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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA), uma desordem neurolégica complexa e
irreversivel, € caracterizada pelo déficit cognitivo progressivo, pelos disturbios
neuropsiquiatricos e comportamentais e pelas restricbes nas atividades diarias.
Embora a etiologia da DA ainda ndo esteja completamente elucidada, sabe-se
que o neurotransmissor acetilcolina (ACh) desempenha um importante papel na
patologia desta doenca (GOEDERT et al, 2004).

Diante disso, a teoria colinérgica foi postulada, sugerindo que a perda
seletiva de neurdnios colinérgicos na DA proporcionaria uma reducao significativa
nos niveis de ACh em regides especificas do cérebro envolvidas nos processos
de aprendizagem e memoria (GOEDERT et al, 2006). Em consequéncia,
moléculas inibidoras da AChE se tornaram alvo de estudo, uma vez que elas
impedem a hidrolise de ACh em colina e acetato, resultando em uma elevacao
nos niveis deste neurotransmissor na fenda sinaptica. Assim, os farmacos
donepezil, galantamina e rivastigmina foram aprovados para uso comercial
(TALESA, 2001).

A tacrina foi o primeiro farmaco aprovado para tratar os sintomas da DA,
sendo logo retirada do mercado em virtude da sua hepatotoxicidade. Tendo em
vista 0s poucos farmacos existentes, assim como a reduzida seletividade dos
mesmos, a qual estd diretamente associada com o aparecimento dos efeitos
adversos, evidencia-se a necessidade do planejamento e desenvolvimento de
novas moléculas com melhor perfil farmacolégico (FRANCIS et al, 1999).

Dentro desse contexto, as tiazolidinonas, um importante nucleo heterociclo,
sdo constantemente descritas na literatura por atuarem em diversos alvos
terapéuticos, inclusive como inibidores da AChE (TRIPATH et al, 2014). Sendo
assim, neste trabalho avaliou-se o efeito inibitério destas moléculas sobre a
enzima AChE em coOrtex cerebral e hipocampo de ratos, bem como a
citotoxicidade das tiazolidinonas em linhagem MRC-5 de fibroblasto humano.

2. METODOLOGIA
2.1 Obtencéo das tiazolidinonas derivadas da 3-aminopropilpiperidina

As tiazolidinonas em estudo foram sintetizadas através de reacfes de
ciclocondesacdo multicomponente no Laboratério de Quimica Aplicada a
Bioativos (LaQuiABio) pertencente a Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As
moléculas 1A, 1B, 1C, 1D, 1E e 1F foram solubilizadas em metanol e preparadas
em diferentes concentracdes (1, 5, 10, 30, 50 e 100 uM) para a realizacdo do
ensaio in vitro sobre a enzima AChE.
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2.2 Avaliagéo do efeito in vitro das tiazolidinonas na atividade da AChE

A atividade da AChE foi determinada em microplaca baseada no método de
ELLMANN et al. (1961), utilizando tecidos de cértex cerebral e hipocampo de
ratos. Este teste baseia-se na hidrolise do substrato acetiltiocolina em acetato e
tiocolina. Este dultimo reage com o DTNB formando o croméforo 5-tio-2-
nitrobenzéico o qual € quantificado espectrofotometricamente. A atividade
enzimatica foi expressa em pmols de AcSCh/h/mg de proteina e os resultados
encontram-se apresentados em porcentagem de inibicdo, considerando a
atividade enzimatica do grupo controle agua como 100%. As proteinas foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976) em que a albumina foi utilizada
como padréo. Cabe ressaltar que todos os experimentos envolvendo animais
foram aprovados pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal da UFPel (CEEA
9220).

2.3 Avaliacao da citotoxicidade das tiazolidinonas

O efeito citotoxico das tiazolidinonas foi avaliado através do teste da
sulforrodamina B (SRB), o qual avalia a proliferacéo celular de linhagens MCR-5
de fibroblasto humano semeadas em placas de 96 pocos durante 48h. Conforme
descrito por SKEHAN et al. (1990), a sulforrodamina B se liga as por¢cdes
terminais dos aminoacidos das células que foram fixadas com &cido
tricloroacético a qual € quantificada espectrofotometricamente. Os resultados
estdo expressos em porcentagem de proliferagcdo celular, considerando a
proliferacéo do grupo controle DMSO como 100%

2.4 Andlise estatistica dos dados

Os dados referentes ao efeito inibitdrio dos compostos sobre a AChE, bem
como os dados alusivos a citotoxicidade, foram avaliados por ANOVA de uma via
seguido do teste de Tukey. Em ambos, a diferenca foi considerada significativa
quando P < 0,05 comparado ao grupo controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através do ensaio enzimatico (Tabela 1)
demonstraram que todas as tiazolidinonas testadas inibem a atividade da AChE
nas concentracdes de 30, 50 e 100 phM em ambos os tecidos quando comparadas
ao grupo controle.

As moléculas 1A e 1B inibiram a atividade enzimatica da AChE a partir da
concentracédo de 5 puM em cortex cerebral, enquanto que no hipocampo houve a
necessidade de concentragbes maiores para inibi-la (30 uM). A tiazolidinona 1D
demonstrou efeito inibitdério sobre a AChE semelhante em cértex cerebral (5 uM),
entretanto uma menor concentracao (10 uM) ja foi suficiente para inibir a enzima
no hipocampo.

