on Merck Silica Gel (230-400 mesh) and Merck Silica Gel GF254
(0.25 mm thickness), respectively. Exposure to ultraviolet light or staining with iodine vapor

or acid vanillin was performed to visualize TLC plates.

2.2.2. Synthesis of 2,6-di-fert-butyl-4-selenocyanatophenol (Compound 1, CI)

C1 was synthesized from 2,6-di-tert-butylphenol (Supplemental Fig. 1). Briefly, a
mixture of malononitrile (5 mmol) and SeO, (10 mmol) in DMSO (6 mL) was prepared. After
stirring for 20 min at room temperature, 2,6-di-ter¢-butylphenol (5 mmol) was added. After 30
min, the reaction media was diluted with ethyl acetate (AcOEt) and the extraction was

performed with water and brine. The obtained organic phase was dried with MgSOy,, for later
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filtration and evaporation. Subsequently, the product obtained was purified by column
chromatography using hexane as eluent.

"H NMR (200 MHz, CDCls) 1.43 (s, 18H), 5.52 (s, 1H), 7.46 (s, 2H). *C NMR (50
MHz, CDCl3) 29.99, 34.56, 102.59, 110.59, 131.60, 138.38, 155.81. HRMS (APCI-TOF)
calcd. for C;5H,1NOSe (M+) 311.0783, found 311.0785.

2.2.3. Synthesis of 4,4'-diselanediylbis(2,6-di-ztert-butylphenol) (Compound 2, C2)

C2 was synthesized from CI (2,6-di-tert-Butyl-4-selenocyanatophenol)
(Supplemental Fig. 1). Briefly, CI (0.32 mmol) was diluted in THF (3 mL) at room
temperature; thereafter, NaBH4 (0.32 mmol) was added. After 10 min of stirring at room
temperature, 3 ml of NH4Cl (saturated solution) was added. After an additional 10 min of
stirring, the reaction medium was diluted with AcOEt and the extraction was performed with
water and brine. The obtained organic phase was dried with MgSQOy, for later filtration and
evaporation.

'H NMR (200 MHz, CDCl5) 1.39 (s, 18H), 5.26 (s, 1H), 7.43 (s, 2H). °*C NMR (50
MHz, CDCl;) 30.30, 34.57, 121.39, 130.21, 136.85, 154.37. HRMS (APCI, TOF) calc. for
CysH4,0,8e; 570.1515 (M"), found 570.1511.

2.3.IN VITRO STUDY WITH CULTURED CELLS

The neuronal HT22 cell line was kindly provided by Dr. David Schubert (Salk
Institute, La Jolla, CA, USA). Cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS), penicillin (100
units/mL), streptomycin (100 pg/mL) and glutamine (2 mM) at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. Cells were grown until they are 80-90% confluent and used
between the 3" and 12" passages. To investigate the potential protective effects of probucol
analogues, cell cultures were pre-treated with 0.5 pM probucol, CI or C2 and, following 24 h,
challenged with 3 mM glutamate or 50 uM tert-butyl hydroperoxide (~-BuOOH).

2.3.1. Cell metabolic viability assay
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In order to evaluate metabolic cellular viability, the cells ability to reduce 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) was quantified as previously
described (Mosmann, 1983). Cells were seeded into 96-well plates at a density of 9.0 x 10’
cells/cm’ for 24 h. Then, cells were incubated with 0.05% ethanol (EtOH, used as a vehicle),
0.5 pM probucol, CI or C2. After 24 h, the medium was replaced by fresh DMEM
supplemented with 3% FBS and cells were exposed to glutamate (0-10 mM) or 50 uM ¢-
BuOOH. Metabolic cell viability was evaluated at 1, 3, 6 or 24 h time intervals with a
spectrophotometer (Infinite M200 TECAN Multileiter). Results were expressed as a

percentage of the control (not treated) cells.

2.3.2. Cell death assay

Cell death assay was performed based on the incorporation and binding of propidium
iodide (PI) to the DNA, producing red fluorescence in cells with damaged plasma membranes
(Riccardi & Nicoletti, 2006). This analysis was complementary to the metabolic cell viability
assay and its experimental protocol (seeding and treatments) was the same as in item 2.3.1.
Subsequently, cells were incubated with PI (147 pg/mL) for 30 min. After incubation, the
fluorescence was measured with excitation at 525 nm and emission at 617 nm. Data were
expressed as percentage of fluorescence relative to cells treated with 0.2% Triton (100%

death).

2.3.3. Reactive Species (RS)

The production of intracellular reactive species was evaluated using the dichloro-
dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) probe, which is permeable to the cell membranes
and hydrolyzed by intracellular esterases in a non-fluorescent compound that can be oxidized
to 2'.7'-dichlorofluorescein (DCF) (Amoroso et al., 1999). DCF is a highly fluorescent
compound that can be detected by fluorescence spectroscopy with excitation of 490 nm and
emission of 520 nm (Quispe et al., 2018). Cells were seeded in a 12-well plate at a density of
9.0 x 10° cells/cm’. After 24 h, cells were treated with 0.5% EtOH (vehicle), 0.5 pM of
probucol, CI or C2. After 24 h, the medium was replaced by fresh DMEM supplemented with
3% FBS and 3 mM glutamate. After 6 h, cells were washed with Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) and incubated with 1 puM DCFH-DA for 30 min at 37°C in the dark. After
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incubation, adherent cells were harvested by the addition of 0.05% trypsin-EDTA for 3 min
and washed with HBSS. The cell suspension was centrifuged at 1,200 x g for 3 min at room
temperature and resuspended in HBSS; this procedure was repeated twice and the
fluorescence intensity in the suspension was analyzed using the FACSCanto II flow cytometer
(Becton Dickinson, USA), recording 10,000 events per sample. The results were expressed as

percentage of the control (untreated cells).

2.3.4. Glutathione levels

Reduced glutathione (GSH), which represents approximately 95% of the cellular
non-protein thiols (NPSH), was measured as previously described (Ellman, 1959). Cells were
treated with 3 mM glutamate for 6 h (as described in 2.3.1). Thereafter, cells were collected
with 0.5% Triton in phosphate buffered saline (PBS), then precipitated with 10%
trichloroacetic acid (TCA) and centrifuged at 5,000 x g for 10 min at 4°C. The supernatant
was incubated with 5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) in 1 mM phosphate buffer
pH 7.0. Absorbance was measured at 412 nm and standard curve with GSH was used to
quantify the data, which is calculated in nmol/mg protein and expressed as percentage of

control (not treated cells).

2.3.5. Electron-transfer-based antioxidant assay

The reducing potentials of probucol and its analogues were evaluated via the cell-
free 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay (Brand-Williams et al., 1995). In brief, 25
UM probucol, CI or C2 were incubated for 30 min with 500 uM DPPH in methanol at room
temperature. Trolox (25 pM) was used as positive control. Spectrophotometric readings were
performed at a wavelength of 517 nm. Background absorption of DPPH alone was subtracted
from all values. The ability of probucol and its analogues to reduce DPPH (% antioxidant
activity) was calculated using the following equation:

Scavenging activity (%) = [(A-B) / A] x 100

A= absorbance of the DPPH solution (at 517 nm) without sample;

B=absorbance of the DPPH solution (at 517 nm) with sample.
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24. INVIVO STUDY WITH RATS

2.4.1. Subjects

Animals were monitored in accordance with the IMPROVE guidelines (Percie du
Sert et al., 2017) and the experimental protocol was approved by the Animal Use Ethics
Committee of the Federal University of Santa Catarina (UFSC, Florianopolis, Brazil) -
protocol number 3862280317. The animal studies are reported in compliance with the
ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010). Adult male Wistar rats (90 days old; n = 87),
weighing 370 g, were obtained from the animal facility of UFSC. Only male rats were used,
as female rats are regarded as more resistant than males to the effects of ET-1-induced stroke
(El-Hakim et al., 2021). Animals were kept in pairs in standard polypropylene cages (40 x 32
x 17 cm) with freely available water and food (Nuvilab CR-1 - Quimtia) within a 12 h
light/dark cycle (6 a.m./6 p.m.). Before experimental procedures, the animals underwent a
period of 10 days of adaptation to the researchers and the laboratory. Thereafter, animals were
numbered on day minus two (-2) (Fig. 1) and randomly assigned to one of the four
experimental groups before surgery, with an online number generator (www.random.org).
After stroke induction, the presence, absence or reduction of physical and behavioral
parameters such as weight loss, piloerection, grooming and feeding were observed (Percie du
Sert et al., 2017). Facial changes related to pain (Grimace scale) were also monitored
(Sotocinal et al., 2011). Signs and symptoms such as weight loss greater than 20%, lack of
mobility and response to stimulation, convulsions and the presence of barrel rolling were
classified as severe and the animals that presented them were euthanized (Percie du Sert et al.,

2017).

