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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pelo médico alemao Alois Alzheimer,
em 1906, o qual definiu como uma neuropatologia, ndo reconhecida, que cursa
com deméncia, destacando os sintomas de déficit de memdria, alteracdes de
comportamento e incapacidade para as atividades rotineiras (GOEDERT et al.,
2006). A fisiopatologia da DA é complexa, e varias hipoteses foram descritas para
explicar a patogénese da doencga, no entanto, a etiologia exata ainda néo € clara
(PENG et al., 2016). Entretanto, sabe-se que o estresse oxidativo, esta presente
ao longo de todas as fases desta patologia causando danos neuronais e morte
celular (KAMAT et al., 2016; KUMAR et al., 2018; TANG et al., 2019).

Os principais farmacos utilizados para o tratamento da DA apresentam muitos
efeitos adversos além de custos elevados, e objetivam apenas o tratamento dos
sintomas retardando o progresso da DA (JOE et al., 2019; KUMAR et al., 2018).
Desta forma destaca-se a importancia do estudo de novas classes de compostos
em busca de melhores terapias que possam beneficiar pacientes DA.

As tiazolidinonas sao compostos heterociclicos de cinco membros que
apresentam em sua estrutura um atomo de enxofre, um atomo de nitrogénio e
uma carbonila. Varias propriedades terapéuticas ja tém sido descritas na literatura
em relagdo a esses compostos como agdo antioxidante (GERONIKAKI et al.,
2013), antitumoral e anti-inflamatoria (SILVA et al.,, 2016). Sendo assim, o
presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos in vivo da tiazolidinona
sintética 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(piperidina-1-yl)propil)tiazolindin-4-ona (DS12) sobre
o déficit de memodria e em parametros de estresse oxidativo em coértex cerebral de
ratos submetidos a um modelo experimental de amnésia induzida pela
administracao de escopolamina.

2. METODOLOGIA

Sintese da molécula

A sintese do 2-(4-(metiltio)fenil) -3-(piperidina-1-yl)propil)tiazolindin -4- ona
(DS12) foi realizada pela reagao multicomponente de uma amina primaria, um
benzaldeido e o acido mercaptoacético (SILVA et al., 2016). A tiazolidinona foi
devidamente confirmada e caracterizadas por CG-EM e por RMN de 'H e *C.

Animais e modelo experimental de déficit de meméria induzido por
escopolamina

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos adultos os quais foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. O protocolo experimental foi
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aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA 46528-2018). Os
animais foram divididos em quatro grupos: controle (C), escoplamina (SCO),
SCO+DS12 (5 mg/kg) e SCO+DS12 (10 mg/kg).

Os animais foram tratados com a DS12 por via oral durante 7 dias, no 8° dia
foi realizado o treino na esquiva inibitéria e 1 hora apds foi aplicada a dose de
1mg/kg de escopolamina (SCO) por via intraperitoneal. Vinte e quatro horas apos,
os animais foram submetidos ao teste da esquiva inibitéria no qual o tempo de
laténcia foi cronometrado. Em seguida procedeu-se a eutanasia e o cortex
cerebral foi coletado.

Estresse Oxidativo em cértex cerebral

- Preparagao da amostra

O coértex cerebral foi homogeneizado (1/10 p/v) usando tampao fosfato de
sédio 20 mM, pH 7,4 contendo KCI 140 mM. O homogeneizado foi centrifugado a
2500 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado em analises posteriores.

- Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Foi adicionado tamp&o Tris-HCI na amostra e posteriormente foi adicionado
Diacetato de Diclorofluoresceina (DCFH-DA). A oxidagdo de DCFH-DA em 2',7’-
diclorofluoresceina (DCF) fluorescente foi mensurada em espectrofotometro de
fluorescéncia (ALl et al., 1992).

