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RESUMO

A oxitose/ferroptose ¢ um tipo de morte celular oxidativa dependente de ferro. Seu papel vem
sendo descrito em vdrias patologias que incluem doencas renais, cardiovasculares e
neurodegenerativas. A oxitose/ferroptose pode ser induzida experimentalmente por diferentes
agentes como o glutamato (Glu), butionina sulfoxamina (BSO) e RSL3, que atuam em
diferentes alvos levando ao aumento de espécies reativas (ER), principalmente as ER lipidicas.
Compostos como a ferrostatina -1 (Fer-1) e o quelante de ferro deferoxamina (DFO) apresentam
efeitos benéficos contra a oxitose/ferroptose in vitro; porém, nao sao adequados para uso in
vivo. O probucol (PB) ¢ um composto fenolico com atividade antioxidante principalmente
relacionada a sua capacidade de aumentar diretamente a atividade da enzima glutationa
peroxidase 1 (GPx1), apresentando efeitos protetores em varios modelos oxidativos in vitro e
in vivo. Recentemente seus derivados RC363 e RC574 apresentaram efeitos protetores frente
aos agentes pro-ferroptose Glu e RSL3. Neste contexto, a fim de propor a utilizagdo dos
compostos derivados do PB succinobucol (SUC), RC363 e RC574 como possiveis agentes anti-
ferroptoticos, o presente estudo compara o efeito protetor desses compostos com a Fer-1, em
um modelo de oxitose/ferroptose em células HT22 induzido por 3 diferentes agentes pro-
ferroptose (Glu, BSO, RSL3). Este estudo também compara o efeito protetor de diferentes
quelantes de ferro DFO, deferoxamina cafeina (DFCAF), deferiprona (DFP) e o salicilaldeido
isonicotinoil hidrazina (SIH) com o objetivo de indicar um quelante de ferro mais adequado
para combater a oxitose/ferroptose, sem efeitos colaterais. As células HT22 foram expostas a
concentragdes crescentes dos agentes pro-ferroptose durante 24h e foram realizados ensaios de
viabilidade e morte celular. Foram avaliados a concentracdo de glutationa (GSH) apos 6h e a
peroxidagao lipidica ap6s 6 € 12h de exposi¢do ao Glu (5 mM), ao BSO (25 uM) ou ao RSL-3
(50 nM). Em outros experimentos, as células foram expostas ao Glu (5 mM), ao BSO (25 uM)
ou ao RSL-3 (50 nM) durante 6h e, em seguida, tratadas com os compostos PB e seus derivados
(0,5 e 3 uM) ou com os quelantes de ferro DFO, DFCAF, DFP e SIH (0,5 e 3 uM), por 18
horas. Os indutores de ferroptose causaram diminuicdo da viabilidade celular e morte celular.
Além disso, o Glu e o BSO depletaram a GSH e causaram peroxidacao lipidica tardia. O
composto RSL3 ndo causou deple¢do da GSH, porém induziu aumento na peroxidagao lipidica
de maneira precoce. Os compostos derivados do probucol RC363 e RC574 protegeram da
reducdo na viabilidade celular e da morte induzida pelos trés indutores. Esses compostos
apresentam efeito anti-ferroptotico superior ao do probucol e semelhante ao da Fer-1, porém
esse efeito ¢ perdido quando o excesso de geracdo de ER lipidicas € estabelecido nas células.
Esses resultados sugerem que a peroxidagdo lipidica ¢ um evento limitante para a protecao
contra a oxitose/ferroptose. A a¢do protetora dos compostos RC363 e RC574 ndo estd
relacionada com a sintese de GSH, mas em parte pela sua atividade antioxidante direta. Em
relacdo aos quelantes de ferro, o SIH, composto que apresenta uma boa lipossolubilidade, foi o
unico quelante com efeito protetor frente ao modelo de oxitose/ferroptose em células HT22. O
quelante de ferro SIH reverteu a deple¢ao de GSH induzida pelo Glu além de reduzir a geragao
de ER citosolicas induzida pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3, sem apresentar efeito
antioxidante direto. Portanto, nossos resultados corroboram a literatura, na qual quelantes
lipofilicos apresentam maior poténcia anti-ferroptotica possivelmente relacionada a sua maior
capacidade em bloquear a geracdo de ER intracelulares dependentes de ferro. Esse trabalho
apresenta dois novos derivados do PB com notaveis propriedades protetoras contra trés
diferentes agentes ferroptdticos além de um quelante de ferro mais eficaz como agente anti-
ferroptose.

Palavras-chave: Oxitose/ferroptose; Probucol; RC363; RC574; Quelantes de ferro



ABSTRACT

Oxytosis/ferroptosis is a type of iron-dependent oxidative cell death. Its role has been described
in several pathologies include renal, cardiovascular, and neurodegenerative diseases.
Oxytosis/ferroptosis can be induced experimentally by different agents such as glutamate (Glu),
butionine sulfoxamine (BSO) and RSL3, which act on different targets leading to an increase
in reactive species (RE), mainly lipid RE. Compounds such as ferrostatin -1 (Fer-1) and the
iron chelator deferoxamine (DFO) have beneficial effects against oxytosis/ferroptosis in vitro;
however, they are not suitable for in vivo use. Probucol (PB) is a phenolic compound with
antioxidant activity mainly related to its ability to directly increase the activity of the enzyme
glutathione peroxidase 1 (GPx1), showing protective effects in several oxidative models in vitro
and in vivo. Recently, its derivatives RC363 and RC574 showed protective effects against the
pro-ferroptosis agents Glu and RSL3. To propose the use of compounds derived from PB
succinobucol (SUC), RC363 and RC574 as possible anti-ferroptotic agents, the present study
compares the protective effect of these compounds with Fer-1, in an oxytosis/ferroptosis model
induced by 3 different pro-ferroptosis agents (Glu, BSO, RSL3) in HT22 cells. This study also
compares the protective effect of different iron chelators DFO, deferoxamine caffeine
(DFCAF), deferiprone (DFP) and salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazine (SIH) to indicate a
more suitable iron chelator to combat oxytosis/ferroptosis without side effects. HT22 cells were
exposed to increasing concentrations of pro-ferroptosis agents for 24h and cell viability and cell
death assays were performed. Glutathione (GSH) concentration after 6h and lipid peroxidation
after 6 and 12h of exposure to Glu (5 mM), BSO (25 uM) or RSL-3 (50 nM) were evaluated.
Also, cells were exposed to Glu (5 mM), BSO (25 uM) or RSL-3 (50 nM) for 6h and then
treated with PB compounds and their derivatives (0.5 and 3 uM) or with the iron chelators DFO,
DFCAF, DFP and SIH (0.5 and 3 uM), for 18 hours. Ferroptosis inducers caused decrease cell
viability and cell death. In addition, Glu and BSO depleted GSH and caused delayed lipid
peroxidation. The RSL3 compound did not cause GSH depletion but induced an early increase
in lipid peroxidation. Probucol-derived compounds RC363 and RC574 protected from the
reduction in cell viability and death induced by the three inducers. These compounds have an
anti-ferroptotic effect superior to probucol and like Fer-1, but this effect is lost when the excess
generation of lipid RE is established in the cells. These results suggest that lipid peroxidation
is a limiting event for protection against oxytosis/ferroptosis. The protective action of the
compounds RC363 and RC574 is not related to the synthesis of GSH, but in part due to their
direct antioxidant activity. Regarding iron chelators, SIH, a compound that has good lipid
solubility, was the only chelator with protective effects against the oxytosis/ferroptosis model
in HT22 cells. The iron chelator SIH reversed the depletion of GSH induced by Glu in addition
to reducing the generation of cytosolic RE induced by the ferroptotic agents Glu, BSO and
RSL3, without having a direct antioxidant effect. Therefore, it corroborates the literature, in
which lipophilic chelators have greater anti-ferroptotic potency, possibly related to their greater
ability to block the generation of intracellular RE. These results suggest that lipid peroxidation
is a limiting event for protection against oxytosis/ferroptosis. This work also presents two new
PB derivatives with remarkable protective properties against three different ferroptotic agents
in addition to a more effective iron chelator as an anti-ferroptosis agent.

Keywords: Oxytosis/ferroptosis; Probucol; RC363; RC574; Iron chelators
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1 NTRODUCAO

1.1 OXITOSE/FERROPTOSE

1.1.1 Consideracoes Gerais

Em 1989, Murphy e colaboradores relataram em células N18-RE-105 (linhagem celular
hibrida de neuroblastoma de camundongo e células embrionarias da retina de rato) que a
exposi¢ao ao glutamato (Glu) causava uma diminui¢@o nos niveis de glutationa (GSH) e um
acumulo de oxidantes intracelulares levando a perda da homeostasia redox e morte celular. Essa
morte era exacerbada quando as células N18-RE-105 eram expostas a baixas concentragdes de
cistina (precursor da GSH). Uma citotoxicidade semelhante a do Glu observada nas células
N18-RE-105 também foi relatada em neurdnios hipocampais e ndo nas células da glia quando
uma cultura primaria do hipocampo de rato foi exposta a concentragdes reduzidas de cistina
(MURPHY et al., 1989).

Posteriormente, Murphy e colaboradores (1990) também demonstraram em culturas
primarias de cortex de rato que baixas concentragdes de cistina foram citotoxicas somente para
0s neurdnios corticais, € ndo para as c€lulas da glia. Além disso, os autores observaram que a
exposicao ao Glu inibiu a captacao de cistina neuronal € o co-tratamento com antioxidantes
lipofilicos como a idebenona e o a-tocoferol protegeu totalmente da neurotoxicidade induzida
pela exposi¢ao ao Glu.

Assim, foi descrita uma nova neurotoxicidade induzida pelo Glu denominada toxicidade
oxidativa do Glu (TOG) que resulta da sua capacidade em inibir a captagdo de cistina por meio
do antiporter cistina/glutamato (sistema X.). A consequéncia dessa inibi¢do ¢ a deplecdo de
GSH devido a falta de cistina, que ¢ a forma dimerizada oxidada da cisteina, um dos trés
aminoacidos que compdem a GSH, resultando em distresse oxidativo, o qual envolve o aumento
de ER, causando danos celulares e morte. Nota-se que a TOG foi observada em neuronios
imaturos que apresentam baixa expressao dos receptores ionotropicos de Glu (iGluRs) e,
portanto, exclui-se a sua capacidade de causar excitotoxicidade (MURPHY et al., 1989;
MURPHY et al., 1990). Desse modo ndo ficou claro se a TOG seria uma nova forma de morte
celular ou apenas uma consequéncia da excitotoxicidade glutamatérgica.

Nesse contexto, em 2001 Schubert e Piasecki utilizando uma cultura priméria de

neurdnios corticais de camundongos com 8 dias in vitro, periodo no qual os neuronios
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expressam os receptores ionotropicos (IGluRs) e metabotropicos (mGluRs) de Glu, propuseram
inicialmente que a TOG ¢ uma consequéncia tardia da neurotoxicidade induzida pelo Glu,
porém apresentando caracteristicas diferentes da sua exitotoxicidade, ja que ¢ independente da
ativacdo dos receptores NMDA (iGluRs) e ¢ inibida especificamente por antioxidantes
lipofilicos, como o a-tocoferol (SCHUBERT e PIASECKI, 2001). Neste cenério, ressalta-se o
fato da excitotoxicidade induzida pelo Glu, que representa uma forma aguda de morte celular,
nao poderia por si s explicar a progressao da neurodegeneracao observada em neuropatologias
nas quais o Glu esta envolvido (MURPHY et al., 1989; MURPHY et al., 1990; SCHUBERT e
PIASECKI, 2001). Sendo assim, o estudo a respeito dos mecanismos envolvidos na TOG
tornou-se relevante, pois poderia indicar alvos moleculares para futuros tratamentos que
impediriam a progressdo de maneira mais eficiente da neurodegeneragdo tardia observada em
varias doencgas do sistema nervoso central (SNC).

Nesse contexto em 2001 Tan, Schubert e Maher ao descreverem uma nova via de morte
celular regulada induzida por distresse oxidativo, que denominaram de oxitose, destacando a
TOG como um caso especial de oxitose, uma vez que, apesar de compartilharem as mesmas
caracteristicas, essa nova via de morte celular pode ser causada por outros agentes (como a
exposicao a perdxidos, a privacdo de cistina, a exposi¢do ao composto butionina sulfoximina -
BSO) (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001). Esses pesquisadores comecaram a caracterizar e
identificar os eventos por tras da oxitose a partir de estudos em células HT22, bem como em
cultivos primarios de neurdnios hipocampais e corticais (LI, SCHUBERT E MAHER, 1997;
TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001). Diante disso, previamente foi descrito como principais
eventos bioquimicos envolvidos na oxitose a deple¢do de GSH intracelular, que entdo
desencadeia a ativagdo da enzima 12/15-lipoxigenase (12/15-LOX) levando a um aumento da
producdo de espécies reativas (ER) lipidicas e também de ER geradas pelo complexo-I da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, e finalmente causando um aumento da
concentragio intracelular de calcio (Ca**) e morte celular (LI, SCHUBERT e MAHER, 1997;
TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001).

Esse autores também descreveram a falta dos principais marcadores moleculares
associados a via de morte celular apoptdtica, como o aumento da expressao do gene pro-
apoptotico Bax, liberagdo de citocromo ¢ da mitocOndria, ativagdo da pro-caspase 3 e
fragmentacdo do DNA na oxitose (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001). Indicando que a
oxitose ¢ uma via de morte celular que diferente da apoptose ¢ independente da ativagdo de

caspases. Por fim, foram descritas caracteristicas morfoldgicas da oxitose, que incluiram graves
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danos ao reticulo endoplasmatico (RE), aparelho de Golgi e mitocondrias (TAN, SCHUBERT
E MAHER, 2001). Sendo que, os danos mitocondriais mostraram-se bastante relevantes,
ocorrendo edema das membranas internas e externas com perda das suas cristas. Por outro lado,
diferente da apoptose o nicleo permanece intacto, com minimo de edema ou condensacao da
cromatina (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001).

Em 2003, o grupo de pesquisa de Stockwell, utilizando cultura primaria de fibroblastos
humanos com mutagdes especificas, a fim de investigar novas terapias anticancer genotipo-
seletivas, identificou um novo composto, o qual denominaram de erastina. A erastina induziu
um tipo de morte celular ndo apoptotica, na qual ndo foi observado nucleos apoptdticos,
fragmentacdo de DNA, marcagdo para anexina e ativacao de pro-caspase 3, especificamente
nas células de fibroblastos humanos HRAS mutantes (BJeLR) (DOLMA et al., 2003),
caracteristicas semelhantes as observadas na oxitose induzida pelo Glu (TAN, SCHUBERT E
MAHER, 2001).

Em 2007 o mesmo grupo de pesquisa utilizando as células BjeLR e outras linhagens
(que continham a muta¢@o no gene RAS) demonstrou que a erastina também induziu uma morte
celular oxidativa ndo-apoptotica. Esta morte celular estava associada a perda da integridade
mitocondrial (danos a sua fun¢do e morfologia) com geracdo de ER, na auséncia de
caracteristicas morfoldgicas ou bioquimicas de apoptose (YAGODA et al., 2007), mais uma
vez corroborando os achados de Tan e colaboradores (2001) em relagdo as carateristicas da
oxitose. Além disso, a morte celular causada pela erastina foi bloqueada por antioxidantes
lipofilicos, como o a-tocoferol e também o antioxidante fenodlico hidroxiltolueno butilado
(BHT) (YAGODA et al., 2007). Essa protecao por antioxidantes lipofilicos também j& havia
sido observada por Murphy e colaboradores (1990) frente a oxitose induzida pelo Glu.

Em outro estudo de Yang e Stockwell (2008), foi identificado o composto RSL3
(pequena molécula letal seletiva para oncogene RAS - RSL), que induziu um tipo morte celular
semelhante ao da erastina, porém dependente de ferro. Entretanto, inibidores de caspases nao
bloquearam a morte celular induzida pelo RSL3, por outro lado, um quelante de ferro, a
desferoxamina (DFO) e um antioxidante, a vitamina E, foram capazes de inibir essa morte.

Em 2012 Stockwell e colaboradores propuseram o nome ferroptose para esse tipo de
morte celular oxidativa ndo-apoptdtica induzida por compostos como a erastina € o RSL3, uma
vez que, essa morte foi descrita como dependente especificamente do ion de ferro e ser

bloqueada pelo tratamento com quelantes de ferro. Importante notar que esse tipo especial de
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morte celular envolve caracteristicas morfologicas, bioquimicas e genéticas, distintas da
apoptose, necrose ¢ autofagia (DIXON et al., 2012).

Dixon e colaboradores (2012) também identificaram um inibidor especifico da
ferroptose, a ferrostatina-1 (Fer-1) que preveniu a ferroptose induzida pela erastina em células
tumorais humanas (fibrossarcoma humano NRAS mutantes - HT-1080), bem como da morte
celular induzida pelo Glu em fatias organotipicas do hipocampo pds-natal de ratos, sugerindo
semelhangas entre estes dois processos de morte celular. Além disso, demonstrou-se que assim
como o Glu (MURPHY et al., 1989; MURPHY et al., 1990), a erastina também inibe a captagao
de cistina pelo sistema antiportador cistina/glutamato (sistema x.") causando a deple¢ao de GSH
e provavelmente causando um desequilibrio nas defesas antioxidantes da célula, levando ao
acumulo de ER, principalmente lipidicas, dependente de ferro e por fim a morte celular
(DIXON et al., 2012).

Neste contexto, Yang e colaboradores (2014) mostram que tanto a erastina quanto o
BSO levaram a deplecdo de GSH e consequentemente inibicdo da atividade das enzimas
glutationa peroxidases (GPx) causando um acimulo de ER, principalmente ER lipidicas.
Diferente da erastina e do BSO o composto RSL3 ndo causou deplecao da GSH, porém gerou
um aumento das ER lipidicas similar ao observado pela exposicao a esses compostos (YANG
et al., 2014). Demonstrando, mais uma vez, a importancia da oxidacao lipidica na ferroptose,
j& observada nos estudos de Li e colaboradores (1997) e Tan e colaboradores (2001) com a
oxitose induzida pelo Glu, sendo um evento em comum para todos esses indutores.

Além disso, a enzima glutationa peroxidase 4 (GPx4) foi identificada como alvo
molecular do composto RSL3, visto que o RSL3 inibiu especificamente a atividade dessa
enzima. Assim a inibi¢do da GPx4 provavelmente estd envolvida no acimulo de ER lipidicas
induzido tanto pelo RSL3, quanto pela erastina, Glu ou pelo BSO (YANG, et al., 2014). Dessa
maneira os compostos indutores de ferroptose (INF) foram categorizados em duas classes com
base no modo de inibicdo da GPx4. Uma classe (INF - classe I) incluiu a erastina, Glu e 0 BSO
que inibem GPx4 por meio da deplecao de GSH. E a segunda classe (INF - classe II) que
inibem a GPx4 sem depletar a GSH, como RSL3 (YANG et al., 2014). Essas evidéncias
indicam que a oxitose induzida pelo Glu e a ferroptose induzida pela erastina e RSL3 na verdade
sao nomes diferentes para o mesmo tipo de morte celular na qual a GPx4 parece ser o regulador
central (TAN, SCHUBERT e MAHER, 2001; YANG et al., 2014; LEWERENZ et al., 2018).

A falta da enzima GPx4 resultou em morte ferroptotica em duas linhagens de

carcinomas de células renais (CCRs) que foram também as mais sensiveis a erastina. Além
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disso a erastina induziu ferroptose em varias linhagens de células tumorais de diferentes tecidos,
como tecido hematopoiético e linféide, intestino grosso, rim, pulmao, ovério e pele. Destacando
assim a importancia da inibicdo da GPx4 para a indugdo de ferroptose em células tumorais
(YANG et al., 2014). Sugerindo a GPx4 como alvo terapéutico para auxiliar o tratamento do
cancer, no qual compostos capazes de inibir a GPx4 teriam o efeito de bloquear o crescimento
de células tumorais. Neste contexto Dixon e Stockwell (2019) descreveram varias possiveis
abordagens antitumorais tendo como alvo a reducao da expressao e/ou da atividade da GPx4 de
maneira direta ou indireta a partir de estudos in vitro e in vivo.

Por outro lado, demonstrou-se que a deplecdo da GPx4 também foi relevante para
inducdo de oxitose/ferroptose, porém de maneira patogénica. Neste caso, a falta da enzima
GPx4 ou de sua atividade seria responsavel pela morte de células saudéaveis levando a diversas
doencas (FRIEDMANN ANGELI et al., 2014). Neste cendrio, Friedmann Angeli e
colaboradores (2014) descobriram um composto a liprostatina-1 (Lip-1) que preveniu a morte
celular especificamente de indutores de oxitose/ferroptose, sendo portando um novo agente
anti-ferroptdtico, com boas propriedades para uso in vivo. A Lip-1 protegeu da morte causada
pela perda total induzivel da GPx4 de maneira semelhante a Fer-1 in vitro. A Lip-1 também
prolongou a vida de animais que apresentaram insuficiéncia renal aguda (IRA) causada pela
deplecdo da GPx4 (FRIEDMANN ANGELI et al., 2014).

Em um modelo pré-clinico de lesdo hepatica por isquemia/reperfusao a Lip-1 mitigou a
lesdo tecidual. Em vista disso, a oxitose/ferroptose pode contribuir para dano tecidual induzido
por isquemia/reperfusdo nos demais tecidos (FRIEDMANN ANGELI et al., 2014; CONRADO
e PRATT, 2019). Algumas evidéncias vem indicando o envolvimento da oxitose/ferroptose
também em doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (DEVOS et al., 2014; Do VAN et
al., 2016; DIONISIO, AMARAL e RODRIGUES, 2021, FANG et al., 2019; MAHER,
CURRALIS, SCHUBERT, 2020; WU et al., 2021).

Portanto, dependendo da manifestagdo patoldgica a ativacao ou o bloqueio da via de
morte ferroptdtica pode fornecer uma estratégia terap€utica promissora para aliviar a progressao
de varias doencas (Figura 1) (CONRAD E PRATT, 2019). Dessa maneira, o estudo dos
mecanismos desse tipo de morte celular torna-se importante afim de contribuir para a
caracterizacdo de compostos com agdo anti-ferroptdtica que possam ser utilizados como
estratégias terapéuticas para auxiliar no tratamento de doengas nas quais a oxitose/ferroptose

esta envolvida.
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Figura 1 - Doencas humanas nas quais os inibidores/ativadores de ferroptose podem
modular a progressao da doenca.
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A esquerda doengas e situagOes nas quais a oxitose/ferroptose esta relacionada e a utilizagdo de
inibidores poderia reduzir os danos e a progressao dessas doengas. A direita doencas e situagdes nas
quais a indugdo de oxitose/ferroptose através da utilizacdo de ativadores poderia reduzir os danos ¢ a

progressao dessas situagdes (Adaptado de CONRAD E PRATT, 2019).

1.1.2 Mecanismo de oxitose/ferroptose

Apesar do mecanismo da via de morte celular por oxitose/ferroptose nao estar
totalmente esclarecido, o envolvimento do eixo sistema X. /GSH/GPx4 ¢ incontestavel e
considerado o ponto inicial dessa via de morte celular (Figura 2) (TAN, SCHUBERT e
MAHER, 2001; DIXON et al., 2012; YANG e STOCKWELL, 2016). O sistema antiportador
de cistina/glutamato (sistema x. ) € responsavel por captar de forma especifica a cistina (Cys-
S-S-Cys) (a forma dimera oxidada da cisteina - Cys-SH) extracelular juntamente com o efluxo
intracelular de Glu (CONRAD e SATO, 2011; LEWERENZ et al., 2013). Uma vez absorvida
pelo sistema X, , a cistina (Cys-S-S-Cys) ¢ rapidamente reduzida a cisteina (Cys-SH) pela GSH
e/ou tioredoxina redutase 1 (citosolica) (MANDAL et al., 2010). Assim o aminodcido cisteina
(Cys-SH) ¢ usado para a biossintese da GSH ou para a sintese de proteinas (CONRAD e SATO,
2011).
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Na maioria dos tecidos, o aminoacido ndo essencial cisteina € o substrato que limita a
sintese de GSH (LEWERENZ et al., 2013). Portanto, a inibi¢do do sistema X. , seja pelo
excesso extracelular de Glu (MURPHY et al., 1989; MURPHY et al., 1990, YANG e
STOCKWELL, 2016; LEWERENZ et al., 2018) ou pelos inibidores diretos como a erastina, a
sulfassalazina (SAS) e o sorafenibe (DOLMA et al., 2003; YAGODA et al., 2007; DIXON, et
al., 2012, YANG e STOCKWELL, 2016), leva a uma drastica reducao de GSH intracelular
induzindo a oxitose/ferroptose.

A sintese da GSH ocorre pela acdo da enzima glutamato cisteina ligase (GCL) que
catalisa a condensagdo da cisteina e do glutamato para formar o dipeptideo y-glutamilcisteina
(yGluCys). Em seguida, em outra reacdo catalisada pela enzima glutationa sintetase (GS) a
glicina ¢ adicionada para formar o tripéptido y-glutamilcisteinilglicina (yGluCysGly - GSH)
(ESPINOSA-DIEZ et al., 2015, FARINA e ASCHNER, 2019). A enzima GCL ¢ responséavel
pela etapa limitante da sintese da GSH, portanto, sua inibi¢ao direta, por exemplo pela BSO,
um conhecido inibidor especifico e irreversivel da GCL, também causa uma importante
deplecdo de GSH e induz oxitose/ferroptose de maneira similar ao Glu (LI, SCHUBERT e
MAHER, 1997; SCHUBERT e PIASECKI, 2001; YANG, et al., 2014; YANG e
STOCKWELL, 2016; LEWERENZ et al., 2018).

A GSH serve como um cofator redutor das enzimas GPx. Estas sdo responsaveis por
catalisar a redu¢do de peroxidos (por exemplo, R-OOH) em seus alcoois correspondentes (R-
OH) as custas da oxidacdo de duas moléculas de GSH formando a glutationa oxidada (GSSG)
e 4agua (H0) (BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013). A GSSG é reduzida a duas
moléculas de GSH novamente pela enzima glutationa redutase (GR) através da utilizacao de
moléculas de nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH) como agentes redutores e
assim ¢ mantida a a¢do das enzimas GPxs. O NADPH pode ser regenerado pela glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e fosfogluconato desidrogenase (PGD) da via das pentoses-
fosfato e pela enzima malica (ME) (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015).