2.4.2. Sample size calculation and experimental number

Sample size calculation was performed using the Statistica software, version 8.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2008). Considering a goal power = 0.8 and a = 0.05, the
sample size calculation was performed based on a first experimental set of animals, whose
results were later added to the main study (composed of 4 experimental sets); details in

Supplemental Tables 2 and 3.
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2.4.3. Preliminary toxicological evaluation

Before the in vivo experiments on focal ischemia (item 2.4.4), a preliminary
toxicological study was performed to investigate the possible in vivo toxicity of the probucol
analogues (CI and C2). In brief, 16 animals were randomly divided into 7 groups, as follows:
(1) vehicle (canola oil, n = 4); (i1) 10 mg/kg CI (n = 2); (ii1) 25 mg/kg CI (n = 2); (iv) 100
mg/kg CI (n=2); (v) 10 mg/kg C2 (n = 2); (vi) 25 mg/kg C2 (n = 2); (vii) 100 mg/kg C2 (n =
2). The doses used in this preliminary toxicological evaluation were based on our previous
study with probucol (Santos et al., 2012), which reported neuroprotection and no evident
toxicity in mice subjected to daily i.p. injections of probucol (10 mg/kg during 2 months).
Animals received i.p. injections of the compounds once a day for four days. Toxicity

evaluated was based on the mortality rate and body weight loss (Supplemental Fig. 2).

2.4.4. Focal ischemia protocol (surgical procedures)

Animals were initially numbered on day minus two (-2) (Fig. 1) and randomly
assigned to one of the four experimental groups before surgery, with an online number
generator (www.random.org). On day 1 (surgery day), the animals were anesthetized with
intraperitoneal injections of ketamine (75 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg). The head hair was
trimmed with scissors and the area was cleaned with alcoholic iodine solution. Each animal
was positioned in the stereotaxic apparatus (Kopf Instruments) and a vertical midline incision
was made to expose the skull suture lines. Using Bregma as a reference, three holes were
made in the skull, with a dental drill, in the following coordinates (Windle et al., 2006):

A: Right motor cortex, anteroposterior (AP) = 0.0 mm, mediolateral (ML) = -2.5
mm, dorsoventral (DV) =-2.3 mm;

B: Right motor cortex, AP =+2.3 mm, ML = -2.5 mm, DV = -2.3 mm;

C: Right dorsolateral striatum, AP =+0.7 mm, MP = -3.8 mm, DV =-7.0 mm.

For each site, 2 pL of ET-1 (800 pmol) or vehicle (sterile saline, NaCl 0.9%) were
injected, representing a total of 6 uL per animal. ET-1 was injected at a rate of 0.5 pL/min,
with an interval of 1 min per microliter (Windle et al., 2006). Needles were removed from the
injection sites at 3 min following each injection. The incision was closed and the animal
received postoperative support with flunixin meglumine (2.5 mg/kg) and saline (NaCl 0.9%)

warmed to body temperature, administered subcutaneously, according to the IMPROVE
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Guidelines (Percie du Sert et al., 2017). An intramuscular injection of a veterinary pentabiotic
(24,000 TU/kg, suspension with streptomycin and penicillin) was administered to prevent
infections. Finally, the animals recovered in pairs in their cages, with water and food easily
accessible. Brain regions and ET-1 concentration (800 pmol) were chosen according to a
previous study, which reported a survival rate of 77%, and 100% of survivors with behavioral
deficits (Windle et al., 2006). Supplemental Fig. 3 depicts the stereotaxic injection sites of
ET-1.

2.4.5. Poststroke treatment

Based on the results of the preliminary toxicological evaluation (Supplemental Fig.
2), C2 was the only probucol analogue studied in the focal ischemia model. C2 was diluted in
canola oil (used as vehicle in the control group) and concentrations of 20 mg/kg and 50 mg/kg
(based in preliminary toxicological evaluation) were used. The treatment consisted of a single
1.p. injection, once a day for four days (days 1, 2, 3, 4 — Fig. 1), starting approximately 1 h

after the beginning of the surgical procedures (ET-1 administration).

2.4.6. Behavioral tests

All behavioral tests were performed on days 0 and 5 (Fig. 1). Training sessions for
the beam balance test were performed on days -2 and -1 (Hausser et al., 2018; Schaar et al.,
2010), when the animals were also acclimated to the acrylic cylinder used in the Cylinder Test

and Adhesive Removal Test (described below).
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Figure 1
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Figure 1: Design of the experimental in vivo protocol. The figure depicts the experimental protocol
adopted in the study and its progression in days. Training: animals were trained in Beam Balance Test. Baseline:
animals' performances in all behavioral tests were evaluated before surgeries. Surgery: cerebral stereotaxic
injection of ET-1. Treatment: intraperitoneal administration of canola oil (vehicle) or C2. Testing: behavioral

assessments.

2.4.7. Cylinder Test

Considering that ET-1 was injected only in the right hemisphere, we took advantage
of the Cylinder Test (CT) to evaluate locomotor asymmetry. Animals were placed in an
acrylic cylinder (diameter, 20 cm; height, 50 cm) and the spontaneous use of the forelimbs
was evaluated for 3 min (Ploughman et al., 2009). Briefly, during vertical exploration, the
number of ipsilateral (A) and contralateral (B) contacts with the cylinder wall was recorded.
To express the asymmetry in the use of the anterior contralateral limb, the following formula
was applied (Ploughman et al., 2009):

[B/(A+B)] x 100

2.4.8. Bean Balance Test

The balance of the animals was investigated through the Beam Balance Test (BBT)

(Hausser et al., 2018). Briefly, rats were placed individually on a wooden beam (length, 60
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cm; width, 1.75 cm) and their exploratory activity was evaluated during 3 sessions of 1 min
each, with intervals of 1 min, afterwards, the average of these values was calculated (Hausser
et al., 2018). The wooden beam was positioned at a height of 80 cm from the floor and had a
barrier (height, 40 cm) to prevent the animal from advancing, which forced the rats to
maintain balance in the selected area of the beam. Behavioral analyses were performed using
a previously published scoring system according to the animal's performance in the test
(Hausser et al., 2018). It is important to mention that, before tests, training sessions were
performed on days -1 and -2 (Fig. 1) and rats were considered trained after achieving three
scores of 1 or 2 (Hausser et al., 2018). No animals were injured in this test; there was a

cushioned safety box under the wooden beam, preventing any accident with the animals.

2.4.9. Adhesive Removal Test

The impairment of sensorimotor functions was investigated through the Adhesive
Removal Test (ART) (Balkaya et al., 2013; Rewell et al., 2017). Briefly, with a quick physical
restriction of the animal, a square adhesive tape (6 x 6 mm) was attached to the palm of each
forepaw. The tape was attached in a random order and before the start of the test both
forepaws were touched, avoiding bias (Rewell et al., 2017). The test was conducted on the CT

cylinder and the time to remove each adhesive was recorded for a maximum of 5 min.

2.4.10. Sample processing

After the end of behavioral tests, animals were anesthetized (similarly to item 2.4.4)
and perfused transcardiacally with phosphate buffer (0.1 M) and formaldehyde (4%). The
brains were removed and postfixed in formaldehyde (4%) for 24 h. Afterwards, the brains
were subjected to sucrose solutions (10%, 20% and 30%) for cryoprotection and stored at -
80°C. Subsequently, the brain areas of interest were cut (20 um thick) in cryostat and stored

in a refrigerator, submerged in phosphate buffer (0.1 M) with sodium azide (0.5%).

2.4.11. Immunohistochemical analyses

Twenty (20) um free-floating cryostat coronal sections were obtained. The free-

floating sections were permeabilized with the washing buffer (0.15% Triton X-100 in 0.1 M
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PBS), and then incubated for 30 min with 0.3% H,0, to inhibit endogenous peroxidases.
Nonspecific binding sites were blocked with 5% normal goat serum. After 3 washing cycles,
the sections were incubated with the primary antibody anti-glial fibrillary acidic protein
(GFAP, 1:500) diluted in washing buffer with 0.02% thimerosal for approximately 18 h at
4°C. Afterwards, samples were incubated for 1 h at room temperature with the peroxidase-
conjugated secondary antibody (1:500), with subsequent exposure to 3,3-diaminobenzidine
(DAB), resulting in a brown color precipitate. All images were acquired using the Axio
Scan.Z1 slide scanner (Zeiss, Germany). Afterwards, high resolution images of the ROI
(striatum) were generated in ZEN 3.4 (blue edition) and analyzed in Imagel] (National
Institutes of Health, USA). The analysis consisted of quantifying the percentage of area
covered by positive GFAP astrocytes (four sections per animal), through integrated density,

1.e., the sum of pixels of positive GFAP astrocytes within the same threshold was quantified.

