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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma patologia neurodegenerativa cujos
principais sintomas sdo déficit de memodria, alteragcbes de comportamento e
incapacidade para as atividades rotineiras. Além disto, o0s aspectos
anatomopatolégicos da doenca sdo o acumulo de placas senis e de emaranhados
neurofibrilares bem como a perda neuronal (GOEDERT et al., 2006).

A relacéo entre o sistema colinérgico e a deméncia do tipo Alzheimer tem sido
amplamente descrita na literatura, uma vez que modificagbes neuroquimicas na
sinalizagdo colinérgica estdo envolvidas nas alteracdbes de memoria,
aprendizagem e atencédo (SCHLIEBS, 2006). Neste sistema a acetilcolinesterase
(AChE) é responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas
sinapses colinérgicas (ODA, 1999). Os principais farmacos hoje licenciados para
o tratamento da DA sao inibidores da AChE, entretanto, estes farmacos
apresentam amplos efeitos adversos, bem como um alto custo para o tratamento
(FORLENZA, 2005; ARAUJO et al., 2016).

Além disso, estudos tém demonstrado que a inibicdo da enzima Na* K*-
ATPase tem uma significante correlacdo com os déficits cognitivos em diversos
modelos de doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e Parkinson,
(JOVICIC et al., 2008; BAGH et al., 2008). Esta enzima é responsavel pelo
equilibrio eletrolitico celular, pelo controle dos potenciais de repouso e pela
modulacao da liberacéo e captacao de neurotransmissores (STAHL et al., 1986).

As tiazolidinonas sdo compostos heterociclicos de origem sintética, que tem
demonstrado varias propriedades terapéuticas como acdo antioxidante,
antitumoral e anti-inflamatoria (GERONIKAKI et al., 2013; SILVA et al., 2016).
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito in vivo da 2-
(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyhthiazolidin-4-one na atividade das
enzimas AChE e Na*",K*-ATPase em hipocampo e cortex cerebral de ratos
submetidos a um modelo experimental de déficit de memdria induzido por
escopolamina, bem como avaliar a memoria destes animais no teste de esquiva
inibitoria.

2. METODOLOGIA

Sintese da molécula

A  sintese da tiazolidinona 2-(4-(metiltio)fenil) -3-(piperidina-1-
yl)propil)tiazolindin -4- ona (DS12) foi realizada de acordo com Silva et al. (2013)
pela reagcdo multicomponente de uma amina priméaria, um benzaldeido (4-
(metiltio)benzaldeido ou 4-(metilsulfonil)benzaldeido), e o acido mercaptoacético.
Quando necessério, os produtos foram purificados por cromatografia em coluna,
utilizando como eluente a mistura hexano:acetato de etila na proporgao 8:2. A
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tiazolidinona sintetizada foi devidamente confirmada e caracterizada por CG-EM e
por RMN de 'H e 3C. O composto DS12 foi solubilizada em 6leo de canola e foi
utilizada para o presente estudo.

Animais e modelo experimental de déficit de memodria induzido por
escopolamina

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos adultos os quais foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Todos os procedimentos
envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacao
Animal (CEEA 9219). 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 molécula (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, onde o
hipocampo e o cortex cerebral foram coletados.

Atividade da acetilcolinesterase em cortex e hipocampo

Os tecidos foram homogeneizados em Tris-HClI 10 mM, pH 7.4,
centrifugados e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico de acordo com
ELLMAN et al. (1961), o qual , baseia-se na formacédo do anion amarelo 5-tio-2-
nitrobenzoico. Os resultados foram expressos em umol AcSCh/h/ mg de proteina.

Atividade da enzima Na*,K*-ATPase

Os tecidos foram homogeneizados em Tris-HCI, livre de fosfato, centrifugados
e o0 sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico de acordo com FISKE e
SUBBAROW (1927). A quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi
qguantificado colorimetricamente utilizando KH2-PO4 como padrdo. A atividade
especifica da Na*,K*-ATPase foi calculada através da diferenca entre a atividade
insensivel a ouabaina da atividade geral (na auséncia da ouabaina) e os
resultados foram expressos em nmol de Pi/mg de proteina/minuto.