A principal consequéncia da deplecdo de GSH na oxitose/ferroptose ¢ a inibigdo da
enzima GPx4, essa inibi¢cdo também pode ser realizada com inibidores diretos da enzima como
o composto RSL3. O RSL3 inibe especificadamente a atividade da GPx4 através da ligagao
covalente entre sua porg¢ao eletrofilica cloroacetamida com a selenocisteina da enzima (YANG
etal.,2014; JELINEK et al., 2018). A GPx4 ¢ a tnica enzima da familia das GPx que reduz os
hidroperoxidos de lipidios complexos, como fosfolipidios, colesterol e ésteres de colesterol

mesmo quando estdo inseridos em biomembranas ou lipoproteinas. Esses lipidios complexos
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que compdem as membranas das células de mamiferos podem sofrer reagcdes de auto-oxidagao
que caso ndo sejam controladas se propagam em uma reagdo em cadeia denominada de
peroxidacao lipidica acarretando em danos as biomembranas (FORCINA E DIXON, 2019).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), que constituem os fosfolipidios de
membranas, ao reagirem com ER geram radicais lipidicos (L") que por sua vez reagem com o
oxigénio (O7) formando os radicais peroxil lipidicos (LOO) ou os hidroperoxido lipidicos
(LOOH). Os radicais peroxil lipidicos (LOO") propagam uma reagao em cadeia abstraindo
atomos de H de espécies lipidicas adjacentes, um novo PUFA. Essa rea¢ao em cadeia termina
quando sdo gerados radicais suficientes de tal forma que reagem espontaneamente para produzir
produtos de degradacdo lipidica ndo reativos (FORCINA E DIXON, 2019). Portanto, a
consequéncia da inbi¢do da enzima GPx4 ¢ o acumulo dessas ER lipidicas que sinalizam para
a morte ferroptdtica (YANG et al., 2014; JELINEK et al., 2018).

O ferro normalmente ndo ¢ reativo quando estd ligado a sua proteina de transporte, a
transferrina ¢ de armazenamento, a ferritina. Entretanto, com a deplecdo de GSH ocorre
prejuizo nas defesas antioxidantes causando o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(YANG et al., 2014), que por sua vez podem oxidar a ferritina citoplasmatica liberando o ferro
ferroso (Fe**) (SIMUNEK et al., 2005). O Fe?" pode reagir, através da reacdo de Fenton, com
os hidroperoxidos lipidicos (LOOH), gerados pela inibicdo da enzima GPx4, produzindo o
radical alcoxil lipidico (LO") e assim potencializar a peroxidagdo lipidica e os danos as

membranas bioldgicas acarretando a oxitose/ferroptose (FORCINA E DIXON, 2019).
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Figura 2 - Mecanismo envolvido na oxitose/ferroptose
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O sistema antiportador de cistina/glutamato (sistema X, ) capta a cistina (a forma dimera oxidada da
cisteina - Cys) extracelular juntamente com o efluxo intracelular de Glu. Uma vez absorvida pelo

sistema X. , a cistina ¢ rapidamente reduzida a cisteina (Cys) pela GSH e/ou tioredoxina redutase 1
(TrxR 1 citosolica). Assim a cisteina (Cys) ¢ usada para a biossintese da GSH, que occore em duas
etapas a primeira pela a¢do da enzima glutamato cisteina ligase (GCL) que catalisa a condensagédo da

cisteina e do glutamato para formar o dipeptideo y-glutamilcisteina (yGluCys). Em seguida, a
segunda etapa ¢ catalisada pela enzima glutationa sintetase (GS) a glicina ¢ adicionada para formar o
tripéptido y-glutamilcisteinilglicina (yGluCysGly - GSH). A inibi¢do do sistema x. pelo excesso

extracelular de glutamato (Glu) e pelos inibidores diretos erastina, sulfassalazina e o sorafenibe (1),
assim como a inibigdo direta da enzima glutamato cisteina ligase (GCL) pela butionina sulfoximina

(BSO) (2) levam a drastica redugdo de glutationa (GSH) intracelular. A GSH serve como um cofator

redutor das enzimas glutationa peroxidases (GPx). Estas sdo responsaveis por catalisar a redugio de
peroxidos (por exemplo, R-OOH) em seus alcoois correspondentes (R-OH) as custas da oxidagao de

duas moléculas de GSH formando a glutationa oxidada (GSSG) e agua (H>0). A GSSG ¢é reduzida a
duas moléculas de GSH novamente pela enzima glutationa redutase (GR) através da utilizacao de
moléculas de NADPH que pode ser regenerado pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e
fosfogluconato desidrogenase (PGD) da via das pentoses-fosfato e pela enzima malica (ME). A
deplecdo de GSH e o composto RSL3 (3) causam a inbi¢ao da enzima glutationa peroxidase 4 (GPx4)
levando ao acimulo hidroperoxidos lipidicos (LOOH). O Fe** livre (4) pode reagir com os

hidroperdxidos lipidicos (LOOH) gerados pela inibigdo da enzima GPx4, produzindo o radical alcoxil
lipidico (LO") levando a uma reacdo em cadeia denominada de peroxidagdo lipidica danificando os
lipidios das membranas biologicas, acarretando a morte ferroptotica (Adaptado de ABDALKADER et

al., 2018).

1.1.3 Oxitose/ferroptose e doencas relacionadas

A oxitose/ferroptose foi descrita como um tipo de morte celular regulada oxidativa

ndo apoptodtica dependente de ferro, que apesar do seu mecanismo nao estar totalmente
esclarecido, apresenta como principais caracteristicas bioquimicas a deple¢ao de GSH, acimulo
*

de ferro, inibi¢do da GPx4 e aumento de ER, principalmente as ER lipidicas (DIXON et al
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2012; YANG E STOCKWELL, 2016; STOCKWELL et al., 2017). O papel da
oxitose/ferroptose vem sendo descrito em varias patologias, que incluem doengas renais,
hepaticas, cardiovasculares e neurodegenerativas, devido as suas caracteristicas bioquimicas
particulares, bem como a agdo protetora de inibidores especificos desse tipo de morte celular
(FRIEDMANN ANGELI ef al; 2014; DEVOS et al., 2014; DO VAN et al., 2016; CONRAD
E PRATT, 2019; DIONISIO, AMARAL E RODRIGUES, 2021, FANG et al., 2019; MAHER,
CURRALIS, SCHUBERT, 2020; WU et al., 2021).

No modelo in vivo de insuficiéncia renal aguda (IRA) causada pela deple¢do induzivel
da GPx4 tendo a morte como desfecho, o tratamento com a Lip-1 prolongou a vida dos animais.
Em um modelo pré-clinico de lesdo hepatica induzida por isquemia/reperfusdo o tratamento
com a Lip-1 reduziu a area de necrose hepatica e a concentragao plasmatica das enzimas
hepéticas aspartato e alanina aminotransferase (AST e ALT). A Lip-1 impediu a peroxidacao
lipidica e a morte celular induzida pelo RSL3 em um cultivo primario de células epiteliais do
tubulo proximal renal humano (HRPTEpiCs) indicando que a Lip-1 previne a morte celular
ferroptotica também nas doengas renais em humanos (FRIEDMANN ANGELI ef al; 2014).

De acordo com os resultados apresentados por Fang e colaboradores (2019) em
modelo in vivo de cardiomiopatia induzida por isquemia/reperfusao (I/R) os camundongos que
receberam o pré-tratamento tanto com a Fer-1 quanto com o quelante de ferro dexrazoxano
(DXZ) apresentam uma redugao significativa no tamanho do infarto do miocérdio, redugdo dos
marcadores de hipertrofia cardiaca e da concentracio plasmatica de enzimas do miocardio como
a lactato desidrogenase - (LDH) e a creatina quinase-MB (CK-MB). De maneira semelhante,
animais pré-tratados com a Fer-1 ou com o DXZ apresentaram redu¢do do dano cardiaco e
melhora na funcao cardiaca, no modelo in vivo de cardiomiopatia induzida pela antraciclina
doxorrubicina (DOX), comumente usada para tratar varios tipos de cancer. O tratamento com
a Fer-1 e com o DXZ previniu o acumulo de ferro, a peroxidagdo lipidica, a disfuncao
mitocondrial e as alteragdes morfologicas das mitocondrias dos cardiomiocitos de
camundongos induzidas pela DOX (FANG et al., 2019).

Além das doengas renais e cardiovasculares, a ferroptose tem sido também descrita
nas doengas neurodegenerativas, como na doenca de Parkinsosn (DP). A DP ¢ caracterizada
por uma perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta
(SNpc) acarretando em danos ao sistema motor. H4 um acumulo maior de ferro na SNpc, em
relacdo a outras regides do cérebro de pacientes com a DP. A gravidade da doencga, com piora

nos danos motores, se correlaciona com o aumento do teor total de ferro nesta reagido da
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substancia negra (CRICHTON et al., 2019), o que indica que a ferroptose parece estar
envolvida na perda de neurdnios dopaminérgicos nesta regido do cérebro (DIONISIO,
AMARAL E RODRIGUES, 2021).

Estudos realizados com células Lund do mesencéfalo humano diferenciadas
(LUHMES) as quais constituem um excelente modelo in vitro da DP foram mais sensiveis a
oxitose/ferroptose provocada pela erastina em comparacdo com insultos que induzem morte
apoptotica ou autofagica. Tanto a Fer-1 quanto o quelante de ferro deferiprona (DFP) inibiram
a oxitose/ferroptose induzida pela erastina enquanto que os inibidores de apoptose e autofagia
foram ineficazes (DEVOS et al., 2014; DO VAN et al., 2016). Além disso, a Fer-1 ¢ o quelante
de ferro DFP protegeram as células LUHMES contra neurotoxinas comumente usadas em
modelos de DP, como por exemplo o 1-metil-4- fenilpiridinio (MPP+) e o Paraquat (PQ) (DO
VAN et al., 2016). Em modelos in vivo da DP tanto a Fer-1 (DO VAN et al., 2016) quanto o
quelante de ferro DFP (DEVOS et al., 2014) reduziram a neurodegeneracao dopaminérgica e
os danos locomotores. Em pacientes com a DP o tratamento com a DPF apresentou uma redugao
no acimulo de ferro da SN e melhora da funcdo motora (DEVOS et al., 2014).

A ferroptose também tem sido descrita na patogénese da doenca de Alzheimer (DA)
(MAHER, CURRAIS, SCHUBERT, 2020). A DA ¢ uma doen¢a neurodegenerativa fatal
relacionada ao envelhecimento que resulta em declinio cognitivo, perda de memoria e psicose.
Clinicamente, a DA ¢ caracterizada por deméncia progressiva com sintomas iniciais de perda
de memoria de curto prazo por consequéncia da extensa perda neuronal no hipocampo e area
cortical e sub-cortical. Ha evidéncias consideraveis de que ha perda da homeostase do ferro no
cérebro de pacientes com a DA, com aumento do teor de ferro em regides especificas do cérebro
que se correlacionou com o diagnostico clinico de DA (CRICHTON et al., 2019). Um estudo
com pacientes com a DA mostrou através de imagens por ressonancia magnética que os danos

ao hipocampo ocorrem em conjunto com o acimulo de ferro (RAVEN et al., 2013).

1.1.4 Estratégias Protetoras

Abordagens citoprotetoras que visam inibir a oxitose/ferroptose tém se concentrado
principalmente em suprimir a formag¢dao das ER, principalmente as ER de lipidios. E assim
fornecer estratégias terapéuticas que podem auxiliar no tratamento de diversas doencas nas

quais a oxitose/ferroptose estd presente. Neste contexto, destaca-se o efeito anti-ferroptdtico de
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compostos antioxidantes lipofilicos como a Fer-1 e compostos quelantes de ferro como a DFO

(Figura 3) (DIXON et al., 2012; SKOUTA et al., 2014; FRIEDMANN ANGELI et al., 2014).

Figura 3 - Inibidores da oxitose/ferroptose.
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Quelantes de ferro (1) e antioxidantes lipofilicos, como a ferrostatina-1, a liproxstatina-1 e a
vitamina E (2), protegem da oxitose/ferroptose por bloquearem o acimulo das espécies reativas
lipidicas (Adaptado de ABDALKADER et al., 2018).

A Fer-1 foi identificada como um inibidor especifico da ferroptose, por Dixon e
colaboradores (2012). Esse composto inibiu de maneira especifica a morte induzida pela
erastina e pelo RSL3 (indutores de oxitose/ferroptose) sem apresentar efeito protetor frente a
morte necrética induzida pelo perdxido de hidrogénio (H202) e a morte apoptotica causada pela
estaurosporina em células de fibrosarcoma humano (HT-1080). Além disso, apresentou
protecdo frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu em fatias organotipicas de cérebro de
ratos pos-natal (DIXON et al., 2012).

A Fer-1, além de proteger as células HT-1080 da morte celular, preveniu tanto o
acumulo de ER citosolicas quanto as ER lipidicas induzidos pela erastina. O efeito anti-
ferroptotico da Fer-1 foi atribuido a sua atividade antioxidante dependente de ambas as aminas
aromaticas (por¢ao N-ciclohexil e amina aromatica primaria) (DIXON et al., 2012). Esses
pesquisadores sugeriram, as ER lipidicas, como cruciais para a ferroptose, € propuseram que a
porcao N-ciclohexil da Fer-1 poderia servir como uma ancora lipofilica dentro das membranas

bioldgicas, promovendo a interagdo da Fer-1 com as membranas lipidicas, auxiliando assim na
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sua atividade antioxidante sobre as ER lipidicas e, portanto, prevenindo a peroxidacao lipidica
e, consequentemente, a morte ferroptdtica (DIXON et al., 2012).

Skouta e colaboradores (2014) propuseram o mecanismo de a¢do da Fer-1 baseado na
sua estrutura, na qual por meio da transferéncia de dois protons (d&tomos de hidrogénio) e dois
elétrons a Fer-1 pode atuar reduzindo um peroxido lipidico (R-OOH — R-OH) e também
eliminando um radical lipidico (R-O- — R-OH) com a formag¢do do composto etil 4-(ciclo-
hexilimino)-3- iminociclohexa-1,5-dienocarboxilato redox-estavel (Figura 4). Portanto, a Fer-
1 ¢ uma arilalquilamina com propriedades antioxidantes relacionadas com sua atividade de
captura de radicais (radical-trapping antioxidant - RTA) também conhecida como, scavenger
de radicais, ou como agente redutor, capaz de bloquear a peroxidagdo lipidica inibindo a
oxitose/ferroptose (SKOUTA et al., 2014) corroborando o que foi descrito por Dixon e
colaboradores (2012).

Figura 4 - Mecanismo proposto para a Fer-1.

b NH; +H NHz 2 H NH
OO O O
O ﬁvr = D"‘-"’ O/ 0.~
o
Fer-1 0 A B N
2e

Lipid ROS

A Fer-1 libera dois protons (2 HY) e dois elétrons formando um composto intermediario A (isdbmero de
fungdo da Fer-1 - tautdmero) que resulta na formagdo de um composto B (etil 4-(ciclo-hexilimino)-3-
iminociclohexa-1,5-dienocarboxilato) redox-estavel. Os 2 H" e os elétrons podem ser transferidos para
as ER lipidicas (SKOUTA et al., 2014).

Apesar de seu papel benéfico incontestavel contra oxitose/ferroptose em condigdes in
vitro (DIXON et al., 2012; SKOUTA et al., 2014; JELINEK et al., 2018), algumas evidéncias
indicam que Fer-1 ndo ¢ adequada para uso in vivo por causa de sua baixa estabilidade
metabolica; a presenca de uma porcao éster parece limitar sua aplicacdo in vivo devido a rapida
hidrolise desse éster em acido carboxilico inativo (HOFMANS et al., 2016), além de ndo passar
pela barreira hematoencefalica (DO VAN et al., 2016). Neste contexto, torna-se relevante o

estudo de novos agentes com propriedades anti-ferroptéticas semelhantes a Fer-1 in vitro,
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porém com melhores propriedades ADME (Absorc¢ao/Distribuicdo/Metabolismo/Excrecao)
permitindo sua utilizagdo in vivo.

A DFO (Figura 5) foi o primeiro quelante de ferro aprovado pela agéncia reguladora
Food and Drug Administration (FDA), em 1968, para o tratamento de intoxicacao aguda de
ferro e sobrecarga de ferro (SF) em pacientes com anemias dependentes de transfusdo de
hemadcias. Sintetizada por uma bactéria com a finalidade de roubar ferro do hospedeiro (SHU
etal., 2018), a DFO ¢ uma molécula de elevado peso molecular, hexavalente, ou seja, apresenta
seis sitios polares de interacdo e, portanto, quela o ferro (Fe*") na propor¢io de 1:1
(CANCADO, 2007).

A DFO apresenta como caracteristicas farmacocinéticas pequena absor¢ao
gastrintestinal quando administrada por via oral, devendo ser administrada por via subcutinea
através de aparelho infusor ou pela via intravenosa. Sua excrec¢ao ¢ predominantemente renal e
ocorre na forma complexada com o ferro (DFO:ferro) (CANCADOQO, 2007).

A DFO ¢é um potente quelante de ferro usado no tratamento de doengas que envolvem
a SF (CANCADO, 2007) e apresentou efeito inibitdrio sobre a ferroptose causada pela erastina
e RSL3 (DIXON et al., 2012; JELINEK et al., 2018). Por outro lado, quelantes de ferro
lipofilicos com maior capacidade de permear as membranas celulares foram mais potentes do
que a DFO na protec¢ao contra a ferroptose (DIXON et al., 2012).

Além disso, o tratamento com a DFO apresenta muitas limita¢des. Por ser um quelante
hidrofilico, possui uma baixa absor¢do e rdpida depuragdo apresentando uma meia-vida
plasmatica curta (20—-30 min) inviabilizando sua administragao por via oral. Sendo necessaria
a injecdo prolongada (8 a 12 horas) e frequente (pelos menos 5 vezes por semana) em pacientes
com SF. Portando, para pacientes que precisam de tratamento cronico com a DFO ele se torna
caro e ineficiente. Além de apresentar efeitos colaterais como reagdes cutaneas e infecgoes

locais (CANCADO, 2007; SHU et al., 2018).

1.2 NOVOS QUELANTES DE FERRO

A principal causa do insucesso da terapia com a DFO € a baixa adesdo ao tratamento
causada pela impossibilidade de a DFO ser administrada por via oral. Dessa forma, para
melhorar a adesdo pelos pacientes ao tratamento com a DFO, um caminho seria buscar maneiras

de aumentar a sua absor¢ao e sua estabilidade metabdlica (CANCADO, 2007).
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Neste cenario, o grupo de pesquisa do professor Breno Pannia Esposito desenvolveu a
Deferoxamina-cafeina (DFCAF), um conjugado da DFO com a cafeina (Figura 5). A cafeina ¢
um composto natural de baixa toxicidade, sendo uma molécula rapidamente absorvivel que
pode ser ligada a outros compostos para melhorar a sua permeabilidade celular. De fato a
DFCAF apresentou maior permeabilidade celular além de manter a capacidade de eliminagao
do ferro e as propriedades antioxidantes da DFO (ALTA et al., 2014). Portanto, sugere-se que
a DFCAF poderia ser um quelante de ferro mais eficiente que a DFO no tratamento de
neuropatologias nas quais a oxitose/ferroptose esteja envolvida. Entretanto, ndo ha estudos
comparando o efeito anti-ferroptético da DFO em relagdo a DFCAF.

O desenvolvimento de novos quelantes de ferro que possuissem eficicia e seguranga
semelhante a DFO, porém de administra¢do oral, evitando o inconveniente das infusdes por
tempo prolongado fez surgir a DPF (Figura 4) e o deferasirox (DFX). Atualmente a DFP, assim
como a DFO e o DFX sdo os tnicos quelantes de ferro fornecidos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) para o tratamento de doencas nas quais a SF estd envolvida. Os trés compostos
apresentam registros vigentes na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
(CANCADO, 2007).

A DFP (1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridona) ¢ uma molécula de baixo peso molecular,
bivalente, razio pela qual trés moléculas deste formaco se ligam a uma molécula de ferro (Fe*),
formando o complexo DFP:ferro na proporcao de 3:1. Quanto as propriedades
farmacocinéticas, a DFP ¢ administrada por via oral sendo rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal. Aproximadamente 85% da DFP ingerida ¢ metabolizada formando um
conjugado glucoronideo inativo, que € excretado na urina juntamente com os complexos
DFP:ferro (CANCADO, 2007; SHU et al., 2018; CRICHTON et al., 2019).

A terapia com a DFP apresenta inconvenientes como uma meia-vida curta (3 — 4
horas) exigindo administracdo oral trés vezes ao dia para atingir a dose terapéutica. Além dos
efeitos colaterais como o aumento das enzimas hepaticas, distirbios gastrointestinais (ndusea,
vomito e dor abdominal), sintomas articulares, principalmente artralgia e artrite leve a grave,
alteracdes dermatoldgicas e deficiéncia de zinco. A agranulocitose e neutropenia sdo os efeitos
adversos mais graves podendo ser fatal, dessa forma ¢ recomendado o monitoramento por meio
do hemograma (CANCADO, 2007; SHU et al., 2018; CRICHTON et al., 2019).

A DFP ¢ um quelante ferro permeével a barreira hematoencefalica (Devos et al., 2014)
mais lipofilico que a DFO e, portanto, possui uma maior capacidade de quelar o ferro

intracelular sendo uma estratégia terapéutica mais eficiente para doengas no SNC. De fato,
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ensaios clinicos com a DPF para o tratamento de doencas neurodegenerativas estdo sendo
realizados e vem mostrando resultados promissores (CRICHTON et al., 2019).

Alguns ensaios clinicos evidenciaram a necessidade da administracdo da DFP por
pelo menos 6 a 9 meses para que os efeitos positivos como reducdo do acumulo de ferro na
substancia negra (SN) e melhora dos danos motores pudessem ser identificados em pacientes
com DP (DEVOS et al., 2014; MARTIN-BASTIDA et al., 2017, CRICHTON et al., 2019). A
maior desvantagem do uso da DFP foi seus ja conhecidos efeitos colaterais (agranulocitose e
neutropenia) que acometeram 8% dos pacientes (MARTIN-BASTIDA et al., 2017;
CRICHTON et al., 2019).

Atualmente estd sendo realizado um ensaio clinico com pacientes com a DA
utilizando a DFP de liberagao controlada como uma tentativa de prevenir os efeitos adversos.
O ensaio clinico pretende avaliar a seguranca e eficacia da DFP em retardar o declinio cognitivo
em pacientes com a DA. O teor de ferro no cérebro durante o periodo do ensaio sera
determinado através de imagens por ressondncia magnética (IRM) (Neuroscience Trials
Australia - Ensaio Clinico Deferiprona por via oral para retardar a Deméncia) (CRICHTON et
al., 2019).

Os resultados positivos dos ensaios clinicos indicam que a terapia com quelantes de
ferro tem potencial para se tornar uma opgdo terapéutica para o tratamento das doengas
neurodegenerativas, mas os estudos ainda sao inconclusivos (CRICHTON et al., 2019). Dessa
maneira mais estudos sdo necessarios para identificar moléculas quelantes de ferro que
apresentem maior eficacia sem os efeitos colaterias graves.

O Salicilaldeido isonicotinoil hidrazina (SIH) € um quelante de ferro experimental
trivalente que se liga ao ferro em uma proporg¢ao de 2:1 (Figura 5). Devido a sua lipofilicidade,
o SIH pode ser administrado por via oral, penetrando facilmente as membranas celulares e
quelando firmemente o ferro férrico Fe*" intracelular e, portanto, é capaz de bloquear a
producao intracelular de ER dependente de ferro (SIMUNEK et al., 2005, SHU et al., 2018).

Nesse contexto, o estudo de Simunek e colaboradores (2005) mostrou que o SIH
quando co-tratado com o H2O: protegeu as células H9¢2 (células derivadas de cardiomioblastos
de embrido de rato) da perda do potencial de membrana mitocondrial e da morte celular
induzidos pelo H>O> por bloquear o dano oxidativo causado pelas ER geradas pelo ferro
(SIMUNEK et al., 2005). Além disso, o quelante de ferro SIH apresentou uma maior protecao
contra a morte celular induzida pelo H202 em células ARPE-19 (linhagem celular humana de

células epiteliais pigmentares da retina - RPE) em comparagdo com o quelante de ferro
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hidrofilico DFO, com o quelante de ferro extracelular &cido dietilenotriaminopentaacético
(DTPA) e também com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC) (LUKINOVA et al., 2009).

Em um estudo no qual foi comparado o efeito protetor de quelantes de ferro usados
na pratica clinica (DFO, DFP e DFX) com agentes experimentais como o SIH, contra um
modelo de lesdo oxidativa induzida pelo terc-butil hidroperoxido (tBuOOH) em células H9c2,
o quelante de ferro SIH teve uma acdo protetora mais eficaz. Provavelmente relacionada com a
sua lipofilicidade ideal e sua capacidade de gerar complexos de ferro que nao possuem atividade
redox, ou seja, ndo sdo capazes de levar a oxidagdo de outras moléculas (BENDOVA et al.,
2010).

Neste cendrio, ¢ provavel que os quelantes de ferro mais lipofilicos sejam mais
potentes e eficientes na prote¢do contra a oxitose/ferroptose por bloquearem a geragao de ERO
e a peroxidacao lipidica dependente de ferro. Porém faltam estudos que comparem o efeito

protetor de quelantes de ferro em modelos de oxitose/ferroptose.

Figura 5 - Estrutura dos quelantes de ferro.
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(2), 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridona (Deferiprona - DFP) (3), Salicilaldeido isonicotinoil hidrazina

(SIH) (4) (ALTA et al., 2014; BENDOVA et al., 2010).
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1.3 PROBUCOL (PB) E DERIVADOS

O PB ¢ um composto fenodlico que foi utilizado na clinica para o tratamento e
prevencdo de doengas cardiovasculares devido principalmente ao seu efeito
hipocolesterolemiante (YAMASHITA ¢ MATSUZAWA, 2009) (Figura 6). Além disso, este
composto apresentou efeitos protetores contra o dano oxidativo e foi capaz de modular
positivamente algumas defesas antioxidantes enddgenas (SINGLA et al., 2007).

Neste contexto um estudo demonstrou que o PB ¢é capaz de modular positivamente a
atividade da enzima glutationa peroxidase (isoenzima 1) (GPx-1) em cultura primaria de
neurdnios cerebelares, sendo que este fenomeno foi responsavel pela protecdo contra o dano
oxidativo induzido por metilmercurio, um agente toxico que induziu elevada produgdo de H>O».
Nesse trabalho, foi visto que o PB atuou como um ativador direto da atividade da GPx-1
(FARINA et al., 2009).

Mais tarde, varios estudos demonstraram efeitos neuroprotetores do PB em diferentes
modelos de doengas neurodegenerativas. Um desses estudos, mostrou que o tratamento por
duas semanas com o PB preveniu a perda cognitiva e sinaptica, além de alteragdes bioquimicas
hipocampais como a peroxidacao lipidica, sendo estes efeitos atribuidos, a0 menos em parte, a
sua atividade antioxidante em um modelo experimental in vivo da DA induzida pela
administracao do peptideo AP (SANTOS et al., 2012).

O tratamento com o PB atenuou as alteragdes bioquimicas (danos oxidativos) no
estriado e comportamentais (danos motores) em um modelo in vivo de doenga de Huntington
(DH) induzido pela administra¢do via intraperitoneal de 4cido 3-nitropropionico (3-NP) em
ratos. Foi observado, que o PB aumentou tanto a atividade da GPx quanto os niveis de GSH e
isto provavelmente esta relacionado com seu efeito protetor neste modelo (COLLE et al.,
2013a). Em outro estudo, o PB foi capaz de proteger contra déficits motores, assim como
peroxidacao lipidica, diminui¢ao dos niveis de tiroxina hidroxilase (TH) e da perda sinaptica
no estriado de camundongos em um modelo in vivo de DP induzido pela injecao
intracerebroventricular (i.c.v.) de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (RIBEIRO et al., 2013).