2.5. STATISTICAL ANALYSIS

Initially, Grubbs' test, also called the ESD (extreme studentized deviate) method, was
performed to detect and exclude significant outliers. Data were subjected to D'Agostino &
Pearson's normality test. In vitro data were analyzed using one-way or two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Tukey's post hoc test. In vivo data were analyzed using two-
way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. Graphics and ANOVAs were performed
using the Graph-Pad PRISM® software version 7.0a (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Sample size calculation was performed using Statistica software, version 8.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, USA, 2008). The results were expressed as mean + S.D. and significance was

considered when P < 0.05.
3. RESULTS
3.1. Excess glutamate causes oxidative damage in HT22 cells
In neuronal HT22 cells, which do not express N-methyl-D-aspartate (NMDA)
glutamate receptors (Tobaben et al., 2011), excess glutamate inhibits the cystine/glutamate

antiporter system Xc- and induces ferroptosis (Tang et al., 2020), a nonapoptotic form of

regulated necrosis involved in several pathological conditions, including ischemic events
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(Alim et al., 2019; Datta et al., 2020; Stockwell et al., 2017). We have previously observed
the involvement of ferroptosis in this in vitro model since HT22 cell death is not only
preceded by significant lipid peroxidation (a ferroptosis driver), but also rescued by the
classic antiferroptotic agent Ferrostatin-1 (Naime et al., 2021). Here, glutamate caused
concentration-dependent decrease in the cellular metabolic viability (Fig. 2A) at 24 h after
treatment [F (5, 12) = 39.82; p<0.0001], with an ICsy of 3.42 mM. Under the same
experimental condition, glutamate significantly increased cell death [F (5, 12) = 13.50;
p=0.0001], also in a concentration-dependent manner (Fig. 2B). In time-dependent
experiments, HT22 cells were exposed to a fixed glutamate concentration (3 mM) during 1, 3,
6 and 24 h. Glutamate significantly decreased cellular metabolic viability (Fig. 2C) [F (4, 25)
=16.77;p<0.0001] and increased cell death (Fig. 2D) [F (4, 25) = 22.08; p<0.0001], although
post hoc analysis showed significant differences only at 24 h after treatment (p<<0.0001); no
significant effects were observed in the previous evaluated time points (6, 3 and 1 h) (Fig. 2C
and D). Based on these results, the exposure to 3 mM glutamate during 6 h was chosen in
order to investigate the levels of GSH, whose depletion represents a classic hallmark of the
ferroptotic death induced by glutamate (Tang et al., 2020). Even though no significant
changes in metabolic viability and cell death rates were observed at this condition (3 mM
glutamate during 6 h, Figs. 2C and 2D), a significant (50%) depletion of GSH levels was
observed (Fig. 2E) [t=3.131, df=8; p=0.014], confirming the occurrence of an event

underpinning glutamate-induced ferroptosis.
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Figure 20: Glutamate-mediated oxidative cytotoxicity in HT22 cells. Cells were treated with
different glutamate concentrations (1-10 mM) and after 24 h, metabolic cell viability (Panel A) and cell death
(Panel B) were evaluated. Cells were treated with glutamate 3 mM and at different time-points (1, 3, 6 and 24 h),
metabolic cell viability (Panel C) and cell death (Panel D) were evaluated. Cells were treated with 3 mM
glutamate and glutathione (NPSH) levels were measured after 6 h (Panel E). Data are presented as mean + S.D.
Independent experiments were performed (n = 3-6) and each dot represents the average of 3 technical replicates.
One-way ANOVA (A-D) was performed, followed by Tukey’s test. (E) Student unpaired T test was performed.
Asterisks indicate significant differences compared to the respective control: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <

0.001; **** p< 0.0001.
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3.2. CI and C2 are not cytotoxic and protect against the oxidative toxicity induced by

glutamate and zert-butyl hydroperoxide in HT22 cells

To select proper concentrations of probucol, CI and C2 for the following studies,
their own effects on metabolic cell viability and cell death were firstly investigated. After
exposure to different concentrations (0.5, 1, 3 and 5 uM) of probucol, C1I or C2 during 48 h,
no significant changes in metabolic cell viability and cell death were observed (Supplemental
Fig. 4). These results not only indicate absence of significant cytotoxicity of the investigated
compounds at the used concentrations, but also indicate that they do not increase cell
proliferation (no significant increases in metabolic cell viability were observed), which is
critical to proper interpret results concerning toxicity and protection in models of proliferating
cells.

To investigate the potential protective effects of probucol, CI or C2, cells were
exposed during 24 h to two glutamate concentrations: 3 mM, which causes a 50% decrease in
cell viability, and 5 mM, which is extremely deleterious and causes a 90% decrease in cell
viability (Fig. 3A). In fact, glutamate treatment exhibited significant main effects on cell
viability [F (2, 72) = 116.7, p<0.0001] and cell death [F (2, 72) = 29.50; p<0.0001]. Although
post hoc analysis showed that probucol treatment failed to protect against glutamate-induced
cytotoxicity (Figs. 3A and 3B), CI or C2 displayed significant protective effects, regardless of
the used glutamate concentration (Figs. 3A and 3B). Although CI or C2 protected against
glutamate-induced cytotoxicity, they were unable to mitigate glutamate-induced GSH
depletion (Fig. 3C). On the other hand, CI or C2 significantly mitigated glutamate-induced
increase in oxidant reactive species (Fig. 3D), pointing to antioxidant properties of CI or C2.
Corroborating this result, CI or C2, but not probucol, protected against the cytotoxicity
induced by 50 uM fert-butyl hydroperoxide (--BuOOH) (Fig. 3E), a pro-oxidant molecule that

has also been reported to cause ferroptosis in cultured cells (Wenz et al., 2018).
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Figure 3: Probucol analogues protects against glutamate and 2-BuOOH oxidative damage. At 24
h after seeding, cells were treated with 0.5 pM of probucol (PB), CI or C2. After 24 h, cells were treated with 3
or 5 mM glutamate (Panels A-D) or 50 uM t-BuOOH (E). Metabolic cell viability (Panel A) and cell death
(Panel B) were evaluated 24 h after glutamate treatment. Glutathione (NPSH) levels and reactive species were
measured 6 h after glutamate treatment (Panels C and D). At 24 h after ~BuOOH (50 uM) treatment, metabolic
cell viability was evaluated by the MTT assay (Panel E). Data are presented as mean + S.D. Independent
experiments were performed (n = 3-6) and each dot represents the average of 3 technical replicates. Two-way
ANOVA was performed, followed by Tukey’s test. Symbols indicate significant differences: * p< 0.05; ** p <
0.01; *** p <0.001; **** p< (0.0001 compared to the respective control (cells not treated with glutamate). # p<
0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001; #### p< 0.0001 compared do the respective control (cells not treated with

protective agents and treated only with t-BuOOH or the respective glutamate concentration).
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The reducing potentials of probucol, CI and C2 were measured in a cell-free
condition to investigate whether the observed cytoprotective effects of CI and C2 (Fig. 3)
could be related to direct antioxidant capacities. At equimolar concentrations, probucol has,
together with trolox (positive control), the highest hydrogen donating capacity compared to
C1 and C2 (Fig. 4). Notably, probucol showed no significant cytoprotective effects against
glutamate- and -BuOOH-induced damage (Fig. 3). On the other hand, C2, which displayed
significant cytoprotective effects against glutamate-induced ferroptosis, showed the lowest
antioxidant capacity (Fig. 4). These results strongly suggest that the observed cytoprotective

effects of C1 and C2 are not caused by direct antioxidant properties.
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Figure 4: Probucol analogues have low reducing potential. The reducing potentials (direct
antioxidant capacities) of Probucol (PB), CI and C2, at equimolar concentration (25 uM), were evaluated and
quantified by cell-free DPPH assay. Trolox (25 pM) was used as positive control. Data are presented as mean +
S.D. Three independent experiments were performed (n = 3) and each dot represents the average of 3 technical
replicates. One-way ANOVA was performed, followed by Tukey’s test. Asterisks indicate significant differences

compared to the positive control Trolox (* p < 0.05).
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3.3. C2 rescued forelimb use asymmetry induced by ET-1

The average percentage of use of the contralateral limb in control animals was
49.32%, which was analogous to levels measured for all the enrolled animals before ET-1
administration (baseline before surgery = 48.9%) (Fig. 5). ET-1 caused a significant
asymmetry in the use of forelimbs during vertical exploration [F (1, 51) = 22.35; p<0.0001;
there was a significant reduction (= 50%) in the spontaneous use of the contralateral limb
when making contacts on the cylinder walls (Fig. 5). Compared to controls, no significant
changes in the percentage of use of the contralateral limb were observed in animals subjected
to the focal ischemia protocol (ET-1 administration) and treated with C2, regardless of the
administered dose (Fig. 5), which is in agreement with the significant ET-1 by C2 interaction

[F (2, 51) = 7.444; p=0.0015].