As tiazolidinonas 1C, 1F e 1E inibiram a atividade enzimética da AChE em
ambos os tecidos a partir da mesma concentragao, ou seja, em 1, 5 e 10 uM,
respectivamente. Diante desses resultados, pode-se afirmar que a molécula 1C é
a mais promissora desta série, pois demonstrou acao inibitoria sobre a enzima em
todas as concentragdes, inclusive em 1 pM nos tecidos de cortex e hipocampo.
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Tabela 1: Efeito das tiazolidinonas sobre a atividade enzimatica da AChE em
cortex e hipocampo de ratos - Porcentagem de inibicdo * (Erro Padrao).
Composto | Tecido Bioldgico 1uM 5uM 10 uM 30 uM 50 uM 100 uM

19,68 + *43,48+ *42,73+ *67,01+ *82,36+ -
(0,13)  (0,42)  (0,36)  (0,25)  (0,10)
28,78 + - 20,50+ *33,60+ *79,08+ *84,02%
(0,32) (027)  (0,41)  (0,25)  (0,08)
*50,74+ *62,75+ *81,61+ *80,92+
(0,42)  (0,03) = (0,07)  (0,06)
2743+ 1581+ *5365+ *50,23#
(0,43)  (0,16)  (0,23)
*2536+ *68,90 +
(0,12)  (0,11)
*4358+ *71,85+
(0,16)

Cortex Cerebral

=
>

Hipocampo

Cortex Cerebral

*78,15 =

Hipocampo (0,18) (0,20)

Cortex Cerebral

*75,69 +
(0,24) (0,20)
*55,97 + *59,85+ *77,08+
(0,24) (0,09) (0,08)
18,21+ 16,85+ *3125%+ *7340% *7587%
90,04) (0,34) (0,20) (0,04) (0,15)
15,10+ *5325+ *60,94+ *7518+ *80,71%
(0,17) (0,02) (0,16) (0,23) (0,16)
*48,49+ *59,35+ *80,48+ *8198+
(0,33) (0,26) (0,12) (0,10)
24,50+ *34,45+ *63,04t *62,50+ *74,18+%
(0,44) (0,30) (0,06) (0,07) (0,124)
20,72+ *30,47+ *62,07+ *68,69+ *71,81+
(0,33) (0,26) (0,14) (0,12) (0,08)
*representa diferenca estatistica do grupo controle agua, considerando P<0.05;
**P<0.01; **P<0.001 de acordo com ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Tukey, n=4; as cores vermelha, amarela e verde representam maiores
percentuais, percentuais intermediarios e menores percentuais de inibigéo,

respectivamente.

Hipocampo
Cortex Cerebral

Hipocampo

Cortex Cerebral

Hipocampo

10,95 +

Cortex Cerebral (0,21)

[EEN
T

Hipocampo

Em relagdo aos resultados obtidos a partir do teste da sulforrodamina B
(Tabela 2), pode-se afirmar que as tiazolidinonas 1B, 1D, 1E e 1F nao alteraram
significativamente a proliferagdo celular de fibroblasto humano quando
comparadas ao controle, ou seja, elas ndo apresentaram efeito citotbxico em
nenhuma das trés concentra¢gfes testadas. Enquanto que as moléculas 1A e 1C
foram consideradas citotoxicas apenas na maior concentragéo testada (250 pM).

Portanto, cabe ressaltar que todos os compostos testados demonstram-se
potencialmente seguros, tendo em vista que foram eficazes na inibicdo enziméatica
em concentracdes extremamente baixas, enquanto apenas a dois compostos (1A
e 1C) apresentaram-se tOxicos em altas concentracdes.

Tabela 2: Andlise da proliferacdo celular de cultura de fibroblasto humano
tratatas com tiazolidinonas Porcentagem de proliferacéo celular + (Erro Padréo)

Composto

94,81 + (0,04) 83,16 + (0,02) *74,49 £ (0,03)

103,45 £ (0,03) 77,83 £ (0,06)
105,31 £ (0,05)
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ca7 112,18 +(0,02) 101,94 + (0,02) 91,99 + (0,01)
CMO05 108,54 + (0,01) 99,34 + (0,02) 87,12 + (0,04)
c43 96,58 + (0,04) 95,54 + (0,02) 87,69 + (0,02)

*corresponde a diferenca estatistica do grupo controle DMSO, considerando
P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 de acordo com ANOVA de uma via seguido do
post-hoc de Tukey, n=4; as cores verde, amarela e vermelha indicam o
crescimento do efeito citotoxico dos compostos em estudo.

4. CONCLUSOES

De modo geral, pode-se concluir que as seis tiazolidinonas estudadas neste
trabalho podem ser consideradas potenciais agentes para o0 tratamento
sintomético da doenca de Alzheimer, uma vez que todas as moléculas inibiram a
atividade enzimatica da AChE em concentracfes reduzidas (30 uM) em cortex e
hipocampo, e apenas duas delas apresentaram efeito citotoxico na maior
concentracdo testada. Dentre estas moléculas, a R48 demonstrou ser a mais
ativa da série pois inibiu a atividade da AChE em ambos os tecidos e em todas as
concentracfes testadas, inclusive em 1 puM. Embora tenha apresentado um
possivel efeito citotoxico em cultura de fibroblasto humano, este foi observado
somente na maior concentracao analisada (250 uM) a qual é consideravelmente
maior que a concentragao ativa encontrada.
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