Em um recente estudo foi demonstrado que a pré-incubagdo com o PB aumenta a
atividade da GPx1 purificada derivada de eritrocitos bovinos. Além disso, o pré-tratamento com
PB aumentou a atividade da GPx1 em células de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y) sem
alterar a expressao da enzima, além de proteger as células frente a citotoxicidade do cumeno

hidroperéxido (CuOOH) e do tBuOOH. Porém, a acdo protetora do PB frente a citotoxidade do
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tBuOOH ¢ perdida com o knockdown da GPx1, indicando a GPx1 como alvo molecular direto
do PB sendo responsavel pelos seus efeitos protetores contra agentes oxidantes (SANTOS et
al., 2020).

Apesar dos efeitos benéficos do PB, esse estd associado com alguns efeitos adversos
indesejaveis em seres humanos, como a redu¢do do colesterol HDL e alteragdes cardiacas
(TARDIF et al., 2002; YAMASHITA E MATSUZAWA, 2009). Desta forma, a fim de
preservar os efeitos benéficos, bem como minimizar os efeitos colaterais do PB, foi
desenvolvido o composto succinobucol (SUC) (Figura 6). O succinobucol (SUC) ¢ um éster
monossuccinil do PB que apresenta, além de maior biodisponibilidade, as propriedades
hipocolesterolemiantes, antioxidantes e anti-inflamatdrias (propriedades benéficas comuns as
do PB), sem causar os efeitos adversos induzidos pelo mesmo (TARDIF et al., 2008, KUNSCH
et al., 2004; STOCKER, 2009). O grupo de pesquisa do Prof°. Dr Antdnio Luiz Braga
(Departamento de Quimica, CFM/UFSC, SC, BR) tém realizado a sintese de novos compostos
derivados do PB, como o SUC.

Um estudo comparou os efeitos do SUC e do PB onde ambos foram efetivos em
proteger contra os aumentos de ERO, peroxidacdo lipidica e deplecdo de GSH; porém, foi
mostrada uma maior eficiéncia do SUC em atenuar a disfuncdo mitocondrial causada pelo
estresse oxidativo induzido pelo &cido 3-NP em modelo experimental in vitro da DH em fragdes
sinaptossomais de encéfalo de ratos (COLLE et al., 2013b). Além disso, outro trabalho mostrou
que o efeito protetor do SUC sobre a disfun¢do mitocondrial induzida pelo acido 3-NP em um
modelo in vitro da DH, foi via aumento da atividade e expressao da enzima GCL, a qual catalisa
a reacao limite da sintese de GSH (COLLE et al., 2016).

Recentemente, em colabora¢dao com o Prof®. Dr Antonio Luiz Braga (Departamento
de Quimica, CFM/UFSC, SC, BR), obtivemos mais dois novos compostos derivados de PB, o
composto 2,6-di-tert-Butil-4-(Tiofeniltio) Fenol (RC363) e o composto 2,6-di-tert-Butil-4-
(Tiofenilselanil) Fenol (RC574) (Figura 6). O desenvolvimento desses compostos ocorreu
através da técnica de simplificacdo molecular, de modo que a estrutura responsavel pela agado
farmacoldgica (grupamento contendo dois dtomos de enxofre e por¢ao fenodlica) foi mantida
com as mesmas distancias interatdmicas, porém foi realizada a simplificacdo (retirada de uma
segunda porg¢do fenolica) com enrijecimento da cadeia lateral (PINACHO CRISOSTOMO et
al., 2006). Além disso, foi sintetizado um derivado de selénio, prevendo um possivel
bioisosterismo em relagdo ao andlogo de enxofre e possibilitando a avaliacdo de compostos

com diferentes graus de lipossolubilidade, j4 que o uso de compostos organicos contendo
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selénio sdo conhecidos por apresentarem maior poténcia farmacologica quando comparados
com os seus analogos de enxofre (NOGUEIRA et al., 2004).

O estudo de Bueno e colaboradores (2020) demonstrou que diferente do PB, os seus
analogos RC363 e RC574 tiveram efeito protetor contra a morte celular oxidativa induzida pelo
Glu, também conhecida como oxitose/ferroptose, em um modelo utilizando as células derivadas
do hipocampo de camundongos (HT22) e em cultivo primario de neurdnios corticais (BUENO
et al., 2020). Nesse estudo as células HT22 receberam pré-tratamento com o PB e seus
derivados RC363 e RC574 e, posteriormente, foram expostas ao Glu. Neste modelo os
compostos RC363 e RC574, apesar de ndo reverterem a deple¢do de GSH, inibiram a disfungao
mitocondrial induzida pelo glutamato (geragao de superéxido mitocondrial e a hiperpolariza¢ao
mitocondrial). Esses efeitos foram em parte associados ao aumento dos niveis e da atividade da
GPx1 induzidos pelos compostos RC363 e RC574. Observou-se também que o co-tratamento
com os compostos RC363 e RC574 demonstrou protecao contra o RSL3, um inibidor especifico
da GPx4 (BUENO et al., 2020).

Apesar dos derivados do PB terem apresentado efeitos benéficos frente a
oxitose/ferroptose induzida pelo Glu e RSL3, o mecanismo de protecdo, assim como a
mitigagdo dos principais eventos deletérios (deplecao de glutationa e indugdo de peroxidagao
lipidica) caracteristicos dessa morte celular ndo foram totalmente esclarecidos. Portanto sdo
necessarios mais estudos a cerca do papel protetor dos compostos derivados do PB afim de

propor-los como possiveis agentes anti-ferroptoticos.

Figura 6 - Estrutura do probucol e seus derivados.
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2,6-diterc-butil-4-[2-(3,5-diterc-butil-4-hidroxifenil)sulfanilpropan-2-ilsulfanil] fenol (Probucol - PB)
(1), acido 4-[2,6-diterc-butil-4-[2-(3,5-diterc-butil-4-hidroxifenil)sulfanilpropan-2-ilsulfanil]fenoxi]-4-
oxobutanoico (Succinobucol - SUC) (2), 2,6-di-terc-butil-4-(tiofeniltiol) fenol (RC363) (3) e 2,6-di-
terc-butil-4-(tiofenilselenil) fenol (RC574) (4).

14  MODELO DE OXITOSE/FERROPTOSE EM CELULAS HT22

Estudos sugerem que a manipulacdo da oxitose/ferroptose pode ser explorada nao
somente para eliminar as células tumorais, mas também para preservar cé¢lulas neuronais e dos
demais tecidos de condi¢des oxidativas letais. Portanto, a ativacao dessa via de morte celular é
importante em tumores podendo auxiliar no tratamento do cancer (DIXON ¢ STOCKWELL,
2019) e por outro lado, sua inibi¢do torna-se relevante para retardar a progressao da morte
neuronal, observada em vérias doencas do SNC nas quais a oxitose/ferroptose estd envolvida
(DEVOS et al., 2014; YANG E STOCKWELL, 2016; DO VAN et al., 2016).

Neste contexto uma maneira de investigar a agcdo protetora de novos compostos €
utilizar modelos que mimetizem esse tipo de morte celular. Os estudos iniciais sobre a oxitose
induzida pelo Glu foram realizados utilizando as células HT22 (TAN, SCHUBERT E MAHER,
2001). Tendo em vista que as células HT22 sdo uma sub-linhagem derivada das células HT4,
que foram originalmente imortalizadas a partir de uma cultura primaria de neuronios
hipocampais de camundongos (FREDERIKSEN et al., 1988) com caracteristicas colinérgicas
(expressam marcadores colinérgicos como colina acetiltransferase - ChAT, transportador de
alta afinidade pela colina - TAC, transportador vesicular de acetilcolina - VAChT e receptores
muscarinicos - M1 e M2) (LIU et al., 2009). Mas, por outro lado, destaca-se a falta de expressao
dos receptores ionotropicos de Glu, tornando essas células resistentes & excitotoxicidade
glutamatérgica (DAVIS E MAHER, 1994).

Dessa forma, atualmente essa linhagem celular tem sido muito utilizada como modelo
para os estudos sobre oxitose/ferroptose e para triagem de compostos potencialmente
neuroprotetores. Além disso, as vantagens desse modelo sdo principalmente sua
reprodutibilidade e a relevancia para doencas do SNC (MAHER, CURRAIS, SCHUBERT,
2020). Neste cendrio pretende-se investigar a protecdo de compostos derivados do PB, assim
como de compostos quelantes de ferro frente a oxitose/ferroptose induzida por trés indutores
(Glu, BSO e RSL3) que atuam sobre diferentes pontos do eixo sistema x. /GSH/GPx4 (Figura
7) utilizando as células HT22.
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Figura 7 - Eixo sistema x. /GSH/GPx4 envolvido na oxitose/ferroptose e seus principais

inibidores.
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Excesso de glutamato (Glu) inibi 0 sistema Xc (1) causando a deplegdo de glutationa (GSH) esse
efeito também ocorre através da inibicdo da enzima glutamato cistina ligase (GCL) pelo composto
butionina sulfoximina (BSO) (2). Como consequéncia acontece a inibi¢ao da enzima
glutationa peroxidase 4 (GPx4), a qual também pode ser inibida diretamente pelo composto
RSL3 (3) acarretando a morte por oxitose/ferroptose (Adaptada de YANG E STOCKWELL,
2016).

Com este modelo de oxitose/ferroptose o presente estudo pretende comparar o efeito
dos compostos derivados do PB com o anti-ferroptotico classico Fer-1. Nossa hipotese € que os
compostos derivados do PB apresentam efeitos anti-ferroptdticos maiores que o seu composto
de origem e semelhantes ao da Fer-1 em mitigar a deplecao de GSH e a peroxidacao lipidica
induzidos pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 em células HT22.

Nosso estudo também pretende investigar e comparar o efeito protetor dos quelantes
de ferro DFO, DFCAF, DFP e SIH frente ao modelo de oxitose/ferroptose em células HT22.
Neste caso, nossa hipotese € que quelantes de ferro mais lipofilicos apresentariam um efeito
protetor mais potente frente a morte ferroptotica e assim seriam os mais indicados para auxiliar
no tratamento de doengas nas quais a oxitose/ferroptose esteja envolvida. Acreditamos que estes
quelantes teriam uma capacidade maior em bloquear a peroxidagao lipidica, uma vez que seriam

capazes de inibir a geragao de ER intracelulares depende de ferro.
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2 JUSTIFICATIVA

A oxitose/ferroptose € um tipo de morte celular que apresenta um papel determinante
no desenvolvimento de muitas condig¢des patoldgicas, entre elas as doengas neurodegenerativas.
Assim, o estudo e o desenvolvimento de compostos com agdo protetora frente a
oxitose/ferroptose torna-se relevante uma vez que essas estratégias protetoras poderiam auxiliar
no tratamento de diversas doencas, incluindo as neurodegenerativas. O modelo de
oxitose/ferroptose utilizando as células HT22 tem sido muito utilizado para triagem de
compostos potencialmente neuroprotetores, principalmente devido a sua a relevancia direta
para doengas do SNC. Portando, utilizando esse modelo esperamos propor a utililizacao de
compostos derivados do PB como possiveis agentes anti-ferroptoticos. Além disso, pretende-
se indicar quelantes de ferro mais apropriados em combater a oxitose/ferroptose. E dessa forma
fornecer uma base para que sejam desenvolvidos melhores quelantes de ferro com menores ou

até mesmo sem os efeitos colaterais.
3 OBJETIVO
3.1  OBIJETIVO GERAL
Este trabalho tem como objetivo geral investigar o efeito protetor do composto probucol e

seus derivados (SUC, RC363 e RC574), bem como de quelantes de ferro (DFO, DFCAF, DFP
e SIH) frente a trés diferentes indutores de oxitose/ferroptose (Glu, BSO e RSL3) utilizando as
células HT22.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Objetivos especificos do capitulo I

1. Avaliar a toxicidade dos compostos pro-ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 através de

ensaios de viabilidade e morte celular;

ii.  Avaliar o efeito dos compostos pro-ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 sobre mudangas na

concentragdo de GSH intracelular e na peroxidacao lipidica;
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Avaliar a toxicidade do PB e dos seus derivados, assim como do agente anti-ferroptético

classico Fer-1, através dos ensaios de viabilidade e morte celular;

iv.  Avaliar o efeito protetor do PB e dos seus derivados frente a toxicidade dos compostos
pro-ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 e comparar esse efeito com o agente anti-
ferroptotico classico Fer-1;

v. Investigar se o PB e seus derivados sdo capazes de mitigar os efeitos deletérios
(deplecao de GSH e peroxidagao lipidica) induzidos pelos agentes pro-ferroptose e
comparar este efeito com o agente anti-ferroptotico classico Fer-1.

vi.  Avaliar e comparar o efeito antioxidante do PB e dos seus derivados com o efeito
antioxidante da Fer-1;

vii.  Avaliar a correlacdo do efeito antioxidante com efeito protetor do PB e dos seus
derivados e da Fer-1.
3.2.2 Objetivos especificos do capitulo II

i.  Avaliar a toxicidade dos quelantes de ferro (DFO, DFCAF, SIH e DFP) através dos
ensaios de viabilidade e morte celular;

i1.  Avaliar o efeito protetor dos quelantes de ferro (DFO, DFCAF, SIH e DFP) frente a
citotoxicidade dos indutores de oxitose/ferroptose (Glu, BSO e RSL3);

iii.  Avaliar o efeito protetor dos quelantes de ferro (DFO, DFCAF, SIH e DFP) sobre
eventos deletérios (deplecdo de GSH e concentragdo de ER) induzidos pelos compostos
pro-ferroptoticos Glu, BSO e RSL3;

iv.  Avaliar e efeito antioxidante direto dos quelantes de ferro (DFO, DFCAF, SIH e DFP).

4 MATERIAS E METODOS
4.1  REAGENTES

Os compostos probucol (PB), ferrostatina — 1 (Fer-1) e a glutationa-etil ester (GSHEE),

sal monossodico de acido L-glutamico monohidratado (Glutamato - Glu), sulfoximina

butionina (BSO), 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2- acido carboxilico (Trolox), (1S, 3R)-
2-(2-Cloroacetil)-2,3,4,9-tetrahidro-1-[4-(metoxicarbonil)fenil ]-1H-pirido[3,4-b]indol-3-
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acido carboxilico metil ester (RSL3), dimetilsulfoxido (DMSO), brometo de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (MTT), 3,8-Diamino-5-[3-(dietilmetilamonio)propil]-6
fenilfenantridinio diiodeto (Iodeto de Propideo - IP), 5,5’-ditiobis-(2-acido nitrobenzdico)
(DTNB), foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O meio
dubecco’s modified eagle medium (DMEM) e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da
empresa Gibco Life Technologies.

A sintese dos compostos derivados do PB, o succinobucol (SUC) bem como os
compostos  2,6-di-tert-Butil-4-(Tiofeniltio)  Fenol (RC363) e  2,6-di-tert-Butil-4-
(Tiofenilselanil) Fenol (RC574) foi realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor
Dr. Antdnio Luiz Braga (Departamento de Quimica, CFM/UFSC) e encontra-se descrita na
literatura (Weingarten, 2004; Colle et al., 2013, Bueno et al., 2020).

O composto deferoxamina-cafeina (DFCAF), derivado da DFO, foi sintetizado pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr. Breno Pannia Espdsito (Instituto de Quimica,
USP). A sintese da DFCAF foi previamente descrita na literatura (Alta et al., 2014). Os
compostos quelantes de ferro, sal mesilato de deferroxamina (DFO), a deferiprona (DFP) e o
composto saliciloil isonicotinoil hidrazona (SIH) foram gentilmente cedidos pelo referido
professor. Esses compostos foram adquiridos comercialmente e apresentavam pureza superior

a 99%.

4.2  CULTIVO CELULAR

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular derivada de neurdnios hipocampais de
camundongos (HT22), que foi gentilmente doada pelo Prof. Dr. Dave Schubert do Instituto Salk
(Instituto Salk La Jolla, CA, EUA) por intermédio do Prof. Dr. Alcir Luiz Dafré (Departamento
de Bioquimica, CCB/UFSC, SC, BR). As células HT22 foram cultivadas em meio DMEM, pH
entre 7,2-7,3, suplementado com 5% de SFB (previamente inativado quando necessario através
do calor, temperatura de no maximo 57°C, por 40 minutos), 2 mM de glutamina, penicilina (100
unidades/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e mantidas em atmosfera umidificada contendo 5%
de CO,, a 37°C.

O meio de cultivo era trocado a cada 2 dias e, ao atingirem uma confluéncia de 80-90%,
as células eram repicadas utilizando tripsina-EDTA a 0,05%. Os experimentos foram realizados
utilizando células entre a 5* e a 15* passagem, apresentando uma confluéncia de

aproximadamente 85%. O niimero de células foi padronizado por meio de contagem em cdmara
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de Neubauer e as células eram cultivadas em placas de 6, 12, 24 ou 96 pogos, de acordo com a

necessidade experimental.

43  TRATAMENTOS

O composto PB e os seus derivados SUC, RC363, RC574, assim como os quelantes de
ferro DFO, DFCAF, SIH, DFP e o composto RSL3 foram preparados em DMSO cuja
concentra¢do final nas células ndo ultrapassou 0,05%. O Glu e o BSO foram dissolvidos em
agua ultrapura previamente esterilizada e as solu¢des foram filtradas em ambiente estéril. Todas
as dilui¢des para obtencao das diferentes concentragdes dos compostos aqui utilizadas foram
realizadas em tampao fosfato salina 0,01 M (PBS 0,01 M) previamente esterilizado.

As células HT22 receberam o tratamento por 24 horas com o veiculo (DMSO 0,05 %),
com concentragdes crescentes de 0; 0,3; 0,5; 1 ¢ 3 uM dos compostos PB, SUC, RC363 ou
RC574, com concentragdes crescentes 0; 0,5; 1; 3; 5; 10 e 20 uM dos quelantes de ferro DFO,
DFCAF, SIH, DFP e com a Fer-1 (0; 0,5; 1, 3, 4,5, 9,5 uM). As células HT22 foram também
expostas, durante 24 horas, ao veiculo (DMSO 0,05% ou PBS 0,01 M) ou a trés diferentes
indutores de oxitose/ferroptose: Glu nas concentragdes de 0, 3, 5, 7,5 ¢ 10 mM, BSO nas
concentragoes de 10, 25, 50, 75, 100 e 500 uM e RSL3 nas concentragoes de 1, 5, 10, 30, 50 e
100 nM.

Em outro protocolo experimental as células HT22 foram expostas ao veiculo (DMSO
0,05 % ou PBS 0,01M), Glu (5 mM), BSO (25 uM) ou ao RSL3 (50 nM) nos tempos 1, 3, 6,
12 e 24 horas. Posteriormente as células HT22 foram expostas durante 6 horas ao veiculo
(DMSO 0,05 % ou PBS 0,01 M), Glu (5 mM), BSO (25 uM) ou ao RSL3 (50 nM) e apos este
periodo as células HT22 foram tratadas com os compostos PB, SUC, RC363 ou RC574 (0,5 e
3 uM), DFO, DFCAF, SIH, DFP (0,5 e 3 uM), Fer-1 (3,0 ¢ 9,5 uM), GSHEE (3,0 ¢ 5,0 mM)
ou Trolox (0,05; 0,250; 1,250; 5 € 20 uM) por mais 18 horas. As células também foram tratadas
por 6 ou 12 horas com os indutores de ferroptose (Glu 5 mM, BSO 25 uM, RSL3 50 nM) e
apods receberam o tratamento com Fer-1, RC363, RC574 (0,002; 0,01; 0,05; 0,250; 1,250 uM),
ou co-tratadas com o indutor RLS3 (50 nM) e os compostos Fer-1, RC363, RC574 (0,5 ¢ 3

uM).
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4.4  ENSAIOS IN VITRO

4.4.1 Ensaio para determinac¢io da viabilidade celular pela redu¢ao do MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redu¢do do MTT. Este composto ¢é
reduzido por células metabolicamente ativas através da agdo das enzimas desidrogenases,
portanto a utilizagdo deste ensaio serve como uma maneira de avaliar a viabilidade celular. As
desidrogenases clivam os anéis de tetrazolio do MTT de coloragao amarela gerando cristais de
formazan ((4, 5-dimetiltiazol-2-i1)-3, 5-difenilformazan) de cor violeta, que podem ser
solubilizados por DMSO e quantificados por meios espectrofotométricos. Desta forma, a
quantidade de cristais de formazan formada ¢ diretamente proporcional a quantidade de células
vidaveis (MOSMANN, 1983).

Esta técnica foi realizada em células HT22 cultivadas em placas de 96 pogos na
densidade de 4,5 x 10° células por pogo (45.000 células/mL) e, apos 24 horas de cultivo, as
células HT22 receberam os tratamentos com os compostos protetores e/ou com os indutores de
oxitose/ferroptose, conforme descrito detalhadamente no item anterior. Apds o término de cada
tratamento, o meio de cultivo foi removido por inversao e, em seguida, foi adicionado 100 pL.
de MTT (0,5 mg/mL em solucao tampao Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS) previamente
mantido a 37°C. As células permaneceram sob incubagdo a 37°C na presen¢a da solugdo de
MTT por uma hora.

Apos este periodo, a solugdo de MTT foi removida e 100 pL de DMSO puro foi
adicionado para solubilizacdo dos cristais de formazan. Apds a completa solubilizacdo dos
cristais foi realizada a leitura pontual da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 540 nm por meio do equipamento Multileitora Infinite M200 Tecan, Mannedorf, Suica.

A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem do controle (células ndo tratadas, 100%).

4.4.2 Ensaio para determinacio da morte celular pela incorporacio do iodeto de

propideo (IP)

A morte celular foi avaliada utilizando o ensaio de incorporagao do IP. O IP ndo ¢
incorporado por células viaveis, porém, pode entrar rapidamente quando ocorre um dano na
membrana celular, sendo, portanto, utilizado como um marcador para morte celular. Ao

penetrar nas células o IP intercala-se ao DNA permanecendo no interior delas. O IP ¢ um
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fluoréforo ou fluorocromo, composto que ao ser excitado por um comprimento de onda
especifico emite fluorescéncia. Esta fluorescéncia pode ser medida e corresponde, de forma
direta, a quantidade de IP presente no interior das células ndo vidveis (NIEMINEN et al., 1992;
BUENO et al., 2020).

Para este ensaio as células HT22 foram cultivadas em placas de 96 pocos na densidade
de 4,5 x 103 células por pogo (45.000 células/mL) e, apés 24 horas de cultivo, as células HT22
receberam os tratamentos com o0s compostos protetores e/ou com os indutores de
oxitose/ferroptose, conforme descrito no item anterior. Ap6s o término de cada tratamento,
primeiramente, foi adicionado 10 pL de uma solugdo de Triton X-100 a 2% (concentragao final
no pogo de 0,2%) em pogos utilizados como controles para morte celular (100% de morte). Em
seguida, as células foram incubadas com uma solucdo de 147 pg/mL de IP por 20 a 30 minutos
a 37 °C, no escuro.

Apbs o periodo de incubagdo, foi realizada a leitura da fluorescéncia em 535 nm de
excitacdo e 617 nm de emissdo em leitor de microplacas (Multileitora Infinite M200 — TECAN,
Mannedorf, Suiga). A incorporacdo do IP foi expressa pela percentagem do controle positivo

(células tratadas com Triton X-100, 100 %).

4.4.3 Ensaio para determinacio de tiois nao-proteicos (NPSH)

A avaliagdo da concentragdo de GSH foi realizada utilizado o método previamente
descrito por Ellman, 1959. Neste método, o conteudo de tidis ndo-proteicos (NPSH) foi
determinado e corresponde principalmente a concentracao de GSH, ou seja, cerca de 95% dos
ti6is nao-proteicos (COOPER, 1998). Este método baseia-se na precipitacdo de proteinas que
contém grupos tidis (SH) e apds ligagdo do composto 5,5 -ditiobis-(2-acido nitrobenzoico)
(DTNB) a grupos NPSH, com a liberagdo do 5,5’tiobis-(2-acido nitrobenzodico) (TNB),
molécula que absorve luz e transmite em um comprimento de onda especifico. Logo, a
quantidade de luz transmitida corresponde a quantidade de GSH presente na amostra
(ELLMAN, 1959).

Nesse ensaio, as células HT22 foram cultivadas em placas de 6 pocos na densidade de
1,30 x 10° células por pogo (64.500 células/mL) e apds 24 horas de cultivo foram expostas
durante 6 horas ao veiculo (DMSO 0,05 %, PBS 0,01 M), ao Glu (5 mM), BSO (25 uM) ou ao
RSL3 (50 nM) na presenca ou auséncia dos compostos protetores (RC363, RC574, Fer-1 ou

GSHEE). Apo6s o término dos tratamentos as células foram lavadas com PBS 0,01 M e coletadas
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por raspagem com 200 pL de uma solugdo de PBS 0,01 M contendo 0,5% de Triton X-100,
utilizada para romper a membrana das células e liberar o contetdo intracelular. Dois pogos
foram utilizados para cada tratamento. Apds a coleta, 20 pL de amostra foi reservado para a
dosagem de proteinas e o restante foi precipitado com 180 pL de acido tricloroacético (TCA) a
10% gelado, seguido de centrifugacdo a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C. Desta forma, o
conteudo proteico era precipitado e no sobrenadante era medido o NPSH. Para isto, o
sobrenadante foi incubado com DTNB 10 mM em Tampao Fosfato de Potassio — TFK, 1M pH
7,0.

Por fim, as absorbancias foram mensuradas em 412 nm através da utilizacdo do
espectrofotometro (Multileitora Infinite M200 — TECAN, Mannedorf, Sui¢a) e uma curva de
GSH foi utilizada para calcular o contetido de NPSH (nmol de NPSH/mg de proteina). Os dados

foram expressos como percentual do controle (células nao-tratadas).

4.44 Ensaio para determinacio das ER intracelulares com a sonda 2',7'-dicloro-

dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA)

A produgdo de espécies reativas (ER) citosodlicas foi avaliada por meio da sonda 2',7'-
dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA). A sonda DCFH-DA ao ser internalizada
pelas células sobre uma reacao de desacetilacdo (remogao dos grupos acetato) formando o
composto 2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceina (DCFH) que permanece no interior das células. A
sonda DCFH por sua vez ¢ reduzida pelas ER gerando o composto fluorescente 2',7'-dicloro-
fluoresceina (DCF). A DCF emite uma fluorescéncia que pode ser medida e corresponde, de
forma direta, a quantidade de ER geradas no interior das células (KALYANARAMAN et al.,
2012).