3.4. C2 recovered the balance impairment induced by ET-1

In the beam balance test, the scores 1 and 2 are considered normal (Hausser et al.,
2018). In agreement, we found an average score of 1.84 for all the enrolled animals before
surgery. On the fourth day after surgery, control rats scored an average of 2.11, i.e., visible
balance with all members on the beam and exploratory movements without falls (Fig. 6). ET-
1 induced a significant impairment in the balance of the rats [F (1, 51) = 15.51; p=0.0002],
measured by locomotion deficits, higher frequency of use of ipsilateral members in the beam
and falls during the test (Fig. 6). Animals exposed to ET-1 scored an average of 2.93, which
was significantly different from control score. Of note, 100% of ET-1-treated animals showed
scores higher that the average of the control group (2.11). C2 exhibited significant main effect
in the beam balance test [F (2, 51) = 3.460; p=0.0390], which is in agreement with the no
significant changes in animals subjected to the focal ischemia protocol (ET-1 administration)

and treated with C2 compared to controls, regardless of dose (Fig. 6).
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Figure 5: Probucol analogue C2 improves performance in the Cylinder Test. Impaired motor

symmetry was evaluated by quantifying the percentage of contralateral use (details in Methods Section), which

was near to 50% (48.9%) in baseline analyses performed before surgeries (dotted line). The spontaneous use of

the contralateral forelimb was significantly reduced in ET-1-treated animals (p < 0.0001), but animals treated

with ET-1 + C2 were not different from controls. Results are expressed as mean = SD. Following D'Agostino &

Pearson's normality test, a two-way ANOVA was performed, followed by Tukey’s post hoc test. N.S. = non-

significant.
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Figure 6
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Figure 6: Probucol analogue C2 improves performance in the Beam Balance Test. Balance was
scored from 1 to 5 (details in Methods Section). Baseline analyses performed before surgeries indicated an
average basal score of 1.84 (dotted line). Balance score was significantly increased in ET-1-treated animals (p <
0.01), but animals treated with ET-1 + C2 were not different from controls. Results are expressed as mean + SD.
Following D'Agostino & Pearson's normality test, a two-way ANOVA was performed, followed by Tukey’s post

hoc test. N.S. = non-significant.

3.5. Effects of C2 in the sensorimotor deficit induced by ET-1

The Adhesive Removal Test (ART), which is commonly used to investigate stroke
related impairments of tactile extinction, showed that animals from the control group removed
the adhesive from the contralateral limb in an average of 13.09 s, a value close to the baseline
before surgery (14.7 s) (Li et al., 2001; Rewell et al., 2017). On the other hand, the ischemic
group (ET-1 alone) took an average of 204.72 s to remove the adhesive from the contralateral
limb, indicating a marked sensorimotor deficit (Fig. 7) [F (1, 51) = 32.89; p<0.0001]. In fact,

several animals in the ET-1 group reached the maximum evaluated time (300 seconds) to
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remove the contralateral adhesive. Even though two animals of each group treated with ET-1
+ C2 (20 or 50 mg/kg) also reached the maximum evaluated time and their average time
required to remove the adhesive from the contralateral limb was near to 100 s, several animals
treated with ET-1 + C2 (regardless of dose) presented performances like of control animals.
Of note, there were no significant differences when such groups were compared to controls;
the apparent impairments in animals treated with ET-1 + C2 did not reach statistical
significance (p = 0.12 and 0.07). These groups showed a great dispersion of data and the
individuals values depicted in Fig. 7 strongly suggest that C2 protects part of the individuals
subjected to the focal ischemia protocol. Nonetheless, ET-1 by C2 interaction was not

significant [F (2, 51) =2.021; p=0.143].

3.6. C2 inhibited ET-1-induced reactive gliosis

The behavioral deficits of the ischemic group (ET-1 alone) were accompanied by
significant reactive gliosis (Figs. 8A and B) [F (1, 24) = 57.06; p<0.0001]. In fact, such
animals had an average area coverage of GFAP positive astrocytes of 8.4%, a value three
times greater than the control group (2.3% area covered). On the other hand, animals treated
with ET-1 + C2 (regardless of dose) showed a significant decrease in the area covered with
positive GFAP astrocytes, when compared to the ischemic group (Fig. 8B). Animals that
received ET-1 + 50 mg/kg €2 did not differ statistically from the control group (Fig. 8B). In
agreement, both C2 main effect [F (2, 24) = 4.347; p=0.0245] and ET-1 by C2 interaction [F
(2, 24) = 3.557; p=0.0444] reached statistical significance. These results indicate that
increased and/or long-lasting reactive gliosis is likely related to a worse behavioral outcome
after the ischemic challenge in animals that received only ET-1. Indeed, we showed that
animals treated with ET-1 + C2 (regardless of dose), which exhibited a significant reduction

in reactive gliosis, were also accompanied by behavioral performances similar to the control

group.
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Figure 7
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Figure 7: Probucol analog C2 improves performance in the Adhesive Removal Test. The time to
remove the contralateral adhesive was measured (details in Methods Section). Baseline analyses performed
before surgeries indicated a basal of 14.7 seconds (dotted line). The time to remove the contralateral adhesive
was significantly increased in ET-1-treated animals (p < 0.0001), with several animals reaching the maximum
evaluated time (300 seconds). Although two animals of each group treated with ET-1 + C2 (20 or 50 mg/kg) also
reached the maximum evaluated time, several animals presented performances like that of control animals.
Apparent impairments in animals treated with ET-1 + C2 did not reach statistical significance (p = 0.12 and
0.07). Results are expressed as mean = S.D. Following D'Agostino & Pearson's normality test, a two-way

ANOVA was performed, followed by Tukey’s post hoc test. N.S. = non-significant.
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Figure 8
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Figure 8. Probucol analog C2 reduces reactive gliosis. (A) Representative images showing
significant reactive gliosis in the ischemic group (ET-1 alone, upper right). It is possible to observe a reduction
in reactive gliosis in the groups treated with C2 (lower right and left) compared with the ischemic group. (B)
Quantification of GFAP-positive cells. Results are expressed as mean £ S.D. A two-way ANOVA was
performed, followed by Tukey’s post hoc test. N.S. = non-significant. # p < 0.05 statistical difference compared

to the ischemic group (ET-1 alone). n=5 animals per group.
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4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In the present study, we designed and synthesized two novel probucol analogues
[2,6-di-tert-Butyl-4-selenocyanatophenol (Compound 1, CI) and 4,4'-Diselanediylbis (2,6-di-
tert-butylphenol) (Compound 2, C2)] that, in contrast to the parent compound (probucol),
exhibited substantial protective effects in an in vitro model of cellular injury induced by
excess glutamate and characterized by significant ferroptosis (Naime et al., 2021). Due to the
lack of glutamate NMDA receptors in HT22 cells (Tobaben et al., 2011), the molecular events
leading to such cytotoxicity are essentially triggered by decreased cystine uptake through the
xCT system, which culminates in GSH depletion and ferroptosis (Yan et al., 2021). Although
we observed a significant decrease of GSH levels in glutamate-treated cells, corroborating
data from previous studies based on similar approaches (Bueno et al., 2020; Naime et al.,
2021), we observed no modulatory effects of CI and C2 against glutamate-induced GSH
depletion, indicating that their protective effects are not related to the mitigation of GSH
depletion. Considering that probucol, which exhibited no cytoprotective effects against
glutamate-induced ferroptosis, presented higher hydrogen donating capacity compared to C1
and C2, the observed cytoprotective effects of both analogues seem to not be linked to direct
antioxidant/reducing properties. Additionally, although the detailed mechanisms mediating
the protective effects of C1 and C2 against glutamate-induced oxidative cytotoxicity are not
completely understood, it is reasonable to state that both compounds increase the cell
capability to cope with oxidant challenges; this idea is reinforced by the fact that C1- and C2-
treated cells exhibited decreased levels of DCF-reacting oxidants after glutamate exposure
and lower sensitivity to ~-BuOOH.