Andlise estatistica

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
No teste de esquiva inibitoria, observou-se que as duas concentracdes da
molécula DS12 foram capazes de prevenir o déficit de memoria induzido pela
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SCO (P<0.001, Figura 1).

Figura 1. Efeito do tratamento com 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(piperidina-1-
yl)propil)tiazolindin-4-ona(DS12) (5mg/kg e 10mg/kg) sobre a meméria de ratos
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submetidos a um modelo de déficit de memodria induzido por SCO (1mg/kg.)
"P<0,001 comparado ao grupo controle, ##P<0,001 comparado ao grupo SCO.

Quanto a atividade a AChE, observou-se que a SCO aumenta a atividade
desta enzima em cOrtex cerebral e hipocampo (P<0,001). Por outro lado, em
cortex cerebral observou-se que ambas concentracbes da molécula DS12
testadas foram capazes de prevenir este aumento, e em hipocampo somente a
dose de 10 mg/kg preveniu o aumento da atividade da AChE ( P<0.01, Figura 2).

Cortex cerebral Hipocampo
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Figura 2: Efeito do tratamento com 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(piperidina-1-
yl)propil)tiazolindin-4-ona (DS12) (5mg/kg e 10mg/kg) na atividade da AChE em
cortex cerebral e hipocampo de ratos submetidos a um modelo de déficit de
memoéria induzido por SCO (1mg/kg). #*#P<0,001 comparado ao controle,
“P<0,01, "P<0,001 comparado ao grupo SCO.

Ainda, os resultados demonstraram que ambas as concentracfes da
molécula avaliada foram capazes de prevenir a inibicdo da atividade da Na*,K*-
ATPase causado pela SCO em cortex cerebral e hipocampo (P<0.05, Figura 3)
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Figura 3: Efeito do tratamento com 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(piperidina-1-
yl)propil)tiazolindin-4-ona (DS12) (5mg/kg e 10mg/kg) na atividade da Na*,K*-
ATPase em cortex cerebral e hipocampo de ratos submetidos a um modelo de
déficit de memoéria induzido por SCO (1mg/kg). #P<0,05 ao grupo controle,
"P<0,05, ""P<0,001 comparado ao grupo SCO.

No presente trabalho observou-se que o tratamento com a molécula DS12 foi
capaz de prevenir o déficit de memdria induzido pela SCO o qual esta associado
a diminuicdo das funcdes colinérgicas centrais (MORE et al.,, 2016). Nesse
sentido, avaliou-se a atividade da AChE, o qual foi aumentada pela SCO e o
tratamento com a molécula DS12 foi capaz de prevenir este aumento em ambas
concentragcfes e estruturas cerebrais testadas. Nesse sentido, um dos
mecanismos pelos quais a molécula DS12 pode previnir o déficit de memaria
induzido pela SCO, possivelmente seja através da inibicdo da atividade da AChE
tanto em cortex cerebral quanto em hipocampo.

Além disso, tendo em vista a relacdo da Na*,K*-ATPase com os déficits
cognitivos encontrados em doencas neurodegenerativas, a grande importancia da
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transmissdo colinérgica na DA, bem como os problemas relacionados ao
principais farmacos disponiveis para o seu tratamento, faz-se importante a busca
por novos compostos que possuam a capacidade de atuar melhorando esta
transmissdo e que gerem menores efeitos adversos, visando melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Desta forma, a molécula DS12 também
demonstrou ser eficiente em prevenir a inibicdo da Na*,K*-ATPase induzido pela
SCO.

4. CONCLUSOES
Estes achados somam com as propriedades bioldgicas relatadas em estudos
anteriores com esta classe de compostos, sugerindo assim que elas podem ter
um potencial terapéutico para o tratamento de doencas neurodegenerativas,
como a DA. Entretanto mais estudos sao necessarios para melhor elucidacdo dos
mecanismos de atuacao desta molécula.
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