Esta técnica foi realizada com células HT22 cultivadas em placas de 24 pocos na
densidade de 2,6 x 10* células por poco (52600 células/mL) e apos 24 horas de cultivo as células
recebiam o tratamento. Em um experimento as células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05
%, PBS 0,01 M), ao Glu (5§ mM), BSO (25 uM) ou ao RSL3 (50 nM) juntamente com 10 pL
de uma solugdo de 500 uM da sonda DCFH-DA em HBSS (10 uM concentragdo final da sonda
DCFH-DA por poco), com exce¢do do branco que recebeu somente 10 pL. de HBSS sem a
sonda. Logo, apos o tratamento foi realizada a leitura da absorbancia em 518 nm em um leitor
de microplacas (Tecan, Mannedorf, Suica) por 8 horas. Registrou-se a geracdo de ER

intracelulares no periodo de 1, 3, 6 e 8 horas apds o tratamento como os indutores de
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oxitose/ferroptose. Os resultados eram expressos pela percentagem da absorbancia em relagao
ao controle (so células).

Em outro experimento as células HT22 foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %, PBS
0,01 M), ao Glu (5 mM), BSO (25 uM) ou ao RSL3 (50 nM) por 6 horas. Apds 6 horas as
células receberam o tratamento com o quelante de ferro SIH (3 uM) e a sonda DCFH-DA (10
uM, concentragdo final no pogo) e foi realizada a leitura da absorbancia em 518 nm em um
leitor de microplacas (Tecan, Mannedorf, Sui¢a) por 2 horas. Registrou-se a geracdo de ER
citosolicas durante 2 horas apos o tratamento com o quelante de ferro SIH. Os resultados eram

expressos pela percentagem da absorbancia em relacdo ao controle (s6 células).

4.4.5 Ensaio para determinagio de peréxidos lipidicos com a sonda C11-BODIPY381/3!1

A producdo de hidroperoxidos lipidicos foi determinada utilizando a sonda fluorescente
borodipirrometenos Bodipy 581/591 C11 (C11-BODIPY>®"3!). O reagente BODIPY®
581591 C11 ¢ uma sonda fluorescente lipofilica sensivel a peroxidacdo lipidica. Esta sonda
apresenta uma estrutura anfipatica, na qual um substituinte de 4cidos graxos de cadeia média
de 11 carbonos fornece o carater ndo polar e facilita a incorporacdo da sonda na membrana
plasmatica. E a porcao polar possui o segmento fenilbutadieno onde apresenta ligacdes duplas
suscetiveis a oxidagdo por radicais peroxil. A oxidagdo do fluoréforo leva a mudanga de sua
fluorescéncia do vermelho para o verde fornecendo uma indicagdo de peroxidagdo de lipidios
da membrana, que pode ser medida através da citometria de fluxo (NAGUIB, 1998).

Para este ensaio as cé¢lulas HT22 foram semeadas em placas 24 pogos na densidade de
2,6 x 10* células por pogo (52.600 células/mL) e, apds 24 horas de cultivo, foram expostas
durante 6 horas ou 12 horas ao veiculo (DMSO 0,05 %, PBS 0,01 M), ao Glu (5§ mM), BSO (25
uM) ou ao RSL3 (50 nM). Apds os tratamentos as células foram lavadas com 500 pL HBSS e
y581/591

posteriormente incubadas com a sonda C11-BODIP

DMSO 0,05 % final) durante 30 minutos a 37°C, no escuro.

na concentragao de 10 uM (veiculo:

Apo6s 30 minutos, a sonda foi retirada e as células foram lavadas com 1 mL de PBS 0,01
M, procedimentos realizados sempre na auséncia de luz. Apds essa lavagem foi realizada coleta
das células por tripsinizagdo, na qual foram adicionados 500 uLL PBS 0,01 M com tripsina 1X
em cada poco e as células foram incubadas por 3 minutos 4 37°C no escuro. Apos a incubagdo
foi adicionado 500 pL de uma solugdo de HBSS com 1% SFB para parar a reagao da tripsina e

as c¢lulas foram coletadas e centrifugadas a 0,6 g durante 3 minutos a temperatura ambiente
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(25°C). Ao término da centrifugacdo as células foram resuspendidas com 200 ul. de HBSS e
novamente centrifugadas. Apds a segunda centrifugacdo, as células foram novamente
resuspendidas com 200 pL. de HBSS e colocadas em tubos de citometria. A intensidade da
fluorescéncia foi analisada em citometria de fluxo nos canais FITC (excitagdo/emissao de
581/591 nm, sonda reduzida, vermelha) e PE (excitagcdo/emissao de 488/510 nm, sonda
oxidada, verde) (FACSCanto II, BD, EUA). Pelo menos 10.000 eventos foram registrados por
amostra. Os resultados foram calculados como a razao entre a fluorescéncia da sonda oxidada
(verde) sobre a fluorescéncia da sonda reduzida (vermelho) e expressos como porcentagem do
controle (células nao-tratadas, 100%). Como controle positivo foi utilizado o CuOOH na

concentragdo de 100 uM por uma hora de exposicao.

4.4.6 Ensaio para a determinacio da atividade antioxidante com o 2,2-difenil 1-

picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante direta dos compostos aqui estudados foi investigada utilizando
o ensaio do DPPH. Este ensaio colorimétrico detecta a mudanga de coloracao produzida pelo
radical estavel 2,2-difenil 1-picrilhidrazil (DPPH¢) apods sua redugdo por um antioxidante. A
presenga de um composto com ac¢do antioxidante reduz a coloragdo inical desse radical
diminuindo sua absorbancia, portanto quanto menor a absorbancia maior a capacidade
antioxidante do composto (COS et al., 2003). Diferentes concentracdes (3, 10 e 30 uM) de Fer-
1, RC363, RC574, Trolox, DFO, DFCAF, DFP, SIH ou o veiculo (DMSO 0,05 %) foram
incubados por 1 hora com o radical estavel DPPH (0,15 uM em etanol) a temperatura ambiente
(25°C) no escuro. Apds 1 hora de incubagdo a absorbancia em 518 nm foi lida em um leitor de

microplacas (Tecan, Mannedorf, Suica).

4.4.7 Ensaio anti-lipoperoxidativo com a sonda C11-BODIPY581/591

A atividade antioxidante direta sobre lipidios de membrana oxidados dos compostos
aqui estudados também foi investigada. Este ensaio foi baseado no estudo de Haidasz e
colaboradores (2016) o qual envolve a competi¢ao de um composto antioxidante (RTA) e uma
sonda altamente colorida e oxidavel (C11-BODIPY?®">°!) pelos radicais peroxil os quais
propagam a auto-oxidacdo de um substrato hidrocarboneto (feniletileno) (HAIDASZ et al.,

2016). Adaptamos esse ensaio utilizando como substrato auto-oxidativo as membranas de
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cé¢lulas HT22 rompidas, para melhor relacionar com o ambiente celular, conforme o estudo
descrito por Shah e colaboradores (2019) o qual utilizou lipossomas origindrios de
fosfatidilcolina de ovo para obter um modelo de bicamada lipidica. Assim, adicionando uma
pequena quantidade da sonda (C11-BODIPY>#"°!) a um substrato auto-oxidavel, a propagacdo
da reacdo e sua inibi¢do pelos RTAs pode ser prontamente monitorada por espectrofotometria
convencional (HAIDASZ et al., 2016).

Desta forma, para o ensaio anti-lipoperoxidativo as células HT22 foram semeadas em
placas de petri (100 mm) a uma densidade de 6 x 10° células/placa. Apds 24 horas, as células
foram coletadas suavemente com um raspador de células em 10 mL de PBS 0,01 M e rompidas
por sonicacao (5 minutos a 40 Khz). Aliquotas das células rompidas (100 puL, aproximadamente
230 pg de proteina) foram incubadas (60 minutos, 25°C, sob agitacdo - 50 rpm) em placas de
96 pogos na presenga do veiculo (DMSO 0,05 %) ou de diferentes concentragdes (3, 10 e 30
uM) de Fer-1, RC363, RC574, Trolox (volume total = 130 uL).

Apbs 1 hora, foram adicionados 20 pL de uma solugdo de C11-BODIPY>#%°1112,5 uM
(concentracdo final de C11-BODIPY>8!°! = 15 uM). Apds 20 minutos, a intensidade de
fluorescéncia foi medida durante 1 hora em um leitor de placas (Tecan, Mannedorf, Suica):
excitacdo/emissao de 530590 nm (sonda reduzida, vermelho) e excitacdo/emissdao de 485/528
(sonda oxidada, verde). Os resultados sdo apresentados como a razdo da fluorescéncia da sonda

oxidada (verde) pela sonda reduzida (vermelha) ap6s 20 minutos de leitura.

4.4.8 Ensaio para a determinacio da concentracio de proteinas

A determina¢do do conteudo de proteico foi realizada conforme o método descrito por
Lowry e colaboradores (1951). Para este ensaio uma curva padrdo de albumina de soro bovino

(ASB) foi utilizada para o calculo da concentragdo de proteinas celular.

4.4.9 Analises estatisticas

As andlises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando o programa GraphPad
Prism versao 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Diferencas entre grupos foram
avaliadas através do teste t de Student ou pela andlise de variancia de uma ou duas vias
(ANOVA), seguidos do teste post hoc de Tukey. A correlagdo de Pearson foi realizada para

detectar associacdes entre a eficacia anti-ferroptdtica em um contexto celular e os efeitos
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antioxidantes em meio livre de células contendo membranas de células rompidas ou no ensaio
DPPH. Os dados foram representados como média + erro padrao da média (EPM) e diferencas

foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS CAPITULO I — COMPARACAO DO EFEITO PROTETOR DOS
COMPOSTOS DERIVADOS DO PROBUCOL COM O EFEITO PROTETOR DA FER-1
FRENTE A OXITOSE/FERROPTOSE INDUZIDA PELO GLU, BSO E RSL3 EM CELULAS
HT22.

O objetivo desse capitulo foi investigar o efeito protetor do PB e dos seus derivados SUC,
RC363 e RC574 frente a citotoxicidade dos agentes pro-ferroptose Glu, BSO e RSL3

comparando-o com o efeito do agente anti-ferroptdtico classico Fer-1.

5.1.1 Toxicidade dos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO e RSL3 em células HT22

O presente estudo iniciou com a avaliagdo da toxicidade dos trés indutores de
oxitose/ferroptose Glu, BSO e RSL3 nas células HT22 através dos ensaios de viabilidade e
morte celular. Conforme a figura 8 A, apds 24 horas de exposicdao ao Glu, nas concentragdes
de 5, 7,5 e 10 mM, observamos uma reducao significativa da viabilidade celular de
aproximadamente 30, 45 e 54% respectivamente (p < 0,0001 para 5 - 10 mM). Essa exposigao,
de acordo com a figura 8 B, também causou um aumento significativo na incorporagio do IP
de aproximadamente 20, 25 e 27% para as concentragdes 5, 7,5 ¢ 10 mM, respectivamente (p
<0,0001 para 5 - 10 mM). Estes resultados demonstraram que a partir da concentracao de 5
mM o Glu exerceu um efeito toxico bastante significativo sobre as células HT22.

O composto BSO (Figura 8 C) reduziu de forma significativa a viabilidade celular das
células HT22 em torno de 26, 42,5, 47, 44, 43 e 44 n% apds 24 horas de exposi¢do as
concentragoes de 10, 25, 50, 75, 100 e 500 uM, respectivamente (p < 0,01 para 10 uM e p <
0,0001 para 25 - 500 uM). A exposi¢ao ao BSO (Figura 8 D) também causou um aumento
significativo de 20, 27, 28, 29, 29 e 31% na incorporagdo do IP nas concentracdes de 10, 25,
50, 75, 100 e 500 uM, respectivamente ap6s 24 horas (p < 0,01 para 10 uM, e p <0,0001 para



51

25-500 uM). Portanto, estes resultados mostraram que a partir de 25 uM a toxicidade do BSO
foi méxima para as células HT22, uma vez que ndo diferiu das concentra¢des maiores.

O composto RSL3 (Figura 8 E) reduziu significativamente a viabilidade celular das
células HT22 apos a exposicao as concentracdes de 50 e 100 nM (33 e 55%, respectivamente,
p < 0,0001). Além disso, a exposi¢do ao RSL3 (50 ¢ 100 nM) também causou de maneira
significativa o aumento da incorporagdo do IP (de aproximadamente 21 e 25%,
respectivamente, p < 0,0001; figura 8 F). Logo, estes resultados indicaram que o composto
RSL3, a partir da concentragdo de 50 nM, apresentou uma significativa toxicidade para as

células HT22.
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Figura 8 - Toxicidade dos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO e RSL3 em células
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 % ou PBS 0,01 M), (A e B) Glu (0, 3 - 10 mM), (C
e D) BSO (10 - 500 uM) ou (E e F) ao RSL3 (1 - 100 nM). Apo6s 24 horas de exposicdo os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados. Os dados representam a média = EPM (n=4). ** p <
0,01 e **** p <0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey).
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Os nossos resultados mostraram que a toxicidade induzida por 5 mM de Glu, 25 uM de
BSO e 50 nM de RSL3 foi semelhante € com base em estudos da literatura (BUENO et al.,
2020; DIXON et al., 2012; JELINEK et al., 2018) optamos por trabalhar com essas
concentragdes, afim, de investigar o periodo que antecede a morte celular induzida por esses

agentes ferroptoticos.

5.1.2 Toxicidade temporal dos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO E RSL3 em
células HT22

Numa segunda etapa o estudo seguiu com a avaliagdo da toxicidade tempo dependente
dos indutores de oxitose/ferroptose (Glu, BSO e RSL3) para as células HT22, por meio dos
ensaios de viabilidade e morte celular. As células HT22, portanto, foram expostas ao Glu (5
mM), BSO (25 uM) ou RSL3 (50 nM) por 1, 3, 6, 12 e 24 horas e apo6s cada tempo de exposicao
os ensaios do MTT e do IP eram realizados.

Conforme a figura 9 A, somente apos 24 horas de exposi¢ao ao Glu foi observado uma
redugdo significativa na viabilidade celular das células HT22 (30%, p < 0,001). Esta redugdo
foi acompanhada pelo aumento significativo na incorporagao do IP (20%, p < 0,0001; figura 9
B). Dessa forma, € provavel que o Glu induza efeitos toxicos para as células HT22 em periodos
anteriores a exposic¢ao por 24 horas.

Na figura 9 C ¢é possivel observar que o composto BSO, causou uma diminuigdo
significativa na viabilidade celular somente apos 24 horas de exposi¢ao (45%, p <0,0001). Esse
composto também causou um aumento significativo na incorporagdo do IP apos a exposicao
tanto por 12 horas quanto por 24 horas (12%, p < 0,0001 e 34%, p < 0,0001, respectivamente,
figura 9 D). Esses resultados indicam que efeitos téxicos causados pelo BSO provavelmente
acontecem em periodos anteriores as 12 horas de exposic¢ao.

E por fim, o composto RSL3 apods 12 e 24 horas de exposicdo, reduziu de forma
significativa a viabilidade das células HT22 (20%, p < 0,05 e 38%, p < 0,0001, respectivamente,
figura 9 E). A exposicdo ao RSL3 nos periodos de 12 e 24 horas aumentou a incorporagao do
IP de maneira significativa (12%, p < 0,05, e 20%, p < 0,0001 respectivamente, figura 9 F).
Assim, sugere-se que o RLS3 induza efeitos toxicos para as células HT22 em periodos

inferiores as 12 horas de exposi¢ao.
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Figura 9 - Toxicidade temporal dos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO E RSL3

em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 % ou PBS 0,01 M), (A e B) 5 mM de Glu, (C e D)

25 uM de BSO ou (E e F) 50 nM de RSL3 por 1, 3, 6 12 ou 24 horas. Ap6s cada periodo de exposi¢ao

os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Os dados representam a média £ EPM (n =
4). *p <0,05, ** p<0,01, ¥* p<0,001 e **** p <0,0001 indicam diferenca significativa quando
comparados a seu respectivo controle (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

Portanto, de maneira geral os resultados da toxicidade tempo dependente dos agentes
ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 mostraram que o periodo de 6 horas antecede a morte celular
induzida por todos esses agentes. Assim, foi escolhido o tempo de 6 horas para investigar se os
efeitos deletérios como a deplecdo de GSH e a inducao de peroxidacao lipidica estariam

envolvidos na toxicidade destes indutores de oxitose/ferroptose para as células HT22.

5.1.3 [Efeito dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a concentracio de GSH em célula

HT22

O evento inicial da oxitose/ferroptose ¢ a drastica reducdo da GSH das células.
Quando a concentragdo de GSH ¢ reduzida em mais de 80%, seja pelo Glu ou por outras
condi¢des, as células morrem por essa forma de morte celular regulada (TAN, SCHUBERT E
MAHER, 2001; MAHER, CURRAIS, SCHUBERT, 2020). A GSH ¢ essencial para manter a
homeostase redox celular evitando a ocorréncia do distresse oxidativo que por sua vez leva a
morte celular. O papel da GSH neste contexto envolve principalmente sua acdo como um
cofator para as enzimas GPx (SEILER et al., 2008; SIES, 2017).

As GPx sdo responsaveis pela redug¢do de peroxidos a custas da oxidagdo da GSH,
porém ressalta-se que, as concentragdes de GSH in vivo sdo da ordem de 1-10 mM e as
concentracdes de peroxidos geralmente ndo atingem a faixa do micromolar (1-100 nM),
portanto, a enzima € quase completamente reduzida a uma velocidade independente da
concentracdo de GSH. Isso significa que pequenas mudangas nas concentracdes de GSH
frequentemente relacionadas como defesa antioxidante prejudicada ndo influenciard na
velocidade de remog¢do do hidroperoxido, ou seja, ndo acarretaria na inibi¢do enzimatica.
Portanto, para afetar a atividade das GPx essas mudangas devem ser mais substanciais e alterar
em pelo menos uma ordem de magnitude (BRIGELIUS-FLOHE E MAIORINO, 2013).

Neste contexto, tendo em vista a importancia da GSH assim como a inibi¢ao
especificadamente da enzima GPx4 para a oxitose/ferroptose (CONRAD E FRIEDMANN
ANGELI 2015; FRIEDMANN ANGELI et al., 2014; SEIBT et al., 2018; YANG et al., 2014),

foi avaliado se exposi¢do ao Glu, BSO ou RSL3 altera a concentragdo intracelular de GSH e se
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essa alteracdo ¢ relevante para inibicdo da enzima GPx4. Desse modo, primeiramente
realizamos o ensaio do NPSH apds 6 horas de exposi¢ao das células HT22 aos agentes
ferroptéticos Glu (5 mM), BSO (25 uM) e RSL3 (50 nM).

Foi observado que a concentragdo de GSH das células HT22 foi significativamente
reduzida em torno de 70% (p < 0,001; figura 10 A) apds a exposi¢do por 6 horas ao Glu.
Resultado semelhante a exposi¢cdo por 6 horas ao BSO que também causou uma reducao
significativa de 80% na concentracdo de GSH (p < 0,001; figura 10 A). Por outro lado, o
composto RSL3 apos 6 horas de exposi¢do, nao alterou a concentragdo de GSH das células
HT22 (Figura 10 B). Esses resultados indicam que a deplecdo de GSH ¢ um evento importante
envolvido na toxicidade dos agentes ferroptoticos Glu e BSO que antecede a morte celular

induzida por esses agentes. Porém nao estd relacionado com o efeito citotoxico do composto

RSL3.
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Figura 10 - Efeito dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a concentra¢io de GSH em

célula HT22.
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As células foram expostas ao (A) veiculo (PBS 0,01 M), 5 mM de Glu, 25 uM de BSO, (B) ao veiculo
(DMSO 0,05 %) ou 50 nM de RSL3 por 6 horas. Apds 6 horas de exposi¢do o ensaio do NPSH foi
realizado e expresso pela percentagem do controle (células ndo tratadas, 100 %). Os dados
representam a média = EPM (n = 4). *** p < 0,001 indicam diferenca quando comparados ao grupo
veiculo (PBS 0,01 M) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey). Nao foi encontrada
diferenca significativa (NS) entre os grupos veiculo (DMSO 0,05 %) e RSL3 apos o teste t ndo
paramétrico.

A sintese de GSH depende da concentracdo de cisteina e da atividade da enzima GCL.
A principal forma de obter cisteina pelas células de mamiferos ¢ o sistema X esse ¢ um
transportador heterodimérico, formado por duas subunidades proteicas distintas: uma cadeia
leve xCT (SLC7A11) que confere especificidade pelo substrato, realiza atividade de
cotransporte e esta sujeita a uma regulacdo transcricional complexa, e uma cadeia pesada 4F2hc
(SLC3A2), conservada em outros transportadores de aminoacidos, necessaria para localizacao
na membrana. As duas subunidades estdo ligadas por uma ponte dissulfeto (CONRAD E
SATO, 2011; LEWERENZ et al., 2013). Este sistema x. ¢ responsavel por captar de forma
especifica a cistina (CySSCy) (a forma oxidada da cisteina - CyS) extracelular juntamente com

o efluxo intracelular de Glu na proporcao de 1:1 M. Sendo assim, a inibi¢do do sistema x.
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ocasiona uma drastica reduc¢do das concentragdes intracelulares de cistina e, consequentemente,
de cisteina, comprometendo a sintese de GSH e por fim, desencadeando a morte ferroptotica
(CONRAD E SATO, 2011; LEWERENZ et al., 2013; MANDAL et al., 2010; SEIBT et al.,
2018).

Dessa forma e tendo em vista que o sistema X ¢ inibido por altas concentragdes de
Glu (LEWERENZ et al., 2018) sugere-se que a exposicdo a 5 mM de Glu provavelmente foi
sufciente para inibir o sistema x. e causar em 6 horas a dréstica redug¢dao na concentracao de
GSH das células HT22, conforme demonstrado no presente estudo (Figura 10A). Os resultados
também sugerem que a exposi¢do ao BSO inibiu a enzima GCL ocasionando apds 6 horas a
redugdo da concentracdo de GSH (Figura 10A).

Além disso, ¢ provavel que a deplecdo de GSH gerada pela exposi¢do tanto ao Glu
quanto ao BSO no presente estudo (70% e 80%, respectivamente, figura 10 A) foi suficiente
para causar um efeito inibitério sobre a atividade das enzimas GPx, conforme exposto por
Brigelius-Flohé e Maiorino (2013). Neste cenario, o estudo de Yang e colaboradores (2014) o
qual demonstrou que ndo somente a erastina, assim como o Glu inibem o sistema X. , como
também o BSO, levaram a deplecdo de GSH e consequentemente inibi¢do da atividade das
enzimas GPx causando um actimulo de ER lipidicas e citosolicas (YANG et al., 2014), colabora
a hipotese que nosso modelo de citotoxidade do Glu e do BSO em células HT22 provavelmente
iniba a enzima GPx4 levando ao aumento das ER lipidicas.

Os resultados também mostraram que o RSL3 ap6s 6 horas de exposi¢do ndo causou
deplecao da GSH (Figura 10B) corroborando estudos da literatura. Yang e colaboradores (2014)
demonstraram que o composto RSL3 ndo altera a concentracdo intracelular de GSH, mas
apresenta como mecanismo de agdo a inibigdo especifica da enzima GPx4. Jelinek e
colaboradores (2018) mostraram que a concentragdo de GSH das células HT22 nio foi alterada
apos 2, 4, 6 e 8 horas de exposicdo ao RSL3, porém apos 10 horas de exposicdo o composto
RSL3 reduziu o imunoconteudo da enzima GPx4, sugerindo sua degradacao apds inibig¢do
(JELINEK et al., 2018). Ressalta-se que como consequéncia da inibicao da GPx4 foi observado
o aumento das ER lipidicas (YANG et al., 2014, JELINEK et al., 2018) o qual foi similar ao
observado pela exposicdo a erastina e ao BSO (YANG et al., 2014).

A GPx4, uma selenoproteina da familia das GPx, que catalisa a reducao de
hidroperdxidos a alcoois mediada pela GSH, ¢ a unica enzima que age diretamente sobre os
hidroperoxidos de fosfolipidios de membranas, portanto, sua inibigdo ocasiona o aumento de

ER lipidicas que ¢ exacerbado em decorréncia da ativagdo da LOX e da presenca de ferro
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levando a morte celular por oxitose/ferroptose (CONRAD E FRIEDMANN ANGELI, 2015;
FRIEDMANN ANGELI et al., 2014; SEIBT et al., 2018; SEILER et al., 2008; YANG et al.,
2014). Neste contexto, fomos investigar se a deplecao de GSH induzida pelo Glu e pelo BSO
observada no presente estudo poderia levar ao aumento de ER lipidicas, com uma consequéncia
da inibicdo indireta da GPx4 e também se o composto RSL3, o qual inibi diretamente a GPx4,

desencadeia a peroxidacao lipidica em nosso modelo.

5.1.4 Efeito dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a peroxidacao lipidica em célula

HT22

Sabendo que a geragdo de ER lipidicas ocorre posteriormente a deple¢ao de GSH e
inibicio da enzima GPx4 foi avaliado através da sonda C11-BODIPY*"*! a geracdo de
perdxidos lipidicos apods a exposigao das células HT22 ao Glu (5 mM), BSO (25 uM) ou RSL3
(50 nM) por 6 horas e 12 horas. Foi observado que a exposi¢ao tanto ao Glu quanto ao BSO
por 6 horas ndo alterou a concentracdo de perdxidos lipidicos das células HT22 (Figura 11 A).
Por outro lado, o indutor de oxitose/ferroptose RSL3 apds 6 horas de exposi¢cdo aumentou de
forma significativa a concentragdo de peroxidos lipidios das células HT22 (aumento de 70%, p
<0,05; figura 11 B).

Porém, quando as células HT22 foram expostas por 12 horas ao Glu e ao BSO
observamos um aumento significativo da peroxidacdo lipidica em torno de 50 e 80%
respectivamente (p < 0,05; p < 0,01, respectivamente, figura 11 C). Resultados semelhantes
forma obtidos apos a exposicdo por 12 horas ao RSL3 que também causou um aumento
significativo da peroxidacgao lipidica em torno de 70% (p < 0,01; figura 11 D). Utilizando o
CuOOH (100 uM) como controle positivo para o ensaio do C11-BODIPY3#"*! foi observado
que este composto aumentou significativamente a concentragdo de peroxidos lipidicos das

células HT22 (aumento de 80%, p < 0,01; figura 11 E), confirmando a efetividade da sonda.
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Figura 11 - Efeito dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a peroxidacao lipidica em

célula HT22.
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As células HT22 foram expostas ao veiculo PBS 0,01 M, 5 mM de Glu, 25 uM de BSO por 6 horas
(A) e 12 horas (C), ao veiculo DMSO 0,05 % ou 50 nM de RSL3 por 6 horas (B) ou 12 horas (E). O
CuOOH (100 uM) por 1 hora foi utilizado como controle positivo. Os dados representam a média +
EPM (n = 3). Na figura A apos a analise ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey
nenhuma diferenga significativa foi observada. Nas figuras C e E * p < 0,05; ** p < 0,01 indicam
diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de
post hoc Tukey). Nas figuras B e D * p < 0,05; ** p <0,01 indicam diferenca entre os grupos veiculo
(DMSO 0,05%) e RSL3 apds o teste t ndo paramétrico.