Recent lines of evidence indicate that ferroptosis represents a potential target for the
treatment of stroke (Xu et al., 2022). However, whether antiferroptotic drugs can protect
against ischemic stroke injury under in vivo scenarios is presently unclear. Considering these
elements, as well as the significant protective effects of CI and C2 in our in vitro
experimental model of ferroptosis with neuronal HT22 cells, we reasoned that both probucol
analogues could present neuroprotective effects in an in vivo model of ischemic stroke.
However, due to the significant toxic effects of C1 in vivo (Supplemental Fig. 2), only C2 was
tested in in vivo ischemic stroke model, which was based on the central administration of the
vasoconstrictor ET-1 (Windle et al., 2006). We observed that ET-1-treated animals exhibited

significant impairments in all the three behavioral tests, which are classically used to score the
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severity of ischemic stroke-mediated injury in rodents (Balkaya et al., 2013; Hausser et al.,
2018; Ploughman et al., 2009; Rewell et al., 2017; Schaar et al., 2010). Remarkably, C2 was
able to improve behavioral outcomes in ischemic animals, highlighting, for the first time, the
beneficial effects of an antiferroptotic probucol analogue in an in vivo scenario. From a
pharmacological point of view, this result could conceivably be relevant considering the need
for antiferroptotic agents with good ADME properties (Hofmans et al., 2016). The beneficial
effect of C2 in an in vivo model of ischemic stroke, which is in line with the fact that probucol
and some analogues exhibit good ADME properties in vivo (Fellin et al., 1986; Tardif et al.,
2008), points to antiferroptotic probucol analogues as potential adjuvants for treating ischemic
stroke. Indeed, based on the recently described contribution of ferroptosis to stroke-mediated
injury (Xu et al., 2022), one might posit that the association of antiferroptotic compounds
(i.e., C2) with strategies that have been proven to mitigate cerebral ischemic injury by
modulating events other than ferroptosis [i.e., therapies to restore ischemia-depleted ATP
(Faller et al., 2017), to inhibit NMDA-receptor downstream signaling (Bach et al., 2019), or
to decrease neurogenic inflammation (Sorby-Adams et al., 2019)] would provide improved
stroke outcomes. Nevertheless, such associations represent a novel research area that deserves
further investigation.

Reactive gliosis, which represents a reaction of astrocytes to brain injury, has also
been reported after ischemic stroke (Shen et al., 2021). Notably, in stroke, several factors (the
lesion itself, the ischemic environment, disrupted blood-brain barrier, the inflammatory
response) can affect the extent and quality of reactive gliosis (Pekny & Nilsson, 2005), which
is commonly quantified by the analyses of the tissue GFAP protein expression. Here, we
observed a significant increase in the expression of striatal GFAP at 7 days after the onset of
the ischemic episode, indicating the occurrence of reactive gliosis in the striatum of ET-1-
treated rats. The ameliorative effects elicited by C2 in striatal GFAP expression reinforce its
neuroprotective effects in our in vivo model and highlight the link between the behavioral
evaluated parameters and reactive gliosis in ET-1 treated rats.

In conclusion, the present study shows that two novel probucol analogues (C1I and
C2), in contrast to the parent compound, protect against glutamate-induced ferroptosis in
vitro. Such protection was not linked to direct antioxidant properties or to the prevention of
GSH depletion, although it was related to an increased capability to cope with oxidant
challenge. Consistent with these in vitro findings, C2, which caused no evident toxicity,

displayed significant neuroprotective effects in an in vivo model of focal ischemic stroke in
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rats, leading to significant functional improvements. These effects of C2 in our in vivo model,
which are in line with the already reported good ADME properties of probucol and some
analogues, points to C2 as a potential new drug to treat ischemic stroke and/or further

ferroptosis-related pathological conditions.
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Supporting Information

Supplemental Table 1: Chemicals, reagents and antibodies used in the study.

Chemicals/reagents Suppli Co
er de
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Sigma- D9
(DPPH) Aldrich 132
2'/7-Dichlorofluorescein  diacetate Sigma- 358
(DCFH;-DA) Aldrich 45
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- Sigma- M2
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) Aldrich 128
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic  acid) Sigma- DS
(DTNB) Aldrich 130
6-hydroxy-2,5,7,8- Sigma- 238
tetramethylchroman-2-carboxylic acid | Aldrich 813
(Trolox™)
Antibiotic-Antimycotic (100X) Therm 152
o Fisher 40062
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma- 472
Aldrich 301; D2650
Dulbecco’s modified Eagle’s medium Therm 121
(DMEM) o Fisher 00046
Endothelin-1 Sigma- E7
Aldrich 764
Fetal bovine serum (FBS) Therm 161
o Fisher 40071
Glutathione reductase (GR) from Sigma- G3
baker’s yeast Aldrich 664
Hanks’ Balanced Salt solution Sigma- H8




(HBSS) Aldrich 264
L-Glutamic acid Sigma- Gl
Aldrich 251
L-Glutathione reduced Sigma- G4
Aldrich 251
Probucol Sigma- P9
Aldrich 672
Propidium iodide (PI) Sigma- P4
Aldrich 170
tert-Butyl hydroperoxide (t-BuOOH) Sigma- 458
Aldrich 139
Triton X-100 Sigma- X1
Aldrich 00
Trypsin-EDTA Therm 154
o Fisher 00054
B-Nicotinamide adenine dinucleotide Sigma- N5
phosphate, reduced | Aldrich 130
tetra(cyclohexylammonium) salt (NADPH)
Antibodies/reagents Suppli Co
er de/RRID
Anti-glial fibrillary acidic protein Sigma- G9
(GFAP) rabbit polyclonal Aldrich 269/
AB 477035
Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, Sigma- AP
Peroxidase Conjugated Aldrich 132P/
AB 90264
3,3’-Diaminobenzidine Sigma- D5
tetrahydrochloride Aldrich 905
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2,6-di-tert-butylphenol

Supplemental Figure 1: New probucol analogues (Compounds 1 and 2). In addition to the
chemical structures, a brief scheme of the synthetic pathway is provided. CI was synthesized from 2,6-di-tert-
butylphenol and C2 was synthesized from C1. Details on the synthesis are provides in the Methods Section.
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Supplemental Figure 2: Preliminary toxicological evaluation. Toxicity was evaluated based on the
mortality rate and body weight loss. Animals received i.p. injections of the compounds once a day for four days.
Both graphics depict the animals’ body weight during the toxicological study. Experimental number per group
was 2 (n = 2), except for control group (n = 4; same for CI and C2). Each circle represents an individual. CI, at
the highest dose (100 mg/kg; green circle), caused a first death on day 3 and a second death on day 4,
representing a mortality rate of 100% on day 4. After euthanasia, a macroscopic evaluation of the main organs
(brain, liver, kidney, hearth, lungs) showed an evident hepatic steatosis in animals treated with CI. No
macroscopic changes and general toxic effects were observed in animals treated with C2.
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Supplemental Figure 3: Stereotaxic injection sites of ET-1. (a) Schematic representation of the ET-
1 injection sites. (b) Image of a representative rat brain showing the actual locations of ET-1 (methylene blue
was used as dye).
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Sample size calculation details

Sample size calculation was performed based on a primary (small) experimental set
of animals, whose results were posteriorly added to the main study (composed of 4
experimental sets; detailed in the Supplemental Table 2).

Supplemental Table 2: Subjects number and experimental sets.

Animal sets | Subjects number Subjects number
(before surgery) Survival rate (%) | (after surgery)

Ist 17 82.35 14

2nd 17 76.47 13

3rd 17 82.35 14

4th 20 80 16

Total 71 ~ 80 57

A total of 71 rats were used in the focal ischemia protocol. Because of a mortality
rate of ~20%, 57 animals were evaluated in the behavioural and histological analyses. The
first set involved 14 animals that survived post-surgery; these animals were used to perform

sample size calculations.

For sample size calculation, we initially evaluated the performance of the animals (n
= 14) in the cylinder test, which has been reported as a valuable tool to assess central
unilateral damage (Schaar, Brenneman et al. 2010). Sample size calculation was performed
using the Statistica software, version 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2008). Considering
a goal power = 0.8 and a = 0.05, the sample size calculation indicated the need for (i) a
minimum experimental number of 9 animals per group for ET-1 effect and (i) a minimum
experimental number of 5 animals per group for the interaction effect.