- Quantificagao de nitritos

Os nitritos foram medidos pela reacdo de Griess. O homogeneizado foi
incubado com sulfanilamida a 1% e dicloridrato de N-1-nafiletiletilenodiamina a
0,3% a temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida a 540 nm
usando nitrito de sédio como padréao (STUEHR et al., 1989).

- Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O sobrenadante foi misturado com 10% de TCA e centrifugados. O
sobrenadante foi coletado e misturado com TBA (0,67%) e incubado em bloco
seco a 100°C por 30 min. Os niveis de TBARS foram determinados em
absorbancia a 535 nm (ESTERBAUER et al., 1990).

- Atividade da superéxido dismutase (SOD)

Este ensaio baseia-se na inibicdo da auto-oxidacao da adrenalina dependente
de superdxido ao adenocromo. A atividade da SOD foi medida de acordo com
Misra e Fridovich 1972.

- Atividade da Catalase (CAT)

A decomposi¢ado de H,O, 30 mM em tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0) foi monitorada continuamente a 240 nm por 180 seg a 37°C, de acordo com
Aebi 1984.

- Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida de Tukey-
Kramer. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando
P<0,05. Os dados foram expressos como média + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi possivel observar que a adminstracdo da molécula DS12 em ambas
concentracdes foi capaz de prevenir os danos de memoria causados pela SCO
(figura 1).
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Figura 1: Efeito do tratamento com tiazolidinona DS12 (5 mg/kg e 10 mg/kg)
sobre o déficit de memoria em ratos submetidos a um modelo de amnésia
induzido por escopolamina. P < 0,001 comparado ao grupo controle, ~ P <
0,001 comparado ao grupo escopolamina.

Em cértex cerebral a SCO induziu um aumento significativo das ERO,
nitritos e TBARS, enquanto que o tratamento com a molécula DS12 nas
concentragdes de 5 e 10 mg/kg foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de
nitritos e na concentragado de 10 mg/kg também foi capaz de prevenir o aumento
dos niveis de ERO e TBARS. Além disto, a SCO causou uma redugao na
atividade das enzimas SOD e CAT, e a DS12 em ambas as concentragdes foi
capaz de prevenir estas alteragdes (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do tratamento com tiazolidinona DS12 (5 mg/kg e 10 mg/kg) nos
niveis nitritos (A), espécies reativas de oxigénio (B), TBARS (C) e atividade das
enzimas superoxido dismutase (D) e catalase (E) em coértex cerebral de ratos
submetidos a um modelo de amnésia induzido por escopolamina (SCO). *P <0,05,
P <0,01, P <0,001 diferente do grupo controle, P <0,05, P <0,01, P <0,001
diferente do grupo SCO.

A SCO é um antagonista do receptor muscarinico que quando administrado de
forma sistémica possui capacidade de prejudicar a memoria e o aprendizado
(TANG et al, 2019). Os resultados demonstram que a SCO induziu
comprometimento da memdria, observado pelo menor tempo de laténcia dos
animais na plataforma, além disto cabe destacar que as alteragdes causadas pela
SCO nos marcadores de estresse oxidativo s&o similares as encontradas na DA,
principalmente no hipocampo e no coértex cerebral, regibes do cérebro que
apresentam as principais lesbes neuropatolégicas (AGOSTINHO et al., 2010).
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Neste contexto o pré-tratamento realizado com a DS12 nas concentracdes de 5 e
10 mg/kg foi capaz de prevenir a perda de memdria induzida pela SCO (Figura 1),
bem como foi capaz de prevenir as alteracbes dos marcadores de estresse
oxidativo em cortex cerebral (Figura 2).

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos com este trabalho somam com as propriedades
biolégicas ja relatadas em estudos anteriores com esta classe de compostos,
sugerindo assim que elas podem ter um potencial terapéutico para o tratamento
de doengas neurodegenerativas, como a DA. Entretanto mais estudos s&o
necessarios para melhor elucidacido dos mecanismos de atuacao desta molécula.
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