O estudo de Jelinek e colaboradores (2018) utilizando a sonda C11-BODIPY>®"¥!
demonstrou que o composto RSL3 a partir de 2 horas de exposi¢do aumentou a peroxidagdo
lipidica com um pico em 6 horas onde o aumento foi de 80% (JELINEK et al., 2018),
semelhante aos nossos resultados (aumento de 70% da peroxidacao lipidica em 6 horas, figura
11 B). Foi descrito que o Glu apds 7 horas ou mais de exposi¢do causa um aumento exponencial
de ER (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001; MAHER, CURRAIS, SCHUBERT, 2020)
corroborando nosso resultado no qual o aumento de ER lipidicas pode ser observado somente
apo6s 12 horas de exposi¢ao ao Glu (Figura 11 C).

Portanto, os resultados indicam que a peroxidagdo lipidica induzida ap6s 12 horas de
exposi¢ao ao Glu e ao BSO ¢ uma possivel consequéncia tardia da deple¢do de GSH observada
em 6 horas de exposi¢do a esses agentes ferroptoticos, sendo provavelmente associada a
inibicao indireta da enzima GPx4. J4 o composto RSL3 por inibir diretamente a GPx4 causou
peroxidagdo lipidica de maneira mais precoce (apds 6 horas) indicando que esse evento ¢é
importante para a sua citotoxicidade e independente da deplecao de GSH. Sendo assim, apos
caracterizar a toxicidade dos compostos Glu, BSO e RSL3 para as células HT22 em nosso

modelo, investigamos o efeito protetor do composto PB e seus derivados SUC, RC363 e
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RC574, assim como do composto anti-ferroptdtico classico Fer-1 frente a oxitose/ferroptose

induzida pelo Glu, BSO e RSL3.

5.1.5 Toxicidade do composto PB e seus derivados em células HT22

Inicialmente foi avaliada a toxicidade do PB e seus derivados SUC, RC363 ¢ RC574
para células HT22. Para tal finalidade, as células HT22 foram tratadas por 24 horas com
concentragdes crescentes (0,3 — 3 uM) dos compostos e, apds as 24 horas de tratamento, os
ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Os resultados obtidos indicam que o
tratamento com os compostos PB, SUC, RC363 ou RC574 por 24 horas ndo alterou a
viabilidade celular das células HT22, conforme o ensaio do MTT (Figuras 12 A, C, E e G). Da
mesma forma, o tratamento com o PB, SUC, RC363 ou com o RC574 nao modificou a
incorporagao do IP, indicando que esses compostos ndo induziram morte celular (Figuras 12 B,
D, F e H). Portanto, nas condigdes aqui testadas, nenhum composto foi considerado toxico para

as células HT22.



Figura 12 - Toxicidade do composto PB e seus derivados em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a concentragdes crescentes (0,3 - 3,0 uM) de
PB (A ¢ B), SUC (C e D), RC363 (E ¢ F) ou RC574 (G ¢ H). Ap6s 24 horas de exposicao aos
compostos os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Os dados representam a média +
EPM (n =5). Nao foi encontrada nenhuma diferenca entres os grupos apés ANOVA de uma via
seguido pelo teste de post hoc Tukey.

Baseado nos resultados obtidos sobre a toxicidade do PB, SUC, RC363 ou RC574
juntamente com os achados do estudo de Bueno e colaboradores (2020), no qual o pré-
tratamento das células HT22 com os compostos RC363 e RC574 a partir da concentragdo de
0,5 uM apresentou protecao total frente ao Glu, foram escolhidas as concentragdes de 0,5 e 3,0

UM para testar a prote¢ao dos compostos frente aos indutores de oxitose/ferroptose.

5.1.6 Efeito do composto PB e seus derivados frente a oxitose/ferroptose induzida pelo
Glu, BSO e RSL3 em células HT22

Com o intuito de investigar e comparar o efeito protetor do PB, SUC, RC363 ¢ RC574,
as células HT22 foram primeiramente expostas durante 6 horas aos indutores de
oxitose/ferroptose Glu (5 mM), BSO (25 uM), RSL3 (50 nM), periodo que antecede a morte
celular induzida por esses agentes pro-ferroptose. Posteriormente as células foram tratadas com
os compostos nas concentragdes de 0,5 € 3 uM. Depois de 24 horas de exposi¢ao aos indutores,
os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados.

Os resultados obtidos demonstraram que somente o tratamento com o RC363 e RC574
em ambas as concentracgoes (0,5 e 3 pM) protegeu totalmente as células HT22 tanto da redugado
da viabilidade celular quanto da morte celular induzidos pelo Glu, conforme as figuras 13 A e
B, respectivamente. Apenas o tratamento com o RC363 e RC574 na concentragao de 0,5 uM
reverteu parcialmente a redugdo da viabilidade celular e demonstrou protegao total da morte
celular induzidos pela exposicao ao BSO (Figuras 13 C-D). Por fim, nenhum tratamento foi

capaz de proteger totalmente as cé¢lulas HT22 da citotoxicidade induzida pelo RSL3 (Figuras
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13 E-F) indicando que a exposicao por 6 horas a esse indutor de oxitose/ferroptose causa um

efeito irreversivel sobre as células HT22.

Figura 13 - Efeito do composto PB e seus derivados frente a oxitose/ferroptose induzida

pelo Glu, BSO e RSL3 em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %), a (A e B) 5 mM de Glu, (C e D) 25 uM de
BSO ou (E e F) 50 nM de RSL3 por 6 horas e apds esta exposicao as células foram tratadas com PB e
seus derivados (0,5 e 3,0 uM). Apos 24 horas de exposicao aos indutores os ensaios de viabilidade e
morte celular foram realizados. Cada barra representa a média = EPM (n=3 - 5). * p <0,05; ** p <
0,01; *** p<0,001 e **** p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo controle
(veiculo), + p < 0,05; ++ p < 0,01 indica diferen¢a quando comparado ao grupo Glu 5 mM, ++++p <
0,0001 indica diferenca quando comparado ao grupo BSO 25 uM (ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de post hoc Tukey).

Contudo, os resultados sugerem um efeito protetor superior dos compostos RC363 ¢
RC574 em comparagao ao efeito do PB e SUC frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu e
BSO, uma vez que somente esses compostos apresentaram protecdo na menor concentragcao
aqui testada (Figuras 13 A — D). De fato, esses resultados corroboram o estudo de Bueno e
colaboradores (2020) no qual foi demonstrado que o pré-tratamento com os compostos RC363
(3 uM) e RC574 (3 uM) protege as células HT22 frente a toxicidade do Glu (5 mM e 10 mM).
Tal efeito ndo foi observado pelo tratamento com o PB (3 uM). Além disso, quando um cultivo
primdrio de neurdnios corticais foi co-tratado com o Glu (5 mM) e RC363 (3 uM), RC574 (3
uM) ou PB (3 uM), a protecdo frente ao Glu também foi observada somente com os compostos
RC363 e RC574 (BUENO et al., 2020).

Os compostos RC363 e RC574 sdo analogos simplificados do PB, ou seja, na estrutura
desses compostos foi mantido o grupo molecular contendo dois 4&tomos de enxofre e a porgao
fenodlica responsaveis pela acdo farmacologica, porém a cadeia lateral foi simplificada com a
retirada de uma segunda porgdo fendlica e enrijecida (PINACHO CRISOSTOMO et al., 2006).
A diferenca entre esses dois compostos estd na presenga de um atomo de enxofre (RC363) ou
de um selénio (RC574) NOGUEIRA et al., 2004). Os resultados do presente estudo juntamente
com o estudo de Bueno e colaborares (2020) indicam que essas modificacdes estruturais
geraram andlogos do PB mais potentes que o proprio PB como também ao derivado SUC frente
ao modelo de oxitose/ferroptose.

Deste modo, foi enfatizado o estudo com os compostos RC363 ¢ RC574 e foi
questionado se esses compostos apresentariam uma prote¢do semelhante a Fer-1, um agente
anti-ferroptdtico cldssico que atua como um scavenger de radicais livres, bloqueando a

peroxidacao lipidica (DIXON et al., 2012; SKOUTA et al., 2014; ZILKA et al., 2017).

5.1.7 Toxicidade do anti-ferroptotico classico Fer-1 em células HT22

Antes de comparar o efeito dos compostos RC363 e RC574 com a Fer-1, foi avaliada

primeiramente a citotoxicidade da Fer-1 para as células HT22. Dessa maneira, as células HT22
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foram tratadas por 24 horas com concentragdes crescentes (0,5 — 9,5 uM) da Fer-1 e apos
realizados os ensaios de viabilidade e morte celular. Foi observado que o tratamento com todas
as concentragoes de Fer-1 aqui testadas ndo alterou de forma significativa a viabilidade celular
nem causou morte celular das células HT22, conforme o ensaio do MTT (Figura 14 A) e do IP

(Figura 14 B), respectivamente.

Figura 14 - Toxicidade do anti-ferroptético classico Fer-1 em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a concentragdes crescentes (0,5 — 9,5 uM)
de Fer-1. Apos 24 horas de exposicdo aos compostos os ensaios de viabilidade e morte celular foram
realizados. (A) A viabilidade celular foi avaliada pela redugdo do MTT e expressa pela percentagem
do controle (células ndo tratadas, 100%). (B) A incorporacdo do iodeto de propideo (IP) foi expressa
pela percentagem do controle positivo (células tratadas com 2 % de triton, 100%). Os dados
representam a média = EPM (n = 4). Nao foi encontrado nenhuma diferenca entres os grupos apos
ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey.

Esses resultados indicaram que nessas condi¢des a Fer-1 ndo foi toxica para as células
HT?22. Jelinek e colaboradores (2018) demonstraram que o pds-tratamento até 6 horas com 10
puM de Fer-1 foi protetor frente a citotoxicidade induzida pelo RSL3 em células HT22
(JELINEK et al., 2018). Portanto, foram escolhidas as concentracdes de 3,0 ¢ 9,5 uM para
avaliar o efeito protetor da Fer-1 frente aos diferentes indutores de oxitose/ferroptose conforme

0 nosso modelo.
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5.1.8 Efeito do composto Fer-1 frente a toxicidade induzida pelos agentes ferroptoticos

Glu, BSO e RSL3 em células HT22

As células HT22 foram primeiramente expostas durante 6 horas a 5 mM de Glu, 25 uM
de BSO ou 50 nM de RSL3. Posteriormente as células foram tratadas com o composto Fer-1
nas concentracdes de 3 ¢ 9,5 uM e, ap6és 24 horas de exposi¢ao aos indutores, os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados. Foi observado que o tratamento com a Fer-1 em
ambas as concentracdes reverteu totalmente o efeito do Glu e do BSO sobre a viabilidade e
morte celular (Figura 15 A-B, respectivamente). Porém reverteu parcialmente a redugdo da
viabilidade celular induzida pelo RSL3, apesar de proteger da morte celular (Figura 15 A-B,

respectivamente).
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Figura 15 - Efeito do composto Fer-1 frente a toxicidade induzida pelos agentes

ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a 5 mM de Glu, 25 pM de BSO ou 50 nM
de RSL3 por 6 horas e apos esta exposicdo as células foram tratadas com Fer-1 (3,0 € 9,5 uM). Apos
24 horas de exposi¢do aos indutores os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. (A) A
viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT e expressa pela percentagem do controle (células
ndo tratadas, 100%). (B) A incorporacdo do iodeto de propideo (IP) foi expressa pela percentagem do
controle positivo (células tratadas com 2 % de triton, 100%). Os dados representam a média = EPM (n
=3-4) **p<0,001 e ¥*** p <0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle
veiculo, + p <0,05; ++ p <0,01, indicam diferen¢a quando comparado ao grupo controle RSL3 50 nM
(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

Esses resultados demonstraram que a Fer-1 (3 uM) foi efetiva no papel protetor frente
aos indutores de oxitose/ferroptose Glu e BSO, resultado semelhante ao observado pelos
compostos RC363 e RC574 (Figuras 13 A — D). Por outro lado, o tratamento com a Fer-1 (3

uM) apresentou uma protecao parcial frente a toxicidade do composto RSL3 sendo que essa
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protecdo ndo foi obtida pelo tratamento com os compostos RC363 e RC574 (Figura 13 E). A
Fer-1, na concentracdo de 0,5 uM, teve efeito protetor para as células HT-1080 frente a
citotoxicidade induzida tanto pela erastina (1 uM até¢ 100 uM) quanto pelo RSL3 (1 nM até 10
uM) quando os compostos eram co-tratados (DIXON et al., 2012). Sabendo que os compostos
RC363 e RC547 também demonstraram protecdo na concentragdo de 0,5 uM frente a
oxitose/ferroptose induzida pelo Glu e pelo BSO (Figuras 13 A — D), a fim de melhor comparar
o efeito protetor desses andlogos do PB com a Fer-1 frente ao nosso modelo de

oxitose/ferroptose, optamos por utilizar concentragdes entre 0,5 uM.

5.1.9 Comparacio entre o efeito protetor dos compostos RC363 e RC574 com o anti-
ferroptoético classico Fer-1 frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou RSL3

em células HT22

Sendo assim, as células HT22 foram expostas ao Glu (5 mM), ao BSO (25 uM) ou ao
RSL3 (50 nM) e, ap0s 6 horas, as células foram tratadas com concentragdes crescentes de 0,002
até 1,250 uM da Fer-1, RC363 ou do RC547. Depois de 24 horas de exposi¢do os indutores de
oxitose/ferroptose os ensaios de viabilidade celular e morte celular foram realizados.

Os resultados obtidos demonstraram que a Fer-1 apresentou protecao total tanto sobre a
redugdo da viabilidade celular quanto sobre a morte induzida pelo Glu a partir da concentragao
de 0,250 uM (Figuras 16 A-B). O RC363 também protegeu totalmente as células HT22 da
toxicidade causada pelo Glu a partir da concentracdo de 0,250 pM (Figuras 16 A-B
respectivamente). E 0 RC574, a partir da concentracao de 0,05 uM, demonstrou protegao total
frente ao efeito toxico do Glu sobre as células HT22 (Figuras 16 A e B respectivamente).
Ressalta-se que a protecdo da Fer-1, do RC363 e do RC574 frente ao Glu nao se difere a partir
da concentragdo de 0,250 uM.

A Fer-1 também demonstrou efeito protetor total a partir da concentracao de 0,250 uM
frente a redugdo da viabilidade e da morte celular induzidas pelo BSO, conforme as figuras 15
C e D. A protegao total do RC574 contra a toxicidade do BSO também foi observada a partir
da concentracdo de 0,250 uM (Figuras 16 C-D). J4 o RC363 somente protegeu totalmente as
células HT22 do efeito toxico do BSO na maior concentracdo (1,250 uM) (Figuras 16 C-D).
Assim, para a toxicidade do BSO foi observado que a protecao do composto RC574 nao diferiu
do efeito protetor da Fer-1 a partir da concentracdo de 0,250 pM e o RC363 e a Fer-1 na maior

concentragdo tiveram o mesmo efeito protetor.
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Nenhum composto nas concentragdes testadas apresentou efeito protetor frente a

toxicidade induzida pela exposi¢do ao RSL3 (Figuras 16 E - F). Esse resultado sugere

novamente que o RSL3, ap6s 6 horas de exposi¢do, induz um efeito irreversivel sobre as células

HT22 que possivelmente limita a agdo protetora dos compostos.

Figura 16 - Comparacio entre o efeito protetor dos compostos RC363 e RC574 com o

anti-ferroptotico classico Fer-1 frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou

RSL3 em células HT?22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a (A e B) 5 mM de Glu, (C e D) 25 uM de
BSO ou (E e F) 50 nM de RSL3 por 6 horas e apos esta exposicdo as células foram tratadas com Fer-1,
RC363 ou RC574 (0,002; 0,01; 0,05; 0,250; 1,250 uM). Ap6s 24 horas de exposicao aos indutores os
ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Os dados representam a média + EPM (n = 3).
*p<0,05 ** p<0,01, ***p <0,001 e **** p<0,0001 indicam diferenca quando comparados ao
grupo controle veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

Nesse estudo foi demonstrado que o RSL3 causou peroxidacao lipidica apds 6 horas de
exposicao (Figura 11 B) e, somente apds 12 horas de exposicao ao Glu e ao BSO, esse evento
foi observado (Figura 11 C). A prote¢do de Fer-1, RC363 ¢ RC574 s6 foi observada apds a
exposic¢ao por 6 horas ao Glu e ao BSO (Figuras 16 A — D), periodo no qual esses indutores de
oxitose/ferroptose ndo causaram peroxida¢do lipidica. Portanto, sugere-se que a recuperagao
celular se torna irreversivel apos a geragdo macica de ER lipidicas.

Para testar a hipdtese de que a peroxidacao lipidica € o evento que uma vez estabelecido
a protecdo torna-se ineficiente, foi avaliado se os compostos Fer-1, RC363 e RC574 protegem
as células HT22 apos a exposi¢do por 12 horas ao Glu (5 mM) e ao BSO (25 uM), periodo no
qual esses agentes ferroptdticos induzem peroxidagao lipidica (Figura 10 C). Assim como, foi
avaliado se o co-tratamento dos compostos Fer-1, RC363 e RC574 com o RSL3 protege as

células HT22 da toxicidade induzida por esse agente pro-ferroptético.

5.1.10 Efeito do tratamento tardio com os compostos RC363, RC574 e Fer-1 frente a

oxitose/ferroptose induzida pelo Glu e BSO em células HT22

As células HT22 foram expostas ao Glu (5 mM) ou ao BSO (25 uM) por 12 horas. Apds
esse periodo receberam o tratamento com Fer-1, RC363 ou RC574 em concentragdes crescentes
de 0,002 até 1,250 uM. Depois de 24 horas de exposicao aos indutores de oxitose/ferroptose os
ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Nenhum composto (Fer-1, RC363 ou

RC574) protegeu as células HT22 da reducao da viabilidade e morte celulares induzidos por 12
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horas de exposicdo ao Glu, conforme as figuras 17 A e B respectivamente. Somente o

tratamento com a maior concentragdo (1,250 pM) dos compostos protegeu as células HT22 da

toxicidade causa pela exposi¢ao por 12 horas ao BSO (Figuras 17 C e D).

Figura 17 - Efeito do tratamento tardio com os compostos RC363, RC574 e Fer-1 frente

a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu e BSO em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a (A e B) 5 mM de Glu, (C ¢ D) ou 25 uM
de BSO por 12 horas e apos esta exposigdo as células foram tratadas com Fer-1, RC363 ou RC574
(0,002; 0,01; 0,05; 0,250; 1,250 uM). Apos 24 horas de exposicao aos indutores os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados. Os dados representam a média £ EPM (n=4). ** p <
0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo controle
veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).
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5.1.11 Efeito do tratamento precoce com os compostos RC363, RC574 e Fer-1 frente a
oxitose/ferroptose induzida pelo RSL3 em células HT22

Além disso, também para testar essa hipotese de que a peroxidacao lipidica seria um
evento limitante para a prote¢do dos compostos Fer-1, RC363 ou RC574, as células HT22 foram
co-tratadas com RSL3 (50 nM) e Fer-1, RC363 ou RC574 nas concentragdes de 0,5 e 3uM por
24 horas. Depois das 24 horas de tratamento o ensaio de viabilidade celular foi realizado.
Conforme a figura 18 A observamos que o co-tratamento com ambas as concentragdes da Fer-
1, RC363 ou RC574 com o RSL3 protegeu totalmente as células HT22 da redugdo da
viabilidade induzida pelo RSL3.

Nossos resultados corroboram os achados de Bueno e colaboradores, 2020, nos quais o
co-tratamento dos compostos RC363 (a partir da concentragao de 0,250 uM) e RC574 (a partir
da concentracdo de 0,0625 uM) com o RSL3 apresentou protecao total frente a citotoxicidade
induzida por esse agente ferroptotico em células HT22 (BUENO et al., 2020). Assim como, a
Fer-1 (0,5 uM) protegeu totalmente as células HT-1080 frente a reducao da viabilidade induzida
pelo RSL3 quando esses compostos eram co-tratados (DIXON et al., 2012).
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Figura 18 - Efeito do tratamento precoce com os compostos RC363, RC574 e Fer-1

frente a oxitose/ferroptose induzida pelo RSL3 em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou co-tratadas com RSL3 (50 nM) e Fer-1,
RC363 ou RC574 (0,5 e 3,0 uM). Apods 24 horas de exposi¢ao os ensaios de viabilidade e morte
celular foram realizados. Os dados representam a média = EPM (n = 3). **** p < 0,0001 indicam
diferenga quando comparados ao grupo controle veiculo, ++++ p < 0,0001 indicam diferenga quando
comparados ao grupo controle RSL3 (50 nM) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc
Tukey).

Além disso, o co-tratamento da Fer-1 (10 pM) com o RSL3 (50 nM) preveniu da
peroxidagdo lipidica induzida por 8 horas de exposi¢do a esse agente ferroptotico em células
HT22. Porém, a oxitose/ferroptose induzida pelo RSL3 foi minimizada pelos conhecidos
inibidores da ferroptose a Lip-1, Fer-1 e DFO com uma janela de pos-tratamento de até 6 horas
(JELINEK et al., 2018). Corroborando os resultados obtidos no presente estudo onde apos 6
horas de exposi¢ao ao RSL3 foi observado peroxidagao lipidica (Figura 11 B) e os compostos
Fer-1, RC363 e RC574 foram ineficientes em proteger as células HT22 frente a
oxitose/ferroptose induzida por esse agente ferroptético (Figuras 16 E-F). Entretanto, a prote¢ao
somente foi observada quando os compostos Fer-1, RC363 e RC574 eram co-tratados com o
RSL3 (Figura 18 A).

O presente estudo também demonstrou que até 6 horas de exposi¢ao ao Glu e ao BSO,
periodo que antecedeu a peroxidacao lipidica induzida por esses agentes ferroptoticos (Figura

11 A), os compostos Fer-1, RC363 e RC574 protegeram as células HT22 (Figuras 16 A — D),



76

porém apos 12 horas de exposi¢do ao Glu e ao BSO, periodo no qual ocorre uma macica geracao
de ER lipidicas (Figura 11 C), essa prote¢do ¢ perdida (Figura 17 A — D). Esses resultados
reforgam que ap6s 7 horas ou mais de exposi¢ao ao Glu ¢ observado um aumento exponencial
de ER, e a oxitose/feroptose ¢ irreversivel, contudo, em exposi¢des ao Glu por periodos mais
curtos a recuperacao celular torna-se viavel (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001; MAHER,
CURRAIS, SCHUBERT, 2020).

Portanto, os resultados obtidos indicam que a peroxidagao lipidica € um evento presente
na citotoxicidade induzida pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3, que limita a agdo
protetora dos compostos Fer-1, RC363 e RC574. E possivel que apds a geragdo macica de
lipidios oxidados, principalmente dos fosfolipidios de membrana, a recuperacdo celular seja
inviavel e a morte por oxitose/ferroptose torna-se irreversivel.

O presente estudo também demonstrou que o efeito protetor dos compostos RC363 e
RC574 frente a citotoxicidade do Glu e do BSO foi semelhante ao da Fer-1 (Figuras 16 A- D).
Dessa maneira foi questionado se esse efeito protetor envolveria a mitigacdo da redugdo da
concentracdo de GSH causada pelo Glu e BSO, além disso para entender como esses compostos
poderiam estar agindo resolvemos comparar este efeito com o composto GSHEE, um precursor

direto de GSH.

5.1.12 Efeito dos compostos RC363, RC574 e Fer-1 frente a reducdo da concentracio de
GSH induzida pelos agentes ferroptoticos Glu e BSO em células HT22

As células HT22 foram expostas ao Glu (5 mM) ou ao BSO (25 uM) e ap6s 6 horas
foram tratadas com Fer-1, RC363 ou RC547 na concentragao de 0,5 uM ou com GSHEE na
concentragdo de 3 mM. Depois de 24 horas de exposi¢ao ao Glu ou ao BSO o ensaio do NPSH
foi realizado. Foi observado que Fer-1, RC363 e RC574 nao reverteram a deple¢do de GSH
induzida pelo Glu e pelo BSO (Figuras 19 A e C). Além disso, os compostos por si nao
aumentaram a concentracao basal de GSH conforme as figuras 19 A e C.

Portanto, esses resultados indicam que o efeito protetor dos compostos Fer-1, RC363 e
RC574 frente a oxitose/ferroptose causada pelo Glu e BSO ndo envolve a sintese de GSH. Mas
provavelmente a acao protetora da Fer-1, RC363 e RC574 esteja prevenindo efeitos posteriores
a deplecao da GSH. De fato, Bueno e colaboradores (2020) demonstraram que os compostos

RC363 e RC574 nao foram capazes de prevenir a deplecdo de GSH induzida tanto pelo Glu
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quanto pelo BSO. Porém esses compostos aumentaram o imunoconteudo e a atividade da
enzima GPx1 (BUENO et al., 2020).

As GPx sdo enzimas altamente conservadas evolutivamente que atuam limitando a
formacao de radicais toxicos através da reducao de peroxidos em seus alcoois correspondentes
utilizando para isto a GSH como cofator (BRIGELIUS-FLOHE E MAIORINO, 2013,
ESPINOSA-DIEZ et al., 2015, FORCINA E DIXON, 2019). Sendo assim, ¢ possivel que o
aumento da atividade da GPx1 induzido pelos compostos RC363 e RC574 (BUENO et al.,
2020) consuma a GSH de maneira que nao seja possivel reverter a deplecao causada pelo Glu

e pelo BSO, ao menos durante o periodo aqui testado.

Figura 19 - Efeito dos compostos RC363, RC574 e Fer-1 frente a reducio da

concentracio de GSH induzida pelos agentes ferroptoticos Glu e BSO em células HT22.
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As células HT22 foram expostas a 5 mM do Glu (A e B) ou 4 25 Mm de BSO (C e D) por 6 horas.
Ap6s 6 horas as células foram tratadas com o veiculo (DMSO 0,05 %), RC363, RC574, FER-1 (ambos
na concentragdo de 0,5 uM) (A e D), com o veiculo (PBS 0,01 M) ou com 3 mM de GSHEE (B ¢ D).
Apbs 24 horas de exposi¢do ao Glu ou ao BSO o ensaio do NPSH foi realizado e expresso pela
percentagem do controle (células nao tratadas, 100%). Os dados representem a média + EPM (n=3 —
4) (AeB) *p<0,05; ** p<0,01 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo),
++ p < 0,01 indicam diferenca quando comparados ao grupo Glu (5 mM) (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de post hoc Tukey). (C e D) ** p <0,01; ***p < 0,001 indicam diferen¢a quando
comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

Observou-se que o tratamento com a GSHEE foi capaz de recuperar a redugao da GSH
induzida somente pelo Glu (Figuras 19 B e D). A sintese da GSH ocorre pela acdo da GCL que
¢ uma enzima heterodimérica formada por duas subunidades, uma subunidade pesada a GCLc
(~73 kDa) que possui o sitio catalitico e outra subunidade leve a GCLm (~33 kDa), que tem o
papel modulador da subunidade catalitica. Esta enzima ¢ responsavel pela etapa que controla a
sintese de GSH. A sintese de GSH envolve duas reagdes que necessitam de energia (ATP) e
ambas ocorrem no citosol. Inicialmente a enzima GCL catalisa a condensac¢do de cisteina e
glutamato para formar o dipeptideo y-glutamilcisteina (yGluCys), em seguida, em outra reagao
catalisada pela enzima glutationa sintetase (GS), a glicina ¢ adicionada para formar o tripéptido
y-glutamilcisteinilglicina (yGluCysGly). A primeira reacao € considerada a etapa que limita a
sintese da GSH, a qual necessita do aminoacido cisteina (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015,
FARINA E ASCHNER, 2019).