The experimental number of 9 animals per group was selected; however, considering
possible animal losses during surgery and/or treatments in the following 3 additional
experimental sets, we initially decided to increase this number to up to 11. We indeed had a
significant mortality (~20%) in the surgical and/or early postsurgical periods (detailed below).
Considering such losses and the fact that the most relevant groups [(i1) control; (i1)) ET-1 and
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(i) ET-1 + RC 50 mg/kg C2)] were prioritized when allocating animals in the three last
experimental sets, their experimental number was kept at eleven (N = 11), detailed in the
Supplemental Table 3 (below).

Supplemental Table 3: Experimental number per group at the end of the study.

Experimental set — First Second | Third Fourth | TOTAL
Groups |

Control 333) 3(2) 333 333 12 (11)
ET-1 3(2) 4(3) 4(3) 333 14 (11)
Compound 2 (20) 2(1) 2(1) 2(2) 4(2) 10 (6)
Compound 2 (50) 33) 2(1) 2(2) 3(2) 10 (8)
ET-1 + Compound 2 | 3 (3) 333) 2(1) 4(3) 12 (10)
(20)

ET-1 + Compound 2 | 3 (2) 333) 4(3) 33 13 (11)
(50)

TOTAL 17 (14) 17(13) [17(14) |20(16) |71(57)

Although we started with 71 animals for the focal ischemia protocol, 57 animals
were evaluated in the behavioural and histological analyses due to a mortality rate of
approximately 20%. The numbers between parentheses indicate the actual experimental
number after animal losses.
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Supplemental Figure 4: Probucol and its analogues have no cytotoxic effects in HT22 cells. Cells

were seeded into 96-well plates at a density of 9.0 x 10’ cells/cm’. After 24 h, cells were incubated with 0.05%
ethanol (used as a vehicle), 0.5, 1, 3 and 5 uM of probucol, C1 or C2. After 48 h, metabolic cell viability (A, C
and E) was evaluated by the MTT assay. Cell death (B, D and F) was evaluated by propidium iodide (PI) uptake.

Probucol (PB) and analogues (CI and C2) did not significantly change metabolic cell viability and cell death.

Cell viability is expressed as percentage of control (untreated cells, 100%, dashed line). Cell death is expressed

as percentage of the positive control (cells treated with 2% Triton X-100, 100%, dashed line). Data are presented

as mean + SD. Three independent experiments were performed (n = 3) and each dot represents the average of 3

technical replicates.
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ABSTRACT

The mammalian brain homeostasis is maintained by a complex arrangement of heterogeneous
cell types that orchestrate metabolism and neurotransmission. Such balance is commonly
disturbed in brain pathological conditions such as Parkinson's and Alzheimer's diseases,
which have neuroinflammation and oxidative stress as pivotal mechanisms, being the last
recently linked to a new oxidative form of cell death called ferroptosis. Microglia are one of
the key support cells in the brain that respond to disruptions in such homeostasis. Its
participation in neuroinflammation is well-known, however, studies investigating the role of
these cells within a ferroptotic context are lacking. To address this issue, we explored whether
microglial (BV-2 cells) activation products can intensify, mitigate or block oxidative and/or
ferroptotic damage in neuronal cells (HT22 cell line). Cultured BV-2 microglial cells were
stimulated with 5 - 100 ng/mL lipopolysaccharide (LPS) for 24 h and, after confirmation of
microglial activation, their culture medium (conditioned media; CM) was transferred to
neuronal cells, which was subsequently (6 h later) exposed to glutamate or ters-butyl
hydroperoxide (t-BuOOH). As major finding, HT22 cells pretreated for 6 h with CM
exhibited a significant ferroptosis-resistant phenotype characterized by decreased sensitivity
to glutamate (15 mM)-induced cytotoxicity. However, no significant protective effects of
LPS-activated microglial cell-derived CM were observed in ~-BuOOH (30 uM)-challenged
cells. These results indicate that activated microglia-derived molecules may protect neuronal
cells against ferroptosis. The phenomenon observed in this work highlights the beneficial
relationship between microglia and neuron, showing new therapeutic approaches for the

control of ferroptotic cell death.

Keywords: BV-2, HT22, conditioned media, glutamate, fert-butyl hydroperoxide, ferroptosis.
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1. INTRODUCTION

The brain exhibits a high requirement for oxidative metabolism. Indeed,
approximately 20% of the oxygen used by the human body at rest are designated to cerebral
functions [1]. Such high oxygen consumption leads, consequently, to a higher production of
oxygen-derived reactive and oxidant species, which, summed to a modest brain’s antioxidant
defenses, render this organ highly susceptible to oxidative stress [2]. Of particular importance,
neurons exhibit higher rate of oxidative metabolism [3] and lower antioxidant capacity [4]
compared to glial cells, which make this cell type highly prone to oxidation. Additionally,
neuronal membranes can be composed of polyunsaturated fatty acids (PUFA), which are
sensitive to the action of oxidants [5]. In this scenario, neurons are highly susceptible to
oxidative damage and degeneration, which seems to play pivotal roles in the development of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's, Alzheimer's and amyotropic lateral sclerosis
[5-8]. Among the pathophysiological events underpinning the development of such
neurodegenerative diseases excitatory amino acid toxicity, impaired energy metabolism and
oxidative stress represents major events [9]. Of particular importance, a recent form of
nonapoptotic programed cell death called ferroptosis has emerged as a pathway of interest in
the aforementioned context [10].

Ferroptosis, a recently described form of regulated nonapoptotic cell death, is
characterized by loss of control over iron metabolism, thiol regulation and lipid peroxidation
[11]. It also has hallmarks such as glutathione (GSH) depletion, glutathione peroxidase 4
(GPX4) disruption, increased levels of reactive oxygen species (ROS) and intense lipid
peroxidation [12]. Interestingly, features present in ferroptosis, such as GSH depletion, lipid
peroxidation, mitochondrial dysfunction and Ca®" dysregulation, are also present in aging,
Alzheimer's and Parkinson's diseases, amyotrophic lateral sclerosis and stroke, suggesting a
possible participation of this pathway in these conditions [13]. Therefore, mitigating or
blocking ferroptosis in neurons (and brain environment) becomes a plausible therapeutic
target of interest. This possibility can be supported by different approaches, which aim, for
example, to reduce local oxidative stress by supporting antioxidant defenses or acting directly
on reactive species. Despite the well-known supportive metabolic and antioxidant roles of
astrocytes toward neurons [14], studies on the relationship between glial cells (including

microglia) and neurons in the ferroptotic context are absent.
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Microglia are immune cells resident in the central nervous system, described as
double-edged swords, as they have protective or damaging aspects, improving or aggravating
the physiological or pathological condition in which they act [15]. The dysregulation of the
sentinel, housekeeping and defense functions of the microglia is associated with neuronal
damage in diseases such as amyotrophic lateral sclerosis, Alzheimer's, Parkinson's,
Huntington's and stroke [15, 16]. Although an "activated" microglia is capable of releasing
numerous factors that can damage neurons, we cannot disregard the possible protective role of
these signals since there is a complex cross-talk between microglia and neurons and the result
of these interactions could be beneficial in certain conditions [17-19]. However, as already
mentioned, studies on the relationship between microglial cells and neurons in the ferroptotic
context are lacking.

Considering that (i) neurons are particularly sensitive to oxidative damage, (ii)
ferroptosis seems to play a significant role in neurodegenerative conditions, and (iii)
microglial cells (mainly when activated) produce a variety of molecules capable of directly
and indirectly affect neurons, we investigated whether the conditioned media of cultured
microglia stimulated with lipopolysaccharide (LPS, a classic microglial stimulator) would be
able to provide modulatory (protective or deleterious) effects in neuronal cells (HT22 cell
line) challenged by models of oxidative toxicity - glutamate-induced ferroptosis and terz-butyl
hydroperoxide (--BuOOH)-mediated oxidative damage. We observed that the conditioned
medium derived from LPS-stimulated microglia prevented glutamate- (but not ~BuOOH)
induced cytotoxicity. This observation show the protective effects of microglia-derived
molecules against neuronal ferroptosis, shedding light to a new event related to the well-

known beneficial relationship between neuronal and glial cells.

2. MATERIALS E METHODS

2.1. Chemicals/reagents

Information concerning the chemicals/reagents used in this work is present in

Supplemental Table 1, which depicts suppliers and the product codes.