A cisteina apesar de ser absorvida primariamente pelo sistema xc. (MANDAL et al.,
2010; SEIBT et al., 2018), pode ser adquirida pelas células através de outros transportadores,
como o sistema alanina-serina-cisteina (ASC), o LAT-2 (grande transportador de aminoacidos
2), assim como pelo transportador de aminoécidos excitatorios 1 (EAAC-1) (CONRAD E
SATO, 2011; LEWERENZ et al, 2013). Portanto, nossos resultados indicam que ¢ possivel que

as células HT22 consigam obter a cisteina por esses outros transportadores e dessa forma,
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mesmo com o bloqueio do sistema x. pelo Glu as células HT22 ainda s3o capazes de sintetizar
a GSH. Porém, uma vez que a enzima GCL ¢ irreversivelmente inibida pelo BSO a sintese de

GSH ¢ totalmente prejudicada.

5.1.13 Efeito da GSHEE frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou RSL3 em
células HT22

Para saber se a reposi¢ao de GSH ¢ um fator importante para a protecdo contra a
oxitose/ferroptose avaliamos a possivel protecdo do tratamento com a GSHEE frente aos
diferentes indutores de oxitose/ferroptose. Para isso, as células HT22 foram expostas durante 6
horas a 5 mM de Glu, 25 pM de BSO ou 50 nM de RSL3. Apo6s as 6 horas de exposi¢ao aos
indutores, as células foram tratadas com a GSHEE nas concentragdes de 3 ¢ 5 mM e, apos 24
horas de exposic¢ao aos indutores, os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados.

O tratamento com GSHEE (3 ¢ 5 mM) apenas protegeu totalmente as células HT22 da
citotoxicidade induzida pelo Glu e pelo BSO (Figuras 20 A-B). Dessa maneira, nossos
resultados mostraram que a administragdo de GSH apresenta efeito protetor contra a
oxitose/ferroptose, mesmo sem repor a deplegdao de GSH induzida pelo BSO (Figura 18 D),
indicando que a prote¢do envolve eventos posteriores a deplegdo de GSH. Porém, mais uma
vez observamos que o efeito protetor € perdido apos a inducao maciga de peroxidacao lipidica,
visto que o pds-tratamento com a GSHEE ndo evitou a morte ferroptotica induzida pelo RSL3

em células HT22 (Figura 20 A-B).



Figura 20 - Efeito da GSHEE frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou
RSL3 em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %), a 5 mM de GLU, 25 uM de BSO ou 50 nM de
RSL3 por 6 horas e apos esta exposigdo as células foram tratadas com GSHEE (3 mM e 5 mM). Apos
24 horas de exposicao aos indutores os ensaios de viabilidade e morte celular foram realizados. Cada

barra representa a média = EPM (n=4). ** p < 0,01, *** p < 0,001 ¢ **** p <0,0001 indicam
diferenga quando comparados ao grupo controle veiculo e NS indica que ndo houve diferenga
significativa entre o grupo RSL3 50 nM com os grupos GSHEE 3 mM + RSL3 50 nM e GSHEE 5
mM + RSL3 (50 nM) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

Neste estudo, at¢ o momento foi observado que o tratamento com os compostos Fer-1,

RC363 e RC574 assim como a GSHEE apresenta protecao contra a oxitose/ferroptose induzida

pelo Glu e pelo BSO, bem como o co-tratamento com os compostos Fer-1, RC363 e RC574
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com o RSL3 apresentou efeito protetor para as células HT22. Porém, quando a peroxidagao
lipidica exacerbada ¢ estabelecida nas células a protecdo de todos os compostos ¢ perdida.
Indicando que a peroxidagdo lipidica além de ser o principal marcador da morte por
oxitose/ferroptose (DIXON E STOCKWELL, 2019) ¢ um evento limitante para protecao de
todos os compostos em nosso modelo.

Também foi demonstrado que, apesar da importancia da GSH na protecdo contra a
oxitose/ferroptose o efeito protetor dos compostos Fer-1, RC363 e RC574 nao esta relacionado
com a sintese de GSH. Neste contexto, decidiu-se investigar € comparar o efeito antioxidante
direto dos compostos RC363 e RC574 com a Fer-1. Além de avaliar se a acdo anti-ferroptotica

dos compostos Fer-1, RC363 e RC574 estaria relacionada com seu efeito antioxidante direto.

5.1.14 Avaliacido da atividade antioxidante direta dos compostos RC363, RC574 e Fer-1

em condicdes livres de células

Para investigar a capacidade dos compostos Fer-1, RC363 e RC574 em reduzir o radical
estavel 2,2-difenil 1-picrilhidrazil (DPPHe*) assim como, de prevenir a peroxidacao lipidica em
um meio livre de células contendo apenas membranas rompidas das células HT22 foi utilizado
o Trolox um antioxidante fenolico analogo mais hidrossoluvel da vitamina E para comparar sua
atividade antioxidante direta com os compostos Fer-1, RC363 e RC574.

Compostos fenolicos, como no caso do Trolox, RC363 e RC574, bem como as
difenilaminas, alquilaminas, as aminas secunddarias, em particular as diarilaminas, semelhante
a Fer-1 (uma arilamina) sdo compostos que possuem uma importante atividade antioxidante.
As diarilaminas parecem ser mais eficientes em prevenir a propagacao das reacdes em cadeia
de radicais livres, como as que ocorrem durante a auto-oxidacao de fosfolipidios de membrana,
uma vez que agem como antioxidantes com a¢do de radical-trapping antioxidant (RTA)
reduzindo diretamente os peroxidos fosfolipidicos (SKOUTA et al., 2014).

Conforme o ensaio do DPPH a Fer-1 na concentragdao de 30 uM reduziu de maneira
significativa o radical DPPHe (51%, p < 0,0001; figura 21 A) e essa reducdo foi semelhante a
observada pelo Trolox (45%, p <0,0001; figura 21 A), porém diferente dos compostos RC363
e RC574 (24%, p <0,0001 e 28%, p < 0,0001 respectivamente; figura 21 A). Portanto, a Fer-1,
uma arilaquilamina, apesar de apresentar uma agao de radical-trapping antioxidant (RTA)
maior que os compostos fendlicos RC363 e RC574, essa acdo foi semelhante ao Trolox outro

composto fenolico.
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Entretanto, segundo o ensaio anti-lipoperoxidativo, a Fer-1 demonstrou maior eficacia
antioxidante (41%, p < 0,0001; figura 21 B), porém esse efeito ndo foi diferente dos demais
compostos fendlicos Trolox, RC363 e RC574 nas maiores concentragdes (Figura 21 B). Neste
contexto, nos questionamos se a atividade antioxidante dos compostos RC363 e RC574 assim
como da Fer-1 e do Trolox observada nos ensaios do DPPH e do ensaio anti-lipoperoxidativo
estaria relacionada com o efeito protetor desses compostos frente ao modelo de

oxitose/ferroptose do presente estudo.

Figura 21 - Avaliacio da atividade antioxidante direta dos compostos RC363, RC574 e

Fer-1 em condigdes livres de células.
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(A) Apds 1 hora de incubagdo do radical DPPHe com Fer-1, RC363, RC574, Trolox (3, 10 e 30 uM)
ou com o veiculo (DMSO 0,05 %) foi realizada a leitura da absorbancia em 518 nm e os dados foram
expressos como a percentagem do controle (somente DPPH', 100 %). Cada barra representa a média +
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EPM (n=4). ¥***p < 0,001 e **** p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo
controle veiculo, #### p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo Fer-1 30 uM
(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey). (B) Células rompidas foram incubadas
com o veiculo (DMSO 0,05 %) Fer-1, RC363, RC574 (3, 10 e 30 uM). Apo6s 1 hora, foi adicionada a
sonda BODIPY C11 (15 uM) e a intensidade de fluorescéncia (excitacdo/emissdao de 530/590 nm —
sonda oxidada e excitacdo/emissao de 485/528 — sonda reduzida) foi medida durante 20 minutos. Os
resultados sdo apresentados como a razao da fluorescéncia da sonda oxidada pela sonda reduzida e
expressos como a percentagem do controle (células com a sonda BODIPY, 100 %). Cada barra
representa a média + EPM (n = 3). * p < 0,05; ** p < 0,01 e **** p <0,0001 indicam diferenca
quando comparados ao grupo controle veiculo (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc
Tukey).

5.1.15 Efeito do Trolox frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou RSL3 em
células HT22

Dessa maneira, foi avaliado o possivel efeito protetor do Trolox frente a citotoxicidade
induzida pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3. Para isso, as células HT22 foram
expostas durante 6 horas a 5 mM de Glu, 25 uM de BSO ou 50 nM de RSL3. Apos as 6 horas
de exposi¢ao aos indutores, as células foram tratadas com o Trolox nas concentragdes de (0,050;
0,250; 1,250; 5,0; 20 uM), depois das 24 horas de exposi¢cdo aos indutores, os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados.

Conforme demonstrado nas figuras 22 A-D o composto Trolox sé apresentou efeito
protetor frente a citotoxicidade induzida pelo Glu e pelo BSO com o tratamento na concentracao
de 20 uM. Além disso, o Trolox ndo foi efetivo em proteger as células HT22 frente a
oxitose/ferroptose induzida pelo RSL3 (Figuras 22 E-F). Esses resultados demonstram que o
Trolox, apesar de apresentar uma atividade antioxidante semelhante a Fer-1 (Figura 21 A),
possui um efeito anti-ferroptotico muito inferior ndo somente a Fer-1 como também aos

compostos RC363, RC574 (Figura 16 A-D).



Figura

Viabilidade Celular
(% do Controle)

Viabilidade Celular
(% do Controle)

84

22 - Efeito do Trolox frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO ou RSL3

em células HT22.
: @ 241 6h 24h
| | | I R
MR ¥ ¥ v
Células Veiculo, Glu,  Veiculo ou Trolox ~ MTT
semeadas BSO ou RSL3 P
Il Controle
[ 0,050 pM
B 0,250 uM
1,250 pM | Trolox
B 5 uM
20 pM
A B
150+ 751
)
2 6 50 -
.g s *kkk
l§ g
23 !
0o 25
-]
=g
0. -
Veiculo Glu 5 mM Veiculo Glu 5 mM
c D
150+ 75+
? *kkk
T L -
100 3 g 504
ig [} T
§3
*k g-g
50 - o § -;‘,: 25-
-
0 0 —

Veiculo BSO 25 M Veiculo BSO 25 ;M



85

150 754

100/ T 504

*xkk *kkk

*kkk

Incorporagao do IP
(% de Células mortas)

Viabilidade Celular
(% do Controle)

50 25- g

*kkk ol

Veiculo RSL3 50 nM ’ Veiculo RSL3 50 nM

As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05 %) ou a (A e B) 5 mM de Glu, (C-D) 25 uM de
BSO ou (E-F) 50 nM de RSL3 por 6 horas e apds esta exposi¢ao as células foram tratadas com Trolox
(0,050; 0,250; 1,250; 5,0; 20 uM). Apos 24 horas de exposi¢do aos indutores os ensaios de viabilidade

e morte celular foram realizados. Os dados representam a média = EPM (n = 3). ** p < 0,01, *** p <
0,001 e **** p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo controle veiculo (ANOVA
de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

A fim de melhor correlacionar o efeito antioxidante com o efeito protetor dos compostos
Fer-1, RC363, RC574 e Trolox, foi determinada a concentragdo inibitoria de 50 % (ICso) de
cada composto a partir dos resultados do efeito protetor dos compostos (Figura 16) e do Trolox
(Figura 22). Os dados estdo apresentados na tabela 1. Assim como, por meio dos resultados do
efeito antioxidante pelos ensaios do DPPH (Figura 21 A) e anti-lipoperoxidativo (Figura 21 B)
foi calculada a concentragdo inibitéria de 50 % (ICso) de cada composto para ambos os ensaios.

Os dados obtidos encontram-se na tabela 2.

Tabela 1 - Valores da ICso do efeito protetor dos agentes anti-ferroptoticos Fer-1, RC363
e RC574 e do agente antioxidante Trolox contra a citotoxicidade induzida pelo Glu, BSO

ou RSL3 apds 6 horas de exposicido a estes agentes ferroptoticos.

Agente Ferroptético Glu (5 mM) BSO (25 uM) RSL3 (50 nM)

—

Agente Protetor |

Fer-1 5.04x 10 6.37x 10* 1.73x 10
RC363 1.08 x 107 2.54x 107 525x10%
RC574 249x10% 1.33x 107 1.10 x 107
Trolox 7.55x 10 7.71 x 106 1.62 x 10°

Os valores da ICs relacionados ao efeito protetor foram obtidos a partir de curvas ndo-lineares (Figura
15 e Figura 21). Os dados estdo apresentados como ICso absoluta [M].
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Tabela 2 - Valores da ICso para eficacia antioxidante dos agentes anti-ferroptoticos Fer-

1, RC363 e RC574 e do agente antioxidante Trolox.

Eficacia Antioxidante Peroxidacio Ensaio do
- Lipidica em DPFPH
Agente Protetor | | o¢)ylas rompidas
Fer-1 2.96x 107 1.12x 107
RC363 1.06 x 107 456 x 103
RC574 421x10° 2.60x 107
Trolox 3.16x 10 1.02x 107

Os valores da ICso relacionados a eficacia antioxidante foram obtidos a partir de curvas ndo-lineares
(Figura 20 A - DPPH e Figura 20 B — peroxidagao lipidica em células rompidas). Os dados estdo
apresentados como ICso absoluta [M].

Apesar da Fer-1 e dos compostos RC363 e RC574 terem bons efeitos anti-ferroptdticos
e superiores ao Trolox independentemente do agente ferroptdtico (Tabela 1), todos exibiram
baixos efeitos anti-lipoperoxidativos em meio livre de células (Figura 21 B e Tabela 2).
Curiosamente, a Fer-1 e Trolox que apresentaram efeitos anti-ferroptoticos muito diferentes
(Figura 16 e Figura 22) exibiram eficacia antioxidante semelhante no ensaio DPPH (Figura 21
A e Tabela 2).

Nossos resultados corroboram o estudo de Dixon e colaboradores (2012) no qual a Fer-
1 que apresentou similar lipofilicidade aos compostos fenolicos antioxidantes Trolox e
hidroxiltolueno butilado (BHT), possuiu uma poténcia muito maior do que os dois compostos
em suprimir o efeito citotoxico do agente ferroptotico erastina. Entretanto, a atividade
antioxidante intrinseca da Fer-1 foi semelhante ao antioxidante fendlico Trolox, observada pelo
ensaio do DPPH sob condigdes livres de células (Dixon et al., 2012).

Além disso, vao de encontro aos resultados do estudo de Bueno e colaboradores (2020)
no qual o Trolox (25 uM) protegeu completamente a citotoxicidade induzida pelo Glu (5§ mM),
porém em uma concentragdo muito superior a dos compostos RC363 e RC574 (3 uM). Por
outro lado, a capacidade antioxidante do Trolox foi superior a dos compostos RC363 e RC574,
onde pelo ensaio do DPPH o Trolox (25 uM) reduziu 80% do radical DPPH+ enquanto que os
compostos RC363 e RC574 (25 uM) reduziram apenas 40% (BUENO et al., 2020).

Dessa forma, os dados aqui presentes indicam que, apesar da atividade antioxidante dos

compostos RC363 e RC574, observada pelos ensaios do DPPH e anti-lipoperoxidativo, seu
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efeito protetor sobre a oxitose/ferroptose envolve mecanismos além da sua acdo antioxidante

intrinseca.

5.1.16 Correlacio entre a atividade antioxidante direta dos compostos RC363, RC574 e

Fer-1 com sua acio anti-ferroptotica

Quando correlacionamos o efeito protetor de cada composto Fer-1, RC363, RC574 ¢
Trolox nenhuma correlagao significativa foi encontrada entre os efeitos anti-ferroptéticos e
antioxidantes (ensaios anti-lipoperoxidativo e ensaio do DPPH) (coeficientes de Pearson
variando de -0,33 a 0,56; valores de p variando de 0,4 a 0,8; Figuras 23 A-F). Nenhuma
correlacdo significativa (coeficiente de Pearson = 0,30; p = 0,698; ; Figura 23 G) foi encontrada
entre as eficacias antioxidantes derivadas do ensaio DPPH versus aquelas do ensaio anti-

lipoperoxidativo, o que esta de acordo com os estudos de Shah e colaboradores (2019).
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Figura 23 - Correlacio entre a atividade antioxidante direta dos compostos RC363,

RC574 e Fer-1 com sua acio anti-ferroptotica.

A Glu X DPPH B BSO X DPPH c RSL3 X DPPH
=-0,3953 =0,6047
r=-04058 p=0,5942 r=-0,3305 p=0,6696 . r=-o P
5 s RC363
« RC363 . . RC363 . .
2 4 £ 4 £ 4
5 35 $F .
XL 3 535 3 g o RC574
3o se RC574 g2 .
g2 . RC574 = . E
< 2 z B 2 e 8 2
209 20 3 Fer-1 Trolox
& 4 » Fer- « Trolox g 1 . Ferd « Trolox i y .
0 . - . . 0 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Efeito Antiferroptético Efeito Antiferroptético Efeito Antlferr;)ptotlco
.5 i
1C50 [1 0'5M] IC50 [10°M] IC50 [10°M]
D Glu X Antilipoperoxidativo E BSO X Antilipoperoxidativo F  RSL3 X Antilipoperoxidativo
r=0,2031 p=0,7969 r=0,4030 p=0,5970 r=05612 p=04388
50 50 50
o RC574 RC574 RC574
= . @ . f) -
E 40 £ 404 £ 404
= — O —
S = Trolox ﬁ H Trolox = Trolox
é"‘;’: 304 ¢ 5D 30 . %D 304 .
e — o =
<3 204 <3 20! < g 201
g8 28 S8
§ 10 2 10 2 10
1 Fer1 m 1 Fer-1 w 1 Fer-1
T RC363 .  RC363 . Reaea
0 . 0 L] - . 0 s \
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Efeito Antiferroptético Efeito Antiferroptético Efeito Antiferroptotico
IC50 Log [M] IC50 Log [M] Ic50[1 U'SM]

c DPPH X Antilipoperoxidativo

r=0,3018 p=0,6982

3]
o

s O RC574
£t 2 40 *
3 =3 Trolox
863 :
=
<o 2
o88%
=
] 5 10
- Fer-1 RC363
0 ° ]
0 1 2 3 4 5
Efeito Antioxidante
IC50 [10°°M]
(DPPH)

Graficos da correlagao entre a ICso do efeito anti-ferroptotico (retirado da tabela 1) com a ICso do efeito
antioxidante (retirado da tabela 2). Correlagdo do efeito anti-ferroptotico dos compostos Fer-1, RC363,
RC574 e Trolox contra o Glu (A), BSO (B) ou RSL3 (C) com o efeito antioxidante a partir do ensaio
do DPPH. Correlagéo do efeito anti-ferroptotico dos compostos Fer-1, RC363, RC574 e Trolox contra
o Glu (D), BSO (E) ou RSL3 (F) com o efeito antioxidante a partir do ensaio da peroxidagdo lipidica
em células rompidas. (G) Correlagdo entre o efeito antioxidante dos compostos Fer-1, RC363, RC574
e Trolox no ensaio do DPPH com o efeito antioxidante no ensaio da peroxidagao lipidica em células
rompidas. r corresponde ao coeficiente de Pearson (r < 1), p > 0,05 indicam que ndo ha correlagdo
significativa entre os efeitos.
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A caracteristica crucial de antioxidantes eficazes em suprimir a oxitose/ferroptose ¢ a
capacidade de tais compostos de competir com os lipidios das membranas na reagdo com o0s
radicais peroxil ja formados em ambientes de bicamada lipidica. Portando, o ensaio do DPPH
neste contexto ndo seria o mais apropriado, além disso, o ensaio do DPPH tem baixa correlagao
com a poténcia dos compostos inibidores da ferroptose (STOCKWELL, 2019), corroborando
nossos resultados (Figura 21 A e Figuras 23 A, B e C). Além disso, de fato os resultados obtidos
pelo ensaio do DPPH foram diferentes dos resultados com o ensaio anti-lipoperoxidativo, sendo
que, este ultimo representa um ensaio mais proximo das condi¢des fisiologicas (Figura 21 A e
B).

O ensaio anti-lipoperoxidativo realizado que mediu a capacidade antioxidante dos
compostos em inibir a auto-oxida¢ao dos fosfolipidios de membrana revelou que a Fer-1
apresentou uma maior capacidade em impedir a formagao dos radicais peroxil em relagao aos
compostos fendlicos RC363, RC574 e o Trolox, os quais apresentaram uma agdo anti-
lipoperoxidativa semelhante (Figura 21 B). Porém ndo foi encontrada uma correlagdo
significativa entre o efeito anti-lipoperoxidativo com a poténcia anti-ferroptdtica desses
compostos (Figuras 23 D, E e F).

Neste cendrio Shah e colaboradores (2019) desenvolveram um ensaio in vitro que
utiliza uma sistema de bicamada fosfolipidica mimetizando as membranas celulares para avaliar
a atividade anti-lipoperoxidativa (antioxidante) de compostos com agdo RTA. Este ensaio
proporcionou uma melhor correlagdo entre a poténcia anti-ferroptotica dos compostos com agao
RTA, como no caso da Fer-1, com a sua atividade anti-lipoperoxidativa (SHAH et al., 2019).
Dessa forma, foi demonstrado aqui juntamente com dados da literatura a importancia de se
buscar e realizar ensaios que mimetizem condi¢des fisiologicamente relevantes que sejam
capazes de melhor identificar e correlacionar o mecanismo de acdo com a agdo protetora,
principalmente no cenéario de compostos com potencial agcdo antioxidante e que apresentam
efeito anti-ferroptotico (como no caso dos compostos fendlicos - RC363 e RC574 e aminas
aromaticas - Fer-1).

Contudo, as andlises de correlacdo, que foram realizadas neste estudo, a fim de
detectar possiveis associacdes entre as eficacias anti-ferroptoticas em um contexto celular (ICso
derivado da Tabela 1) e os efeitos antioxidantes no meio livre de células (ICso derivado da
Tabela 2), apoiam a ideia que os efeitos anti-ferroptoticos observados pelos compostos RC363
e RC574 (Figura 16) estdo relacionados a outros mecanismos além da a¢do antioxidante direta.

A este respeito Bueno e colaboradores (2020) demonstraram a capacidade dos compostos
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RC363 e RC574 em aumentar direta e indiretamente a atividade da enzima GPx1. Sendo assim,
acreditamos que esses compostos possam também modular a atividade da GPx4 a
selenoproteina mais importante no cenario da oxitose/ferroptose. A GPx4 assim como outras
importantes proteinas envolvidas na oxitose/ferroptose como GCLm, GCLc, SLC7AIll e
proteinas do metabolismo do ferro sdo reguladas pelo fator de transcrigdo Nrf2. Desta forma, o
envolvimento do Nrf2 na morte ferroptética vem ganhado destaque como um alvo para terapias
anti-ferroptoticas (ABDALKADER et al., 2018; ANANDHAN et al; 2020). Portanto, sugere-
se que o efeito protetor dos compostos RC363 e RC574 contra a oxitose/ferroptose poderia
envolver a ativacao do fator de transcrigao Nrf2.

O presente estudo também demonstrou que os compostos RC363 e RC574 podem ser
fortes candidatos a agentes anti-ferroptdticos, uma vez que apresentaram efeitos muitos
semelhante ao anti-ferroptdtico classico Fer-1, no modelo com células HT22 expostas aos
indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO ¢ RSL3. A Fer-1, um dos primeiros inibidores de
ferroptose relatados (DIXON et al., 2012) exibe atividade de captura de radicais e assim inibe
a peroxidacao lipidica (SKOUTA et al., 2014; MIOTTO et al., 2020). Apesar de seus efeitos
anti-ferroptéticos benéficos em modelos in vitro, a Fer-1 ndo € adequada para uso in vivo devido
a sua baixa estabilidade metabolica (HOFMANS et al., 2016). A este respeito, agentes anti-
ferroptéticos adicionais, como a Lip-1, a qual possui atividade de captura de radicais
semelhante a Fer-1 in vitro (ZILKA et al, 2017) com boas propriedades ADME
(Absorgao/Distribuigao/Metabolismo/Excre¢ao) (FRIEDMANN ANGELI et al., 2014), bem
como analogos da Fer-1 foram estudados e propostos como melhores estratégias para
neutralizar a oxitose/ferroptose in vivo (FRIEDMANN ANGELI et al., 2014; HOFMANS et
al., 2016).

Neste cenario, considerando que o PB apresentou efeitos benéficos em modelos
oxidativos in vivo (SANTOS et al., 2012; COLLE et al., 2013a; RIBEIRO et al., 2012) ¢ o seu
derivado SUC apresenta boas propriedades de ADME in vivo ja sendo utilizado em humanos
(TARDIF et al., 2008), acreditamos que nossos resultados sdo relevantes do ponto de vista
farmacoldgico, pois trazem a tona dois novos compostos anti-ferroptoticos (igualmente
eficientes em comparacdo com Fer-1 in vitro) com possiveis propriedades ADME melhores que
a do PB. Nesse sentindo estudos adicionais in vivo com modelos de oxitose/ferroptose seriam
necessarios afim de investigar o efeito anti-ferroptdtico dos compostos RC363 € RC574 além

de comprovar suas melhores propriedades ADME em relagdo ao PB e ao SUC. Parte dos
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resultados apresentados no capitulo I foram publicados na revista Free Radical Research

(ANEXO 1)

52  CONCLUSAO CAPITULO I

Este estudo demonstra que quando um nivel significativo de peroxidacao lipidica ¢
estabelecido nas células a prevencao completa da oxitose/ferroptose nao € viavel, ao menos em
um cenario in vitro. O presente estudo também apresenta dois novos derivados do probucol
com notaveis propriedades protetoras contra trés diferentes agentes ferroptoticos, introduzindo
uma nova classe de compostos com potencial promissor para o desenvolvimento de novos
farmacos candidatos ao tratamento das condi¢des patoldgicas relacionadas a oxitose/ferroptose,

como as doengas neurodegenerativas.

53  PERSPECTIVAS CAPITULO I

Os resultados do presente estudo indicam que além da atividade antioxidante direta dos
compostos RC363 e RC574 o seu efeito anti-ferroptotico esteja relacionado a outros
mecanismos de agdo. Portanto, acreditamos que estes compostos possam modular direta e
indiretamente a atividade da enzima GPx4. Dessa forma, visando um trabalho futuro, algumas
analises podem ser realizadas a fim de investigar essa hipotese, tais como:

1. Avaliar a modulacao direta da atividade da GPx4 pelos compostos RC363 ¢ RC574
medindo a atividade da enzima GPx4 purificada e nas células HT22 na presenca e
auséncia dos compostos.