2.2. Cell cultures
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The neuronal HT22 cell line was kindly provided by Dr. David Schubert (Salk
Institute, La Jolla, CA, USA) and the microglial BV-2 cell line was gently provided by
Professor Licio Augusto Velloso (Universidade Estadual de Campinas, Brazil). The HT22
(mouse hippocampal neurons) and BV-2 (mouse-derived microglia) cell lines were grown in
Dubecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% heat inactivated fetal
bovine serum (FBS), penicillin (100 units/mL), streptomycin (100 pg/mL) and glutamine (2
mM) at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Cells were grown until they are
80-90% confluent and used between the 3™ and 12" passages. All experiments were

performed in 96-well plates.

2.3. Production of conditioned media and nitric oxide assay

BV-2 cells were stimulated with different concentrations of LPS, ranging from 5 to
100 ng/mL, in 96-well plates for 24 h. In order to confirm that such concentrations of LPS
were sufficient to induce microglial activation in BV-2 cells, and thus producing a
conditioned media (CM), nitric oxide (NO) production was estimated by the measurement of
nitrite using the Griess method [20]. Briefly, after 24 h stimulation with LPS, the supernatant
of the BV-2 cell culture media was collected and mixed with Griess reagent (0.1% N-1-
naphthylenediamine dihydrochloride and 1% sulfanilamide in 1% phosphoric acid), after 10

min incubation at room temperature the result was analyzed at 543 nm (Tecan Infinite M200).

2.4. Glutamate and +~-BuOOH exposure paradigm in HT22 cells

In order to investigate whether the CM produced by LPS-stimulated BV-2 cells (item
2.3) would be able to induce a beneficial effect in oxidative scenarios, HT22 cells were
exposed to glutamate and +-BuOOH, which were reported to cause oxidative stress, especially
glutamate used in ferroptosis models [21, 22]. Of note, glutamate is a well-established inducer
of ferroptosis [11, 23], while ~-BuOOH can induce different types of cell death, such as
necrosis, apoptosis and necroptosis [24-29]. HT22 cells were exposed to different
concentrations of glutamate (1 - 20 mM) or #~-BuOOH (5 - 100 uM) in 96-well plates for 24 h.
After this period, the induction of toxicity was verified by metabolic viability and cell death

(items 2.6 e 2.7).
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2.5. CM exposure paradigm in HT22 cells

HT22 cells were exposed to CM obtained according to item 2.3. Of note, all CM
produced was only used in HT22 cells after confirmation of microglial activation (nitrite
production) in most groups. Briefly, HT22 cells were seeded in 96-well plates for 24 h, then
half (50 pL) of their culture medium was removed and replaced with 50 uL of CM for 6 h.
After this period, HT22 cells were exposed for 18 h to 15 mM glutamate or 30 uM t-BuOOH.

2.6. Cell metabolic viability assay

The metabolic cell viability of HT22 and BV-2 cells was evaluated through their
ability to reduce 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT),
which was quantified as described previously [30]. After the cells were exposed to LPS, CM,
glutamate or t-BuOOH in 96-well plates, their culture medium was removed and an MTT
solution was added, followed by 1 h incubation at 37°C. Afterwards, the wells were emptied
and the formazan product was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and the results were

quantified at 540 nm (Tecan Infinite M200).

2.7. Cell death assay

Cell death assay was performed based on the incorporation and binding of propidium
1odide (PI) to the DNA, producing red fluorescence in cells with damaged plasma membranes
[31]. After the cells were exposed to LPS, CM, glutamate or t-BuOOH in 96-well plates, 147
pg/mL propidium iodide (PI) was added to the cells, and then incubated for 20 min at 37°C in
the dark. Fluorescence was quantified at 535 nm excitation and 617 nm emission (Tecan

Infinite M200).

2.8. Statistical analysis

Initially, Grubbs' test, also called the ESD method (extreme studentized deviate), was
performed to detect and exclude significant outliers. Data were subjected to D'Agostino &
Pearson's normality test. /n vitro data were analysed using one-way or two-way analysis of

variance (ANOVA), followed by Tukey's post hoc test. Graphics and ANOVAs were
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performed using the Graph-Pad PRISM® software version 7.0a (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA). The results were expressed as mean + SD and significance was considered

when P < 0.05.

3. RESULTS

3.1 LPS is not cytotoxic and induces microglial activation

BV-2 microglial cells were responsive to different concentrations of LPS, with
significant increased production of nitrite from 40 ng/mL of LPS (Fig. 1A). Nitrite is a stable
end-product of nitric oxide (NO) metabolism, being used as a proxy to indicate microglial
activation [32]. The concentrations of LPS used, which were able to stimulate BV-2 cells, did
not cause significant changes in cell viability (Fig. 1B and C) and therefore were used in this

work as a standardized approach to obtain the conditioned media (CM).

3.2 LPS and CM were not cytotoxic in HT22 cells

In order to initially discard potential neurotoxic effects of LPS and/or CM derived
from LPS-stimulated BV-2 cells, the cultured HT22 cells were exposed to both potential
challenges. We found that HT22 cells viability was not compromised by LPS (Fig. 2A and B)
or by the CM derived from LPS-activated BV-2 cells (Fig. 2C and D). From a methodological
and experimental point of view, these results were necessary to discard the occurrence of
direct cytotoxic effects of LPS and/or LPS-derived CM in HT22 cells and further explore the

potential beneficial effects of such CM in this neuronal cell line.

3.3 Glutamate and -BuOOH induced a concentration-dependent cytotoxicity in HT22

cells

After establishing that CM derived from LPS-stimulated BV-2 cells did not cause
significant negative effects on HT22 cells viability, we investigated whether this CM would
have any beneficial potential within oxidative scenarios, including a ferroptotic model. To
fulfill this objective, we first investigated the effects of glutamate and -BuOOH on cell

viability. Of note, glutamate and --BuOOH have been reported to cause oxidative stress and,
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in particular, the use of glutamate is a well-established ferroptosis model [11, 21, 22].
Additionally, ~BuOOH can cause several types of cell death, such as necrosis, apoptosis,
necroptosis and parthanatos [24-29]. Significant concentration-dependent declines in HT22
cells viability were observed after both glutamate (Fig. 3A and B) and ~~-BuOOH (Fig. 3C and
D) paradigms. The concentrations of 15 mM glutamate and 30 uM #BuOOH were used,
which induced a loss of approximately 50% in the HT22 cell viability after a 24 h treatment,

were used in the following studies (item 3.4).

3.4 CM derived from LPS-stimulated microglial cells protected against glutamate-
induced ferroptosis, but not against the oxidative toxicity induced by #~-BuOOH in HT22

cells

Finally, we evaluated whether the CM derived from LPS-stimulated microglial cells,
which has been reported to be rich in (immuno)modulatory mediators [20, 33, 34], could
modulate the oxidative damage induced by both glutamate and ~-BuOOH in HT22 cells. For
this purpose, we pretreated HT22 cells with the CM derived from LPS-stimulated BV-2 cells
for 6 h and then exposed these cells to 15 mM glutamate and 30 uM #-BuOOH; these
concentrations are capable of inducing approximately 50% loss in cell viability. Of note,
HT22 cells pretreated for 6 h with the CM derived from LPS-stimulated BV-2 cells were
protected against glutamate-induced ferroptosis (Fig. 4A and B), although no significant
protection was observed against 30 uM #~-BuOOH (Fig. 4C and D). As seen in Fig. 4 (A and
B), stimuli from 10 to 100 ng/mL of LPS were able to generate a CM that protected HT22
cells only against glutamate-induced cytotoxicity, pointing to a specificity of such protection

in a ferroptosis context.

4. DISCUSSION

Most of the available scientific literature points to a binary classification of
microglial activation, assuming two opposite cell states characterized by a pro-inflammatory
(M1) or an anti-inflammatory (M2) profile [35]. Although some lines of evidence indicate
that such opposite and polarized states do not represent certain (patho)physiological
conditions in the brain [36, 37], the M1/M2 nomenclature is commonly accepted and used

(including in this manuscript). LPS is a classic inducer of the M1 microglial state, which is
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usually associated with deleterious effects in neuropathological conditions; the M2 microglial
state being desirable [38]. However, our results demonstrated that molecules present in the
conditioned medium (CM) derived from a classic M1 microglial activation were able to afford
a ferroptosis-resistant phenotype in neurons, indicating that the M1 state are not necessarily
linked to neurotoxicity. Conversely, our results indicate that controlled microglial activation
towards the M1 state may be beneficial, at least in some specific scenarios. Given the
relevance of ferroptosis in neurodegenerative disorders [39], our results represent a relevant
finding.

Activated microglia can release a wide range of substances; BV-2 cells treated with
100 ng/mL LPS for 24 h (same concentration/time stimulus used in our work) had a
significant increase in NO production and mRNA expression of IL-6, IL-1B, TNF-o, and
iNOS [40, 41]. Of note, a significant increase in TNF-a and IL-6 in CM was also induced
with 100 ng/mL LPS in BV-2 cells [20]. Our data suggest that the stimulation caused by these
substances mentioned and others derived from microglial activation can induce beneficial
effects in neurons. In agreement with our findings, one study reported that the CM derived
from LPS-treated mouse-primary microglia presented higher levels of TNF-o, IL-6 and NO
and that such CM was able to increase the survival of midbrain dopaminergic neurons [42].
Of particular importance, this study showed that the physical presence of glial cells is
necessary for the induction of neurotoxicity, by comparing neuron-enriched (low percentage
of astrocytes and microglia) and neuron-glia cultures (high percentage of astrocytes and
microglia, and similar to in vivo conditions) exposed to 1 pg/ml LPS [42]. This observation
supports our hypothesis that microglial activation towards M1 is not necessarily deleterious,
and suggests that the negative effects attributed to the M1 state may be the result of the
complex interaction between glial cells and neurons. Indirectly, this report provides an
arguable reason for the low toxicity of CM on HT22 cells observed in our work.

Within a pathological and neurodegenerative scenario characterized by chronic
microglial activation, there is an undeniable injurious role for pro-inflammatory mediators
released by microglia [15]. However, it is reasonable to argue that under certain conditions
the products of M1 microglial activation may be neuroprotective. For example, TNF-alpha
(100 ng/mL) protected cortical neuronal cultures against injury induced by glutamate, N-
methyl-d-aspartic acid (NMDA) and deprivation of glucose [43, 44]. Similarly, neurons
pretreated with IL-1beta (25 ng/mL) exhibited resistance against NMDA -induced cytotoxicity
[44]. Finally, SH-SYS5Y neuroblastoma cells treated with IL-6 (from 0.025 to 25 ng/mL)
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resisted the oxidative damage caused by hydrogen peroxide [45]. In addition, IL-6 (10 ng/mL)
protected against neurotoxicity induced by 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) in
dopaminergic neurons [46]. Even though we detected a significant protective effect of LPS-
activated BV2 cell-derived conditioned medium in a ferroptosis model - based on
the exposure to high (milimolar) concentrations of glutamate in HT22 cells - it is reasonable
to hypothesize that the occurrence of such event is less probable in cells expressing NMDA
receptors, such ascultured primary neurons, which undergo excitotoxicity at low
(micromolar) glutamate concentrations [47-49]. Furthermore, we must not exclude the
possibility that a substance of a non-peptide or non-protein nature contributes to the
neuroprotective effects. Corroborating this hypothesis, a study reported that the inactivation of
proteins by heat and by peptidases/proteases was not able to fully inhibit the protective effect
of CM [50]. In this scenario, our study is the first to show that the CM derived from LPS-
activated microglial cells has protective effects against ferroptosis in neuronal cells.

Finally, we need to explore the hypotheses for the contrasting effects induced by CM
against an oxidative (--BuOOH) and a ferroptotic (glutamate) damage. The pathways by
which -BuOOH causes oxidative damage are not fully understood in HT22 cells. It is
reported that HT22 cells exposed to 40, 70 or 100 uM #BuOOH exhibit mitochondrial
dysfunction and superoxide anion generation [51]. --BuOOH induced necrotic cell death in
murine fibroblasts (NIH3T3) and human keratinocytes (HaCaT), an increase in lipid
peroxidation and cytosolic ROS sensitive to ferrostatin-1 and liproxstatin-1 was observed
[52]. Interestingly, ferroptosis was performed independently of other -BuOOH-induced
damage, such as loss of mitochondrial membrane potential and DNA double-strand breaks,
thus indicating the participation of cell death type(s) other(s) than ferroptosis [52]. A study
with Neuro-2a (mouse neuroblastoma) and SH-SY5Y (human neuroblastoma) demonstrated
that treatment with ~-BuOOH was able to induce cell death via apoptosis [53]. Although
ferroptosis has also been reported as a potential type of cell death after ~BuOOH exposure -
at least in some specific cell types, such as PC12 cells [54] - it is well known that necrosis,
apoptosis, necroptosis and parthanatos also represent events resulting from #-BuOOH
exposure [24-29]. Despite glutamate is a classic inducer of excitotoxic cell death in neurons
[55, 56], such event is only possible in glutamate N-methyl D-aspartate (NMDA) receptor-
containing cells [57]. In fact, the lack of NMDA-receptors in HT22 cells renders such cell line
a classic tool to investigate glutamate-induced ferroptosis/oxytosis [58], which is linked to the

depletion of glutathione due to the decreased uptake of cystine via the xCT system [39]. Even
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though our protocols were based on similar intensities of deleterious challenges
(approximately a 40% reduction in cell viability after exposures to 15 mM glutamate or 30
uM -BuOOH), the protective effect of activated BV2 cells-derived CM was observed only in
the glutamate-based model, pointing to a potential specificity of the protection against
ferroptotic challenges.

In summary, our results show that substances derived from M1 microglial activation
are not necessarily toxic, adding evidence to the debate against the dichotomous classification
with pre-established functions for M1 and M2 (neurotoxic and neuroprotective, respectively).
Taken together, our data reveal an unexplored therapeutic possibility, i.e., the modulation of
ferroptosis through microglial activation products, shedding light on a new event related to

beneficial communication between neurons and microglia.
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Fig. 1 Effects of LPS on nitrite release and cell viability in BV-2 microglial cells. Concentration-

dependent nitrite release from BV-2 cells was detected by the Griess method, suggesting microglial activation

(A). BV-2 cells viability was not significantly affected by LPS exposure when compared to control using MTT

and PI assays (B and C). * indicates statistical significance in comparison with control group (untreated cells). In

C, 100% cell death is represented by cells treated with 0.2% Triton X-100 for 20 minutes. **p < 0.01; ***p <
0.001; ****p <0.0001. A and C n=4; B n=6.
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Fig. 2 Effect of LPS and conditioned media (CM) on HT22 cell viability. Different concentrations
of LPS (A and B) and CM produced by LPS-stimulated BV-2 cells (C and D) did not significantly affect cell

viability of HT22 cells when compared to control group (untreated cells). 100% death: cells treated with 0.2%

Triton X-100 for 20 minutes. n=3.
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Fig. 3 Effects of Glutamate and ~BuOOH on HT22 cell viability. HT22 cells exposed to glutamate
(A and B) and +-BuOOH (C and D) exhibited a progressive (concentration dependent) impairment of cell
viability in both tested methodologies (MTT and PI). In B and D, 100% cell death is represented by cells treated
with 0.2% Triton X-100 for 20 minutes. **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 compared to control group

(untreated cells). n=6.
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Fig. 4
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Fig. 4 Effects of CM on protection against damage caused by glutamate and ~BuOOH in HT22
cells. HT22 cells exposed for 6 h to CM showed protection against cytotoxicity induced by 15 mM glutamate (A
and B). However, this was not observed in the --BuOOH paradigm (C and D). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
0.001; ****p < (0.0001 compared to the respective controls (cells not treated with glutamate or ~-BuOOH; n=3).
In B and D, 100% cell death is represented by cells treated with 0.2% Triton X-100 for 20 minutes.



Supporting Information

Supplemental Table 1: Chemicals and reagents used in the study.

Chemicals/reagents Supplier Code
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl- Sigma-Aldrich | M2128
2H-tetrazolium bromide (MTT)
Antibiotic-Antimycotic (100X) Thermo Fisher | 15240062
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich | 472301;
D2650
Dulbecco’s modified Eagle’s medium | Thermo Fisher | 12100046
(DMEM)
Fetal bovine serum (FBS) Thermo Fisher | 16140071
Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) Sigma-Aldrich | H8264
L-Glutamic acid Sigma-Aldrich | G1251
Lipopolysaccharides from Escherichia | Sigma-Aldrich | L2630
coli O111:B4
N-(1-Naphthyl)ethylenediamine Sigma-Aldrich | 222488
dihydrochloride
Propidium iodide (PI) Sigma-Aldrich | P4170
Sulfanilamide Sigma-Aldrich | S9251
tert-Butyl hydroperoxide (t-BuOOH) Sigma-Aldrich | 458139
Triton X-100 Sigma-Aldrich | X100
Trypsin-EDTA Thermo Fisher | 15400054

159



		2022-07-19T10:11:05-0300


		2022-07-19T12:35:23-0300