2. Avaliar a possivel ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 pelos compostos RC363 e
RC574, através da imunocitoquimica na qual avalia-se a translocagdo do Nrf2 do
citoplasma para o nucleo.

3. Avaliar a modulagdo indireta da atividade da GPx4 pelos compostos RC363 e RC574
através da andlise do imunocontetdo da enzima GPx4 em células HT22 tratada com

estes compostos, pela técnica de Western Blotting;


https://www.tandfonline.com/journals/ifra20
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54  RESULTADOS CAPITULO II — INVESTIGACAO DO EFEITO PROTETOR DE
QUELANTES DE FERRO FRENTE A OXITOSE/ FERROPTOSE INDUZIDA PELO GLU,
BSO E RSL3 EM CELULAS HT22.

O objetivo desse capitulo foi investigar o efeito protetor de diferentes quelantes de ferro
a DFO, DFCAF, SIH e DFP frente a citotoxicidade induzida pelos agentes pro-ferroptose Glu,
BSO e RSL3. E investigar a mitigagao pelos quelantes de ferro dos eventos deletérios como a

deplecao de GSH e produgao de ER causados por esses agentes pro-ferroptose.

5.4.1 Toxicidade dos compostos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e DFP em células
HT22

Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade dos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e
DFP para as células HT22. Assim, as células foram expostas por 24 horas a concentragdes
crescentes (0,5 - 20 uM) dos quelantes de ferro e, apds 24 horas desta exposi¢ao, os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados.

Foi observado que apds 24 horas de exposi¢do, o quelante de ferro DFO reduziu
significativamente a viabilidade celular a partir da concentragdo de 10 uM (25%, p < 0,01;
figura 24 A) e o quelante de ferro SIH a partir da concentragdo de 5 uM (21%, p <0,01; figura
24 E). J4 os quelantes de ferro DFCAF e DFP ndo apresentaram efeitos toxicos para as células

nas concentracdes aqui testadas (Figuras 24 C-D, G-H, respectivamente).
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Figura 24 - Toxicidade dos compostos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e DFP em

células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (DMSO 0,05%) ou a concentragdes crescentes (0,5 - 20 uM) de
(A e B) DFO, (C e D) DFCAF (E e F) SIH ou (G e H) DFP. Apos 24 horas de exposi¢do os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados. Cada barra representa a média + EPM de 3 — 4
experimentos independentes. **p < 0,01, ****p < 0,0001 indicam diferenca quando comparados ao
grupo controle (veiculo) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey).

A partir dos resultados desses ensaios de citotoxicidade, foi observado que o tratamento
com cada um dos quelantes de ferro nas concentracdes de 0,5 e 3,0 uM nio foi toxico para as
células. Portanto, a fim de avaliar uma possivel a¢do protetora dos compostos DFO, DFCAF,
SIH e DFP frente aos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO e RSL3 realizamos o tratamento
das células HT22 com essas concentragdes nao toxicas.

Dessa forma, as células foram expostas ao Glu (5 mM), ao BSO (25 uM) ou ao RSL3
(50 nM) durante 6 horas. Apds as 6 horas de exposi¢cdo aos agentes pro-ferroptose, as células
foram tratadas com DFO, DFCAF, DFP ou SIH nas concentracdes de 0,5 ou 3 uM e, depois de
24 horas de exposi¢do aos agentes ferroptoticos, os ensaios de viabilidade e morte celular foram

realizados.

5.4.2 Efeito protetor da DFO frente aos indutores de oxitose/ferroptose em células HT22

Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com ambas as concentragdes de 0,5
e 3 uM do quelante de ferro DFO nao protegeu as cé€lulas HT22 da reducao da viabilidade
celular (54%; p <0,001; figura 25 A) e da morte celular (30%; p < 0,05; figura 25 B) induzidos
pela exposi¢do ao Glu (Figuras 25 A - B, respectivamente). O tratamento com o quelante de

ferro DFO (0,5 e 3 pM) também nao apresentou efeito protetor frente a diminuigado significativa
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da viabilidade celular (49%, p < 0,0001; figura 25 C) e frente ao aumento significativo na
incorporagdo do IP (43% p <0, 0001; figura 25 D) causados pelo BSO.

Por fim, o quelante de ferro DFO nao reverteu a diminuigao significativa da viabilidade
celular (48% p <0,0001; figura 25 E) e da morte celular (27%, p <0,001; figura 25 F) induzidos
pelo agente pro-ferroptose RSL3. Portanto, o quelante de ferro DFO nao foi eficaz em proteger
as células HT22 frente ao nosso modelo de oxitose/ferroptose induzido pelos diferentes agentes

ferroptoéticos.
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Figura 25 - Efeito protetor da DFO frente aos indutores de oxitose/ferroptose em células
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As células foram expostas ao veiculo (PBS 0,01 M), a (A e B) 5 mM de Glu, (C-D) 25 uM de BSO ¢
(E-F) veiculo (DMSO 0,05 %) ou 50 nM de RSL3 por 6 horas e apos esta exposicdo as células foram
tratadas com DFO (0,5 e 3,0 uM). Apds 24 horas de exposi¢ao aos indutores os ensaios de viabilidade
¢ morte celular foram realizados. Cada barra representa a média £ EPM (n =3 —5). *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle
(veiculo) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

5.4.3 Efeito protetor da DFCAF frente aos indutores de oxitose/ferroptose em células
HT22

O quelante de ferro DFCAF (0,5 e 3 uM) néo protegeu as células HT22 da reducao
significativa da viabilidade celular (47%, p < 0,001; figura 26 A), assim como, ndo reverteu o
aumento significativo na incorporacdo do IP (30%, p < 0,05; figura 26 B), causados pela
exposicao ao Glu. Também foi observado auséncia de protecao pelo quelante de ferro DFCAF
(0,5 e 3 uM) frente a diminuigdo significativa da viabilidade (49%, p < 0,0001; figura 26 C) e
a morte celular (45%, p < 0,0001; figura 26 D) induzidos pelo agente pro-ferroptotico BSO
(Figuras 26 C e D respectivamente).

E por fim, o tratamento com o quelante de ferro DFCAF (0,5 e 3 uM) nado reverteu a
redugdo significativa da viabilidade celular (48%, p < 0,0001; figura 26 E) e o aumento
significativo da incorporagdo do IP (28%, p < 0,0001; figura 26 F) causados pelo indutor de
oxitose/ferroptose RSL3. Sendo assim, o quelante de ferro DFCAF também ndo apresentou
eficacia em proteger as células HT22 frente ao nosso modelo de oxitose/ferroptose induzido

pelos diferentes agentes ferroptoticos.



Figura 26 - Efeito protetor da DFCAF frente aos indutores de oxitose/ferroptose em
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As células foram expostas ao veiculo (PBS 0,01 M), a (A e B) 5 mM de Glu, (C-D) 25 uM de BSO ¢
(E-F) veiculo (DMSO 0,05 %) ou 50 nM de RSL3 por 6 horas e apos esta exposicdo as células foram
tratadas com DFCAF (0,5 ¢ 3,0 uM). Apos 24 horas de exposi¢do aos indutores os ensaios de
viabilidade e morte celular foram realizados. Cada barra representa a média £ EPM (n=3 —5). *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo
controle (veiculo) (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

5.4.4 Avaliacao do efeito protetor do DFP frente aos indutores de oxitose/ferroptose em
células HT22

Com relagdo ao efeito protetor do quelante de ferro DFP nota-se a falta de reversdo tanto
da reducdo significativa da viabilidade celular (34% p < 0,0001; figura 27 A) quanto do
aumento significativo da incorporagdo do IP (19%; p < 0,001; figura 27 B) induzidos pelo
agente pro-ferroptose Glu. O quelante de ferro DFP também nao protegeu as células frente a
significativa diminuicao da viabilidade celular (50%, p < 0,0001; figura 27 C) e do aumento
significativo da incorporacao do IP induzidos pela exposi¢ao ao BSO (30%, p < 0,0001; figura
27 D).

Da mesma forma, o composto DFP nado teve efeito protetor frente a diminuigdo
significativa da viabilidade celular (43%, p < 0,0001; figura 27 E) nem frente ao aumento
significativo da incorporacao do IP causados pelo RSL3 (18%, p <0,001; figura 27 F). Portanto,
o quelante de ferro DFP, como os demais quelantes DFO e DFCAF, nao foi efetivo em proteger
as células HT22 frente ao nosso modelo de oxitose/ferroptose induzido pelos diferentes agentes

ferroptoticos.
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Figura 27 - Avaliacdo do efeito protetor do DFP frente aos indutores de

oxitose/ferroptose em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (PBS 0,01 M), a (A e B) 5 mM de Glu, (C-D) 25 uM de BSO ¢
(E-F) veiculo (DMSO 0,05 %) ou 50 nM de RSL3 por 6 horas e ap6s esta exposigdo as células foram
tratadas com DFP (0,5 e 3,0 uM). Ap6s 24 horas de exposicao aos indutores os ensaios de viabilidade
¢ morte celular foram realizados. Cada barra representa a média £ EPM (n =3 —4). ***p < 0,001 e
*E*%p < 0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

5.4.5 Avaliacio do efeito protetor do SIH frente aos indutores de oxitose/ferroptose em

células HT22

Por fim, ao avaliar o efeito protetor do quelante de ferro SIH foi observado que o
tratamento com a concentracdo de 3 uM desse quelante reverteu totalmente tanto a diminuigao
significativa da viabilidade celular (38%, p <0,01; figura 28 A) quanto o aumento significativo
da incorporagdo do IP (22%; p < 0,0001; figura 28 B) induzidos pelo Glu (Figuras 28 A - B,
respectivamente). Além disso, o tratamento com 3 upM do SIH reverteu parcialmente a reducao
da viabilidade (49%, p < 0,0001; figura 28 C) e a morte celular (37%, p < 0,01; figura 28 D)
causados pela exposi¢cdo ao BSO (Figuras 28 C - D respectivamente).

Também foi observado que o tratamento com o SIH na concentragdo de 3 uM, apesar
de reverter parcialmente a reducao da viabilidade celular (43%, p <0,001; figura 28 E) protegeu
da morte celular (30%, p < 0,001; figura 28 F) causada pela exposi¢do ao RSL3 (Figuras 28 E
- F, respectivamente). Dessa maneira, o quelante de ferro SIH foi de forma geral, mesmo que
de maneira parcial, efetivo na protecdo das células HT22 frente aos diferentes indutores de

oxitose/ferroptose.
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Figura 28 - Avaliacdo do efeito protetor do SIH frente aos indutores de

oxitose/ferroptose em células HT22.
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As células foram expostas ao veiculo (PBS 0,01 M), a (A e B) Glu 5 mM, (C-D) BSO 25 uM e (E-F)
veiculo (DMSO 0,05 %) RSL3 50 nM por 6 horas e apds esta exposicao as células foram tratadas com
SIH (0,5 e 3,0 uM). Apds 24 horas de exposigdo aos indutores os ensaios de viabilidade e morte
celular foram realizados. Cada barra representa a média = EPM (n= 3 —4). **p <0,01, ***p < 0,001 ¢
****p <0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle (veiculo) (ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de post hoc Tukey). ™ p <0,01 indicam diferen¢a quando comparados ao grupo
Glu 5 mM (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey). ™ p < 0,001 indicam
diferenca quando comparados ao grupo BSO 25 pM (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post
hoc Tukey) "p <0,05; " p < 0,01 indicam diferenca quando comparados ao grupo RSL3 50 nM
(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey).

De maneira geral o ion ferro ¢ um elemento fundamental para a vida do ser humano,
sendo essencial no metabolismo energético celular e no transporte de oxigénio. Entretanto, ¢
altamente reativo e danoso ao organismo quando se encontra na forma livre. Portanto, muitos
mecanismos contribuem para manter a homeostase do ferro, com varias proteinas envolvidas
na absorcdo, armazenamento e reciclagem de ferro. Porém, até agora, ndo ha descricdo dos
mecanismos fisiologicos de excre¢ao de ferro (CANCADO, 2007; CRICHTON et al., 2019).
Ou seja, o organismo humano fisiologicamente, ndo ¢ capaz de aumentar a eliminacao de ferro,
mesmo em condi¢des de sobrecarga deste metal. Sendo assim, o aumento progressivo do aporte
de ferro, que ocorre seja pela absor¢do intestinal ou por via parenteral (proveniente de
transfusdo de hemacias, por exemplo) leva a condigao patologica de SF (CANCADO, 2007).

A SF ¢ uma importante consequéncia que acomete pacientes que necessitam de
transfusdo de hemacias decorrente de patologias hematoldgicas como os casos de talassemias,
anemia falciforme, sindrome mielodisplésica, entre outras doengas. O acumulo de ferro no
musculo cardiaco € a principal causa de morte em pacientes com SF (CANCADO, 2007).

Considerando que quanto maior o acumulo de ferro maiores sdo os riscos de morbidade e
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mortalidade, a quelagdo de ferro torna-se indispensavel para a sobrevida de pacientes
dependentes de transfusdo de hemacias. E a terapia com quelantes de ferro apresentou uma
nitida correlagdo favoravel com a qualidade de vida e sobrevida desses pacientes (CANCADO,
2007).

Devido a estreita ligagdo entre a anemia com o metabolismo do ferro esse ultimo
sempre foi de interesse principalmente em relagdo as patologias hematologicas. Entretanto,
recentemente com a descri¢ao da oxitose/ferroptose, como uma morte celular caracterizada pela
peroxidacao lipidica dependente de ferro, a importancia do ferro em distirbios nao
hematologicos tem ganhado destaque (DIXON et al., 2012). Assim tem-se proposto o ferro
como um alvo terapéutico para varias condi¢des patologicas (DEVOS et al., 2014; DO VAN et
al., 2016; NUNEZ E CHANA-CUEVAS, 2018; CRICHTON et al., 2019).

Atualmente vem sendo evidenciado o papel critico do acumulo de ferro e
consequentemente da oxitose/ferroptose em doengas cardiovasculares (DCVs) como
cardiomiopatia, infarto do miocardio (IM), lesdo por isquemia/reperfusao (LIR) e insuficiéncia
cardiaca (IC) (FANG et al., 2019; WU et al., 2021). Além disso, o envelhecimento leva ao
aumento do teor de ferro no cérebro e o seu acimulo j& foi demonstrado como sendo uma
caracteristica comum de uma série de doengas neurodegenerativas que inclui a doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, ataxia de Friedreich,
neuroferritinopatia e esclerose lateral amiotréfica (NUNEZ et al., 2012; CRICHTON et al.,
2019).

Sabe-se que o ferro esta ligado a proteinas de transporte de ferro, a transferrina e de
armazenamento de ferro, a ferritina e, portanto, normalmente ndo ¢ reativo. Porém sob certas
condi¢des nao fisiologicas, tais como durante as lesdes por isquemia/reperfusdo, sao geradas
ERO como superdxido (027) e H2Oz que liberam o ferro dessas proteinas (SIMUNEK et al.,
2005). A liberagdo do ion ferroso (Fe*") das moléculas de ferritina no citoplasma celular leva a
conversio citosolica deste ion em ferro férrico (Fe**) através da reacio de Fenton (Fe** + H,0»
— Fe**+ OH™ + HO") com a formagcao do radical hidroxila (OH") toxico e assim propagando e
aumentando os danos celulares pelas ERO (SIMUNEK et al., 2005).

A deplecao de GSH leva ao prejuizo das defesas antioxidantes causando o aumento
de ERO (YANG et al., 2014), que por sua vez, podem oxidar a ferritina citoplasmatica
liberando o ferro ferroso (Fe?") (SIMUNEK et al., 2005). Além disso, com a deplecio da GSH
a GPx4 ¢é inibida causando um aumento das ER lipidicas. O Fe?' pode reagir com os

hidroperoxidos lipidicos (LOOH) gerados pela inibicao da enzima GPx4, produzindo o radical



105

alcoxil lipidico (LOe) levando a peroxidagdo lipidica que causa danos aos lipidios das
membranas bioldgicas, acarretando morte celular ferroptotica (FORCINA E DIXON, 2019). A
protecao por quelantes de ferro contra a oxitose/ferroptose destacou o importante envolvimento
do ferro neste tipo de morte celular (YANG E STOCKWELL, 2008; DIXON et al., 2012).

Dixon e colaboradores (2012) demonstraram que o co-tratamento com o quelante de
ferro DFO (100 uM) bloqueou a morte ferroptotica e o aumento tempo dependente das ER
citosolicas e lipidicas induzido pela erastina em células de fibrosarcoma humano (HT-1080)
(DIXON et al., 2012). Jelinek e colaboradores (2018) mostraram que o pds-tratamento com a
DFO (10 uM) protegeu as células HT22 e as células MEF (fibroblastos embriondrios de
camundongos) da ferroptose induzida pelo RSL3. Além disso, o co-tratamento com a DFO (10
uM) preveniu o aumento das ER lipidicas induzido pelo RSL3 nessas duas linhagens celulares
(JELINEK et al., 2018).

Entretanto, no presente estudo a DFO além de ndo proteger as células HT22 frente ao
nosso modelo de oxitose/ferroptose induzido pelos agentes ferroptéticos Glu, BSO e RSL3
(Figuras 25 A-F) também foi citotoxica para as células HT22 em concentracdes mais elevadas
(Figura 24 A-B). Além disso, a DFO apesar de ser um efetivo quelante de ferro usado no
tratamento de doengas que envolvem a SF, por ser um quelante de ferro hidrossoluvel apresenta
uma limitada permeabilidade celular e, portanto, sua utilizacdo para o tratamento de SF em
tecidos como o cérebro nao ¢ vidvel (CANCADO, 2007, ALTA et al., 2014).

Neste cenario foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa do professor Breno Pannia
Esposito a DFCAF, um derivado da DFO, que apresentou capacidade de quelar o ferro assim
como propriedades antioxidantes semelhantes a da DFO, além de uma maior permeabilidade
celular em um modelo com as células de tumor cervical (HeLa) (ALTA et al., 2014). Porém,
nossos resultados com o quelante de ferro DFCAF demonstraram que, apesar da falta de
citotoxicidade (Figuras 24 C-D), ele ndo foi efetivo em proteger as células HT22 do nosso
modelo de oxitose/ferroptose causada pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 (Figuras
26 A-F), mesmo possuindo maior permeabilidade celular que a DFO (ALTA et al., 2014).

Contudo, sugere-se que moléculas lipofilicas de menor peso molecular como a DFP
apresentam uma maior capacidade de penetrar no interior das células e assim mobilizar o ferro
livre intracelular de modo mais eficiente que a DFO. Uma vez que, por ser uma molécula
hidrofilica e de alto peso molecular a capacidade de quelagao de ferro da DFO se limita ao

espaco extracelular (CANCADO, 2007).
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Em um estudo com as células LUHMES, a oxitose/ferroptose induzida pela erastina
e pelo Glu foi protegida pelo pré-tratamento com a DFP (100 uM). O co-tratamento com a DFP
também reduziu a geracdo de ER citosolicas e a peroxidacao lipidica induzidos pela erastina
(DO VAN et al., 2016). Porém, nosso estudo demonstrou que o quelante de ferro DFP apesar
de ndo apresentar citotoxicidade para as células HT22 (Figuras 24 G-H) também ndo protegeu
essas células frente a oxitose/ferroptose induzida pelo Glu, BSO e RSL3 (Figuras 27 A-F),
assim como a DFO (Figuras 25 A-F) e a DFCAF (Figuras 25 A-F). Por outro lado, nosso estudo
mostrou que o SIH, apesar de apresentar maior citoxicidade para as células HT22 em relagdo
ao demais quelantes (DFO, DFCAF e DFP) (Figuras 24 E-F), foi o unico que possuiu efeito
protetor frente aos indutores de oxitose/ferroptose Glu, BSO e RSL3 (Figuras 28 A-F).

O presente estudo corrobora o estudo de Simunek e colaboradores (2005), no qual
tanto o SIH quanto a DFO impediram a perda do potencial de membrana induzida pelo H>O»
em células H9¢c2, porém o SIH apresentou uma poténcia muito maior do que a DFO (EC50: 0,8
uM para o SIH e EC50: 1300 uM para a DFO). Além disso, ao contrario do SIH, a pré-
incubacdo por 1 hora com o quelante DFO antes da exposi¢cdo ao H>O- foi necessaria para sua
acao citoprotetora (SIMUNEK et al., 2005).

Nossos resultados também reforgcam o que foi demonstrado no estudo de Bendova e
colaboradores, 2010, no qual o quelante de ferro SIH também apresentou maior citotoxicidade
em relacdo aos demais quelantes de ferro (DFO e DPF) porém, a protecdo do co-tratamento
com o SIH (100 uM) frente a citotoxicidade induzida pelo tBuOOH em células H9¢c2 foi
superior a dos quelantes de ferro lipofilicos, DPF (100 uM) e DFX (100 uM), enquanto que o
quelante de ferro DFO (100 uM), mais hidrossoluvel, nao teve efeito protetor (BENDOVA et
al., 2010).

Também no estudo de Dixon e colaboradores (2012) o quelante de ferro ciclopirox
olamina (CPX, 5 uM ) permedvel a membrana protegeu as células HT-1080 da ferroptose
induzida pela erastina e pelo RSL3 sendo mais potente que o quelante de ferro DFO (100 uM)
(DIXON et al., 2012). Dessa forma, nosso estudo, juntamente com os dados da literatura,
demonstram a relevancia da permeabilidade celular para a poténcia da agdo protetora dos
quelantes de ferro em relagdo a sua afinidade pelo ferro.

Além disso Dixon e colaboradores (2012) usando um modelo de cultura com fatias
organotipicas do hipocampo de ratos, que se assemelha ao hipocampo in vivo, uma vez que
preserva a integridade dos neuronios, as conexdes tanto inibitorias quanto excitatorias, € seus

suportes celulares, incluindo astrocitos e microglia, a coincubacdo dessas fatias com Glu (5
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mM) a Fer-1 (2 uM) ou o quelante de ferro CPX (5 uM) atenuaram a morte celular induzida
pelo Glu (DIXON et al., 2012). Dessa forma, demonstrando que tanto a acdo de antioxidantes
como a Fer-1 como a quelagdo de ferro sdo igualmente relevantes para a prote¢do contra a
oxitose/ferroptose.

No presente trabalho o quelante de ferro lipofilico SIH foi efetivo em proteger a célula
HT?22 frente a oxitose/ferroptose induzida pelos agentes ferroptoticos Glu, BSO e RSL3 apos 6
horas do insulto com esses agentes (Figuras 27 A, B, C, D, E e F). Dixon e colaboradores
também demonstraram que o quelante de ferro permedvel a membrana 2,2-bipiridil e o Trolox
foram adicionados as células HT-1080 até 6 horas apos a erastina e ainda conferiram prote¢ao
contra a morte ferroptotica (DIXON et al., 2012). Portanto, o efeito protetor dos quelantes de
ferro provavelmente esta relacionado com sua capacidade de impedir a propagacao da geracao
de ER dependentes do ferro que deve ser mais intensa apds 6 horas do insulto.

De maneira geral nossos resultados assim como algumas evidéncias da literatura
indicam que quelantes de ferro lipofilicos possuem uma agdo protetora mais eficaz e eficiente
em relacdo aos quelantes mais polares frente a morte ferroptdtica. Sugerindo que esses
quelantes lipofilicos, por apresentarem uma maior capacidade de penetrar as células, poderiam
agir bloqueando a gera¢ao de ER intracelulares dependentes de ferro que desencadeia a morte
ferroptdtica. Nesse contexto, foi avaliado primeiramente se os compostos pro-ferroptose Glu,
BSO e RSL3 induzem a deplecao de GSH e aumento das ER. Apds foi investigado se o quelante
de ferro SIH mitigaria esses eventos, procurando entender se a reversdo desses eventos pelo

SIH estaria envolvida no seu efeito protetor.

5.4.6 Efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a concentracio de GSH

em célula HT22

O efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a concentragdo de GSH das
células HT22 foi avaliado. A células foram expostas por 3 e 6 horas ao Glu (5 mM) ao BSO
(25 uM) ou ao RSL3 (50 nM) e apos cada periodo foi realizado o ensaio do NPSH. A exposi¢do
ao Glu por 3 horas causou uma redugdo significativa de 46% na concentragdo de GSH (Figura
29 A) e de 70% apo6s 6 horas de exposicao (Figura 29 C). O BSO reduziu de maneira significava
em torno de 34% a GSH intracelular ap6s 3 horas de exposi¢ao (Figura 29 A). Ap6s 6 horas de

exposicao, o0 BSO reduziu significativamente a concentracdo de GSH em 80% (Figura 29 D).
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A exposicao por 3 e 6 horas ao RSL3 ndo alterou a concentragdo de GSH das células HT22

(Figuras 29 B e D).

Figura 29 - Efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a concentracio de
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As células foram expostas (A e C) ao veiculo PBS 0,01 M), ao Glu (5§ mM) ou ao BSO (25 uM) e (B e
D) ao veiculo DMSO 0,05 % ou ao RSL3 (50 nM) por 3 ou 6 horas. Apos os periodos de exposicao
aos indutores, o ensaio do NPSH foi realizado e expresso pela percentagem do controle (células ndao
tratadas, 100 %). Os dados representam a média = EPM (n=3 -4). (A e C) * p <0,05; ** p <0,01;

*#% p < 0,001 indicam diferenga quando comparados ao grupo veiculo (PBS 0,01 M) (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey). (B e D) Néo foi encontrada diferenca significativa
(SD) entres os grupos veiculo (DMSO 0,05 %) e RSL3 apds o teste t ndo paramétrico.
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5.4.7 Efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a geracio de ER em

célula HT22

Em seguida o efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a geracdo de ER
foi avaliado. As células HT22 foram expostas por 1, 3, 6 e 8 horas ao Glu (5 mM) ao BSO (25
uM) ou ao RSL3 (50 nM) e ap6s cada periodo foi realizado o ensaio da DCF. A exposi¢ao ao
Glu, a partir de 6 horas, causou um aumento significativo de 70% na geragao de ER e de 100%
apos 8 horas de exposi¢ao (Figura 30 A). O BSO aumentou significativamente as ER em torno
de 60 e 80 % apos a exposi¢do por 6 e 8 horas, respectivamente (Figura 30 B). A exposi¢do por
3, 6 e 8 horas ao RSL3 levou ao aumento significativo das ER em torno de 80, 113 e 160%,

respectivamente (Figura 30 C).
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Figura 30 - Efeito temporal dos indutores de oxitose/ferroptose sobre a geracio de ER

em célula HT22.
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As células foram expostas (A e B) ao veiculo PBS 0,01 M, ao (A) Glu (5 mM) ou ao (B) BSO (25
uM) e (C) ao veiculo DMSO 0,05 % ou ao RSL3 (50 nM) por 1, 3, 6 e 8 horas. Apds os periodos de
exposicao aos indutores o ensaio da DCF foi realizado e expresso pela percentagem do controle
(células ndo tratadas, 100 %). Os dados representam a média = EPM (n=3 - 4). ** p <0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001 indicam diferenca quando comparados ao grupo veiculo do respectivo tempo
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc Tukey).

O ferro € um cofator necessario em muitos processos metabdlicos no sistema nervoso
central (SNC), incluindo a fosforilagio oxidativa, sintese de mielina, producao de
neurotransmissores € o transporte de oxigénio. Portanto, ¢ essencial que o fluxo e
armazenamento de ferro no cérebro sejam controlados a fim de manter os suprimentos
adequados de ferro para esses processos metabolicos, evitando o seu acimulo que pode levar a
danos oxidativos via reacdo quimica de Fenton (CRICHTON, DEXTER E WARD, 2011).

Estudos através de imagens por ressonincia magnética foram capazes de detectar o
acumulo de ferro em pacientes com doengas neurodegenerativas, demonstrando que héd uma
desregulacdo na homeostase do ferro nessas doencas (RAVEN et al., 2013; DEVOS et al.,
2014; CRICHTON et al., 2019). Além disso, os primeiros estudos post-mortem revelaram
niveis reduzidos de GSH no cérebro de pacientes com a DP (NUNEZ et al., 2012). Esses
achados indicaram que assim como o aciimulo de ferro, a deplecdo de GSH pode desempenhar
um importante papel no processo neurodegenerativo. Mas ainda ndo se sabia qual poderia ser a
relacdo entre a deple¢do de GSH e a presenga do ferro na morte dos neurdnios acometidos pelas
doencgas neurodegenerativas.

Contudo no estudo de Pamela Maher (2018) foi observado que o ferro em concentragdes
baixas (2,5 — 10 uM) e ndo toxicas potencializou somente a citoxicidade de compostos que
depletam a GSH das células, como o Glu, a sulfosalazina e a erastina que bloqueiam o sistema
xc’, bem como BSO, que bloqueia a sintese de GSH por inibir a GCL em células HT22. Assim,
essas observacgdes sugerem que o ferro pode aumentar especificamente a morte celular em
condi¢des em que as concentragdes de GSH sao reduzidas (MAHER, 2018). Corroborando os
eventos relacionados com a oxitose/ferroptose, na qual também ¢ evidenciado que a deplecao
de GSH leva ao aumento de ERO, as quais podem mobilizar o ferro intracelular. A presenca do
ferro livre, por sua vez potencializa a geragao das ERO, bem como as ER lipidicas acarretando
na morte celular (TAN, SCHUBERT E MAHER, 2001; SIMUNEK et al., 2005, DIXON et al.,
2012; YANG et al., 2014, FORCINA E DIXON, 2019; MAHER, CURRAIS, SCHUBERT,
2020).
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O presente estudo demonstrou que os compostos ferroptdticos Glu e BSO, em 3 horas,
depletaram a GSH tendo um efeito mais significativo ap6s 6 horas de exposi¢ao (Figuras 29 A
e C) e como consequéncia aumentaram as ER citosolicas das células HT22 de maneira tempo
dependente a partir de 6 horas (Figuras 30 A e B). Corroborando Tan, Schubert e Maher, 2001
os quais descreveram que o Glu em 6 horas depleta 80% da GSH e a partir das 6 horas de
exposicdo ao Glu ocorre um aumento exponencial de ER (TAN, SCHUBERT E MAHER,
2001; MAHER, CURRAIS, SCHUBERT, 2020). O agente ferroptotico RSL3 nao alterou a
concentracdo de GSH das células HT22 (Figuras 29 B e D), corroborando o estudo de Yang e
colaboradores (2014) o qual mostrou que o composto RSL3 ndo altera a concentragdo
intracelular de GSH, porém sua agdo envolve a inibigao especifica da enzima GPx4. Pelo fato
do composto RSL3 inibir diretamente a enzima GPx4 sem a necessidade de depletar a GSH,
diferente dos demais compostos Glu e BSO, 3 horas de exposi¢do ao RSL3 ja leva ao aumento
das ER (Figuras 30 C).

A GSH ¢ um tripeptideo formado pelos residuos dos aminoéacidos glutamato, cisteina e
glicina, sendo conhecida como o antioxidante de baixo peso molecular mais importante e
abundante presente no interior das células. Este tripeptideo encontra-se nao somente no citosol,
mas também no nucleo e nas mitocondrias, em concentragdoes de milimolares (1 a 10 mM),
onde desempenha suas fungdes, principalmente como um agente antioxidante (ESPINOSA-
DIEZ et al., 2015; MAZZETTI et al., 2015; FARINA E ASCHNER, 2019). No cérebro a
concentragdo de glutationa ¢ de aproximadamente 1 a 2 mM, sendo encontrada principalmente
na sua forma reduzida (GSH) e, apenas em torno de 1 %, na forma oxidada (GSSG) (COOPER
et al.,1980, MAZZETTI et al., 2015).

A concentracao intracelular de GSH ¢ responsiva a fatores ambientais (externos) como,
estimulos fisicos (temperatura, radia¢des), metais pesados, glicose, xenobioticos assim como a
estimulos produzidos no interior das células como, aumento de ER (MAZZETTI et al., 2015).
Estes fatores podem alterar as concentragdes intracelulares de GSH e, dessa forma, prejudicar
a homeostase redox celular que ¢ essencial para a manuten¢ao de importantes funcdes celulares
como a proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia (SIES, 2017). Em vista disso, a GSH
tem papel de destaque na manutencdo do estado redox celular e consequentemente para a
sobrevivéncia celular. Neste contexto, durante o metabolismo celular o processo de respiracao
aerobica que ocorre nas mitocondrias permite a geracdo de ATP, mas também resulta na
producdo de ERO. Dentre estas ERO o H2O; se destaca devido ao seu papel na sinalizagdo

redox que envolve o eustresse e o distresse oxidativo (SIES, 2017).
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O eustresse oxidativo compreende as respostas fisiologicas (proliferagdo, diferenciacao
e sobrevivéncia) ou adaptativas (ativagao das vias Keap1/Nrf2 ou NF-kB) desencadeadas por
concentragdes intracelulares baixas do H>O> (1-10 nM) ou mais altas (at¢ 100 nM),
respectivamente. Por outro lado, concentragdes supra-fisiologicas de H>O» (> 100 nM) levam
ao distresse oxidativo, o qual € responsavel por danos em biomoléculas, respostas inflamatorias,
interrupcao do crescimento celular e morte celular por varios mecanismos (SIES, 2017). Ou
seja, as ERO por um lado sdo necessarias para uma variedade de processos biologicos normais
(eustresse); contudo, seu excesso tém sido associado a degeneragdo de tecidos e morte celular
(distresse) (SIES, 2017).

Portanto, para manter o equilibrio redox celular evitando o distresse oxidativo as células
possuem sistemas de defesas antioxidantes altamente complexos, entre os quais o sistema
dependente da GSH prevalece (SEILER et al., 2008). Este sistema envolve a atividade das GPx
as quais sdo enzimas altamente conservadas evolutivamente que usam GSH como cofator para
reduzir peréxidos (por exemplo, R-OOH) em seus alcoois correspondentes (R-OH), limitando
assim a formacao de radicais toxicos (por exemplo, R-O¢) dependente de metal de transi¢ao
(por exemplo, F?*) e assim evitando a morte por oxitose/ferroptose (BRIGELIUS-FLOHE E
MAIORINO, 2013, ESPINOSA-DIEZ et al., 2015, FORCINA E DIXON, 2019).

Neste contexto, fica claro a importancia da GSH na manutencdo das concentracdes
fisiologicas das ER geradas pelas cé€lulas, preservando a homeostase redox celular e assim
prevenindo a oxitose/ferroptose. Além disso, nossos resultados reforgaram que a geragao de ER
¢ um evento que ocorre apds a deplecao substancial de GSH e que provavelmente é capaz de
levar ao aumento do ferro livre, potencializando a geracdo de ER e também gerando ER
lipidicas caracteristicas da morte celular ferroptotica. Dessa maneira foi avaliado se a protecao
do composto SIH frente a oxitose/ferroptose em nosso modelo com as célula HT22 envolveria
a mitigacdo da reducdo da concentragdo da GSH causada pela exposicao ao Glu e ao BSO.

Assim como o aumento das ER induzido pelos agentes pro-ferroptose Glu, BSO e RSL3.

5.4.8 Efeito do quelante de ferro SIH frente a reducio da concentraciao de GSH induzida

pelos compostos pro-ferroptose Glu e BSO

As células HT22 foram expostas ao Glu (5 mM) ou ao BSO (25 uM) durante 6 horas.
Apbs as 6 horas de exposicao aos indutores, as células HT22 foram tratadas com SIH (3 pM)

e, depois de 24 horas, de exposicao ao Glu ou ao BSO, o ensaio do NPSH foi realizado. O
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tratamento com o quelante de ferro SIH reverteu parcialmente a redugdo da concentragdo de

GSH induzida pelo Glu, porém ndo teve efeito sobre a deplecao de GSH causada pela exposi¢ao

ao BSO (Figuras 31 A e B respectivamente).

Figura 31 - Efeito do quelante de ferro SIH frente a reducio da concentracio de GSH
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As células foram expostas ao (A) Glu 5 mM ou (B) BSO 25 uM por 6 horas. Apds 6 horas as células
foram tratadas com o SIH (3,0 uM) e apos 24 horas da exposicao o ensaio do NPSH foi realizado.
Cada barra representa a média = EPM (n = 4). *** p <0,001; **** p <0,0001 indica diferenga quando
comparado ao grupo controle (veiculo-PBS 0,01 M) segundo a ANOVA de duas vias seguido pelo

teste de post hoc Tukey.

5.4.9 Efeito do quelante de ferro SIH frente ao aumento das ER induzido pelos

compostos pro-ferroptose Glu, BSO ou RSL3

Além disso, as células HT22 foram expostas ao Glu (5 mM), ao BSO (25 uM) ou ao

RSL3 (50 nM) durante 6 horas. Ap6s as 6 horas de exposi¢do aos indutores, as células HT22

foram tratadas com SIH (3 uM) e durante 2 horas foi avaliada a geracdo de ER citosodlicas pela

sonda DCF. O tratamento com o quelante de ferro SIH reverteu totalmente a geragao de ER
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tanto induzida pelo Glu quanto pelo BSO (Figuras 32 A e B, respectivamente) e reverteu

parcialmente o aumento das ER induzido pelo RSL3 (Figura 32 C).
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Figura 32 - Efeito do quelante de ferro SIH frente ao aumento das ER induzido pelos

compostos pro-ferroptose Glu, BSO ou RSL3.
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As células foram expostas ao (A) Glu 5 mM, (B) BSO 25 uM ou (C) RSL3 50 nM por 6 horas e ap6s

6 horas as células foram tratadas com o SIH (3,0 uM) e a fluorescéncia da DCF foi medida durante 2

horas. Cada barra representa a média + EPM (n = 4). ** p < 0,01 indica diferenca quando comparado

ao grupo controle (veiculo) e # p < 0,05 quando comparado ao grupo Glu SMm (A) ou ao grupo BSO
25 uM (B) segundo a ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post hoc Tukey.

Nesse estudo foi demonstrado que o composto SIH protegeu totalmente as células
HT22 frente a citotoxicidade do Glu (Figura 28 A-B) revertendo apenas parcialmente a
deplecao de GSH induzida pelo Glu (Figura 31 A). Além disso, o composto SIH protegeu de
maneira parcial a citotoxicidade induzida pelo BSO (Figura 28 C-D) sem reverter a redugado da
GSH causada pelo BSO (Figura 31 B).

Um estudo com células de hepatoma derivadas de humanos (HepG2) mostrou que o
tratamento com SIH ou com HAPI (andlogo do SIH com maior estabilidade a hidrélise) (10
uM) ap6s 24 horas aumentou a concentracdo de ERO sem causar morte celular. Os quelantes
SIH e HAPI (50 uM; apos 24 horas) aumentaram a concentragdo de GSH e a expressdo da
enzima GCL via ativacdo do Nrf2 dependente das ERO (CARO et al., 2015).

Dessa forma, € possivel que o tempo de tratamento das células HT22 com o composto
SIH em nosso modelo ndo foi suficiente para reverter completamente o efeito do Glu e do BSO
sobre a concentracdo intracelular de GSH. Sugerindo que o co-tratamento do quelante de ferro
SIH com os indutores de oxitose/ferroptose Glu e BSO poderia mitigar a deplegdo de GSH
causada por esses agentes ferroptoticos.

Apesar do quelante de ferro SIH em nosso modelo de oxitose/ferrotose nao ter
revertido totalmente a deplecdo de GSH induzida pelo BSO e pelo Glu (Figuras 31 A-B) esse
quelante de ferro reverteu totalmente o aumento de ER induzido por esses agentes ferroptdticos
(Figuras 32 A e B, respectivamente) e bloqueou parcialmente a geragdo de ER induzida pelo
RSL3 (Figura 32 C). Em um modelo de oxitose induzido pelo Glu em células HT22 a exposic¢ao
apods 7 horas ao Glu causou a deplecdo de GSH, aumento das ER citosoélicas e peroxidagao
lipidica e todos esses efeitos foram potencializados na presenca do ferro (MAHER, 2018).
Porém, o ferro sozinho nao teve efeito toxico para as células HT22 além de ndo depletar a GSH
intracelular, mas aumentou as ER citosolicas. Dessa forma ¢ possivel que o aumento da
citotoxicidade do Glu induzido pelo ferro esteja relacionado a sua capacidade em aumentar a
concentracdo de ER (MAHER, 2018).

Portanto, esses dados indicam que o bloqueio da geragao ER dependente de ferro teria
um efeito protetor frente a oxitose/ferroptose. De fato, os resultados aqui obtidos mostraram

que os agentes ferroptéticos Glu e BSO aumentaram as ER das células HT22 a partir de 6 horas
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de exposi¢do (Figuras 30 A-B) e o quelante de ferro SIH reverteu totalmente esse aumento
(Figuras 32 A-B) além de proteger total e parcialmente a citotoxicidade induzida pelo Glu e
pelo BSO, respectivamente (Figuras 28 A-D). O RSL3 a partir 3 horas de exposi¢ao levou ao
aumento das ER (Figura 30 C) e o quelante de ferro SIH bloqueou parcialmente esse aumento
(Figura 32 C) além de proteger parcialmente as células HT22 frente a oxitose/ferroptose
induzida pelo RSL3 (Figuras 28 E-F).

Um estudo mostrou que o ferro livre intracelular ¢ essencial para mediar os efeitos
toxicos do H>O,. Uma vez que a quelagao do ferro pelo SIH permitiu a sobrevivéncia das células
HO9c2 em um ambiente letal induzido pelo H>O2 (100 uM), porém com a reintrodugao do ferro
o efeito protetor ¢ perdido, assim como, quando o quelante SIH ¢ adicionado 1 hora apds o
H>0: (SIMUNEK et al., 2005). Outro estudo demonstrou que o pré-tratamento por 4 horas com
o SIH também protegeu as células ARPE-19 de concentracdes letais de H2O2 (LUKINOVA et
al., 2009). Além de proteger da citotoxicidade causada pela exposi¢cdo a estaurosporina (200
nM) de maneira concentracao dependente. Bem como o co-tratamento com o quelante de ferro
SIH (3 uM) impediu o aumento da geracdo de ER citosolicas e mitocondriais induzido pela
estaurosporina (200 nM) (LUKINOVA et al., 2009).

No estudo de Bendova e colaboradores (2010) foi mostrado que o composto SIH
apresentou uma maior capacidade em quelar o ferro intracelular em relagdo a DFO e a DPF em
células H9¢2, provavelmente devido a sua melhor permeabilidade celular. O co-tratamento com
os quelantes de ferro lipofilicos SIH e DFP apresentaram uma eficacia semelhante e maior que
a DFO em bloquear o aumento das ER induzida pela exposi¢do ao tBuOOH, porém o quelante
de ferro SIH foi o que apresentou maior protegdo frente a citotoxicidade do tBuOOH
(BENDOVA et al., 2010).

Portanto, nossos resultados bem como os da literatura sugerem que a quelacdo de
ferro, principalmente por quelantes lipofilicos, como o SIH exerce um efeito protetor frente a
agentes oxidativos, que induzem oxitose/ferroptose, por meio do bloqueio da geragao de ER.
Os quelantes de ferro, principalmente os lipofilicos, sdo geralmente classificados como
antioxidantes preventivos, pois normalmente ligam-se ao Fe*" intracelular com alta afinidade
impedindo a sua redugdo por redutores celulares, inibindo assim a geracdo de ERO através da
reacdo de Fenton (SIMUNEK et al., 2005).

Porém, tendo em vista que compostos com agdo antioxidante direta tem efeitos
protetores significativos frente a oxitose/ferroptose (DIXON et al., 2012; FRIEDMANN
ANGELI et al; 2014; ZILKA et al., 2017) foi investigada a capacidade dos compostos DFO,
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DFCAF, SIH e DFP em reduzir o radical estavel 2,2-difenil 1-picrilhidrazil (DPPHe) em um
meio livre de células. O Trolox, um antioxidante fendlico andlogo mais hidrossoluvel da
vitamina E, e a Fer-1, que apresenta acdo antioxidante direta sobre as ER lipidicas, foram

utilizados para comparar suas atividades antioxidantes diretas com os compostos DFO,

DFCAF, SIH e DFP.

5.4.10 Efeito antioxidante direto dos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e DFP

De acordo com a figura 33 a Fer-1 assim como o Trolox na concentrag¢do de 30 uM
reduziram de maneira significativa o radical DPPHe ambos em torno de 50% (47%, p < 0,01 ¢
53, % p < 0,001, respectivamente, figura 33). A DFCAF também reduziu significativamente o
radical DPPHe, em torno de 50% (47%, p < 0,01, figura 33), na concentragdo de 30 uM. Ja a
DFO reduziu significativamente o radical DPPHe tanto na concentragao de 10 uM quanto na de
30 uM (37%, p < 0,05 e 64%, p < 0,0001, respectivamente, figura 33). Enquanto que os
quelante SIH e DFP ndo tiveram a capacidade de reduzir o radical DPPHe (Figura 33).

Figura 33 - Efeito antioxidante direto dos quelantes de ferro DFO, DFCAF, SIH e DFP.
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Ap6s 1 hora de incubag@o do radical DPPHe com Fer-1, Trolox, e os quelantes de ferro DFO, DFCAF,
SIH e DFP (3, 10 e 30 uM) ou com o veiculo (DMSO 0,05 %) foi realizada a leitura da absorbancia
em 518 nm e os dados foram expressos como a percentagem do controle (somente DPPH, 100 %).

Cada barra representa a média = EPM (n =4). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001

indicam diferenga quando comparados ao grupo controle veiculo, (ANOVA de duas vias seguido pelo

teste de post hoc Tukey).
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No estudo de Alta e colaboradores (2014) a DFCAF e a DFO, em concentracdes entre
2 e 3 uM, bloquearam cerca de 70% a oxida¢ao da sonda diidrorodamina (DHR) induzida pelo
ferro e ascorbato, ja a DFP na mesma concentra¢cdo bloqueou aproximadamente 50%. A DFP ¢
um quelante de ferro bivalente e, portanto, trés moléculas sdo necessarias para quelar um ion
de ferro e assim previnir a oxidacdo da sonda catalisada pelo ferro, enquanto que ¢ apenas
necessaria uma molécula da DFO e da DFCAF (ALTA et al., 2014).

Além disso, Alta e colaboradores (2014) também demonstraram a capacidade dos acidos
hidroxamicos presentes na DFO e na DFCAF em doarem protons para o radical DPPHe. A DFO
¢ a DFCAF na concentragdo aproximada de 10 uM reduziram o radical DPPHe em torno de 60
e 40 % respectivamente. J4 na concentragdo aproximada de 30 uM de DFO e de DFCAF a
reducdo do radical DPPHe foi cerca de 80% para ambas (ALTA et al., 2014). Os resultados
aqui obtidos com os quelantes de ferro DFO e DFCAF foram semelhantes porém, na
concentragdo de 30 uM a reducdo do radical DPPHe foi de aproximadamente 60 e 50%
respectivamente (Figura 33 A).

De maneira geral, os resultados do presente estudo demonstraram que os quelantes
SIH e DFP, os mais lipofilicos, ndo apresentaram atividade antioxidante direta através do ensaio
do DPPH. Por outro lado, os quelantes de ferro DFO e DFCAF tiveram uma atividade
antioxidante semelhante aos compostos antioxidantes Trolox e Fer-1 na maior concentragdo
(Figura 32 A). Entretando, diferente do composto SIH, os quelantes de ferro DFO, DFCAF e
DFP ndo apresentaram acdo protetora frente ao nosso modelo de oxitose/ferroptose (Figuras
24, 25 e 26 respectivamente), assim o efeito antioxidante direto ndo parece ser importante para
a sua prote¢do. Entretanto, tendo em vista que o ensaio aqui utilizado ndo mimetiza condi¢des
fisiologicas, mais estudos utilizando outras técnicas que avaliam efeitos antioxidantes diretos
devem sem realizadas para melhor compreender a relagdo entre o efeito antioxidante e a
protecdo frente a oxitose/ferroptose.

Um estudo mostrou que o composto SIH por meio da quelagdo do ferro intracelular
reduziu a geracao das ERO e aumentou a expressao do mRNA para o receptor 1 da transferrina
(TfR1) que ¢ uma proteina de membrana que se liga ao complexo transferrina-ferro e ¢
internalizado para liberar ferro dentro do citoplasma (LUKINOVA et al., 2009). Outro estudo
demonstrou, em células HepG2 que, além da propriedade antioxidante indireta determinada
pela capacidade dos quelantes de ferro STH e HAPI (andlogo do SIH com maior estabilidade a
hidrélise) de prevenir a redugio do Fe**, esses quelantes de ferro também apresentaram agio

antioxidante através de um efeito de hormese oxidativa mediado pela ativacdo do fator de
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transcri¢do Nrf2. A hormese oxidativa ¢ definida como um processo no qual a exposicao a uma
baixa concentracdo de um oxidante induz uma resposta protetora antioxidante adaptativa
(CARO et al., 2015).

Portanto, sugere-se que o SIH além da quelagdo de ferro, bloqueando a geragao de
ER, pode desempenhar um papel protetor através da ativacdo do fator de transcricdo Nrf2
(CARO et al., 2015). O Nrf2 ¢ um fator de transcri¢do chave responsavel pela manutengao do
equilibrio redox da célula, que regula a expressao de genes antioxidantes, como as subunidades
catalitica e regulatoria da enzima GCL (GCLC/GCLM) e a enzima GPx4, bem como de genes
do metabolismo do ferro como a cadeia leve e pesada da ferritina (FTL/FTHI)
(ABDALKADER et al., 2018; ANANDHAN et al; 2020).

Contudo, mais estudos sdo necessarios para saber se o efeito protetor do SIH frente a
citotoxicidade dos agentes ferroptdticos Glu, BSO e RSL3 envolve a ativagdo do Nrf2. Além
disso, seria interessante investigar o efeito desse quelante de ferro em modelos in vivo de
oxitose/ferroptose para testar sua toxicidade bem como seu efeito protetor. Dessa maneira, seria
possivel indicar moléculas semelhantes ao SIH para auxiliar no tratamento de doengas nas quais
a oxitose/ferroptose esteja envolvida, como no caso das doengas neurodegenertivas. Com os

resultados, obtidos no capitulo II desse trabalho, um segundo artigo esta sendo elaborado.

55 CONCLUSAO CAPITULO I

Este estudo mostrou que o quelante de ferro lipofilico SIH apresentou efeito protetor
contra trés diferentes indutores de oxitose/ferroptose. Esse efeito possivelmente envolve o
bloqueio da geragdo de ER dependentes de ferro. Portanto, sugerindo ser uma molécula
quelante de ferro mais promissora para o desenvolvimento de farmacos que auxiliem no

tratamento de doencas nas quais a oxitose/ferroptose esteja envolvida.

5.6 PERSPECTIVAS CAPITULO II

Visando um trabalho futuro, além de quelar o ferro € possivel que o composto SIH esteja
exercendo um efeito protetor pela ativagdo do fator de transcrigdo Nrf2 e assim modulando

importante proteinas envolvidas na oxitose/ferroptose, como as enzimas GCL (GCLC/GCLM)
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e GPx4 e a proteina ferritina (FTL/FTH1). Dessa forma, algumas analises podem ser realizadas

a fim de investigar essa hipotese, tais como:

1.

Avaliar a possivel ativagdo do fator de transcri¢ao Nrf2 pelo composto SIH através
da imunocitoquimica, na qual avalia-se a translocacdo do Nrf2 do citoplasma para
o nucleo em células HT22;

Avaliar a possivel ativagdo do fator de transcricdo Nrf2 pelo composto SIH através
da andlise do imunocontetido de proteinas como a GLC (GCLC/GCLM), GPx4 e
FTL/FTH1 em células HT22 tratada com esse composto, pela técnica de Western

Blotting.
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ANEXO 1 — Artigo do capitulo I

Artigo publicado na revista Free Radical Research referente aos resultados obtidos no

capitulo L.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Ferroptosis, an iron-dependent form of cell death, has critical roles in diverse pathologies. Data Received 10 June 2021

on the temporal events mediating the prevention of ferroptosis are lacking. Focused on temporal ~ Revised 30 November 2021
aspects of cytotoxicity/protection, we investigated the effects of classic (Fer-1) and novel [2,6-di-  Accepted 8 December 2031
tert-butyl-4-{2-thienylthio)phenol (€1) and 2 6-di-tert-butyl-4-(2-thienylselano)phencl {C2)] anti-fer-
roptotic agents against RSL3-, BSO- or glutamate-induced ferroptosis in cultured HT22 neuronal Faroptosis; teatment;
cell line, comparing their effects with those of the antioxidants trolox, ebselen and probucol. . conditions; lipid
Glutamate (5mM), BSO (25uM) and RSL3 (50nM) decreased approximately 40% of cell viability peroxidation: probu-
at 24h. At these concentrations, none of these agents changed cell viability at 6h after treat-  col analogues
ments; RSL3 increased lipoperoxidation from 6h, although BSO and glutamate only did so at

12h after treatments. At similar conditions, BSO and glutamate (but not RSL3) decreased GSH

levels at 6h after treatments. Fer-1, €1 and €2 exhibited similar protective effects against glu-

tamate-, BSO- and RSL3-cytotoxicity, but this protection was limited when the protective agents

were delivered to cells at time-points characterized by increased lipoperoxidation (but not gluta-

thione depletion). Compared to Fer-1, €1 and €2, the anti-ferroptotic effects of trolox, ebselen

and probucol were minor. Cytoprotective effects were not associated with direct antioxidant effi-

cacies. These results indicate that the temporal window is central in affecting the efficacies of

anti-ferroptotic drugs in acute scenarios; ferroptosis prevention is improbable when significant

rates of lipoperoxidation were already achieved. €1 and €2 displayed remarkable cytoprotective

effects, representing a promising new class of compounds to treat ferroptosis-related

pathologies.
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