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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € caracterizada como uma desordem
neurodegenerativa que envolve varios mecanismos bioquimicos e
moleculares, além de apresentar disfungdo sinaptica, déficit cognitivo,
estresse oxidativo e neuroinflamacédo (O'BRIEN E WONG, 2011; SERRANO-
POZO et al.,, 2011). Durante o desenvolvimento da DA, presume-se que a
perda da memodria se encontra associada, principalmente, ao decréscimo da
funcdo colinérgica (BARTUS RT, 2000). Essa condi¢cdo € acompanhada por
declinio da acetilcolina (VINUTHA et al.,, 2007) devido a um aumento na
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima é responsavel
pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina presente no sistema nervoso
central (SNC) (MARTINI, et al., 2015).

O modelo de inducdo da DA pela estreptozotocina (STZ), uma
nitrosamina de ocorréncia natural, € utilizado para estudar esta patologia
(SHARMA et al., 2010). Sabe-se que a administracdo da STZ causa danos no
controle do metabolismo cerebral de glicose, levando a um aumento de
mediadores inflamatérios e estresse oxidativo, o0 que contribui para
neurodegeneracao, levando a varios distarbios comportamentais, como por
exemplo de déficit cognitivo (DUELLI R. et al., 1994).

A DA é uma desordem que ndo tem cura e o tratamento é apenas
sintomatico, melhorando aspectos cognitivos e funcionais. Neste contexto,
torna-se importante o desenvolvimento de novos tratamentos para esta
doenca (ALVES, et al., 2012). Neste sentido, compostos contendo selénio, 0s
quais desempenham atividade neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatoria
(PINTON., 2011; PINZ, et al.,, 2016), associados as bases de purinas, as
quais sao importantes moduladores da atividade sinaptica no SNC e
interagem com o sistema colinérgico (SCHMIDT, et al., 2007), podem ser uma
promissora alternativa terapéutica para a DA.

Com base no que foi exposto, o presente trabalho teve o intuito de
avaliar o possivel efeito neuroprotetor do composto 6-((4-fluorfenil)selanil)-
purina (LF174B) em um modelo de DA induzida por STZ em camundongos,
bem como o envolvimento da atividade da enzima AChE neste efeito.

2. METODOLOGIA

O LF174B (Figura 1) foi sintetizado no Laboratério de Sintese Organica
Limpa da Universidade Federal de Pelotas (LASOL).
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Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
preconizadas pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal da Universidade
Federal de Pelotas (n°® CEEA 7046/2016).

Figura 1. Estrutura quimica de 6-((4-fluorfenil)selanil)-purina (LF174B)

Foram utilizados camundongos machos adultos Swiss (20-25g), os
quais foram divididos em quatro grupos experimentais (6 animais por grupo).
Do 1° ao 10° dia do protocolo experimental, os camundongos dos grupos
controle e STZ receberam Oleo de canola (10mg/kg), enquanto que o0s
animais dos grupos LF174B e STZ+LF174B receberam o composto (1 mg/kg)
por via per oral (p.o.). Trinta minutos apos estes tratamentos, no 1° e 3° dias
do protocolo experimental, os animais dos grupos STZ e STZ+LF174B
receberam por via intracerebroventricular (i.c.v.) a STZ (2 pl/ 2,5 mg/ml),
enguanto os animais controle e LF174B receberam solucéo salina 0,9% (2 pl)
(PINTON et al., 2011).

Para avaliar a memoria ndo espacial de longo prazo, no 10° e 11° dias
os animais foram submetidos a tarefa da esquiva inibitéria conforme
SAKAGUCHI et. al. (2006). Primeiramente foi realizado um treino, que
consistiu em avaliar o tempo que o animal leva para descer da plataforma
com as 4 patas na grade. Neste momento, o animal recebeu um choque
elétrico (0,5 mA) até retornar a plataforma e permanecer por 1 minuto,
indicando o aprendizado do animal na tarefa. O teste foi realizado 24 horas
apos o treino de forma semelhante, na qual foi cronometrado o tempo de
descida da plataforma para a grade.

Posteriormente, os animais foram submetidos a eutanasia, e as
estruturas cerebrais (cortex e hipocampo) foram removidas para dosagem da
atividade da enzima AChE. Estas estruturas foram homogeneizados em
tampdo Médium | em uma proporcdo de 1:10 e foram centrifugadas a 3000
rotacbes por minutos durante 10 minutos. Posteriormente, 100 pL do
sobrenadante foi utilizado para analise, que foi determinada
colorimetricamente a 412 nandmetros, de acordo com o meétodo descrito por
ELLMAN (1961).

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média
(S.E.M.). A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado mostrado na figura 2-A demonstra que nao houve diferenca
significativa entre os grupos no dia do treino na tarefa da esquiva inibitéria. Na
figura 2-B, a STZ reduziu o tempo de descida da plataforma, indicando que a
STZ causou um prejuizo de memodria nos camundongos. A administragdo de
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LF174B (1 mg/kg) prolongou o tempo de descida da plataforma. Estes
resultados indicam que 0 composto preveniu contra o prejuizo na memoria
nao espacial de longo prazo induzido por STZ.
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Figura 2. Avaliacdo da resposta protetora de (4-fluorfenil)selanil)-purina
(LF174B) no (A) treino e (B) teste da esquiva inibitoria. (****) indicam p <
0,0001, quando comparado ao grupo controle; e (####) indicam p < 0,0001,
guando comparado com o grupo estreptozotocina (STZ). (ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de Newman-Keuls).

As figuras 3-A e 3-B apresentam o efeito de LF174B na atividade da
AChE, no cortex cerebral e hipocampo dos camundongos, respectivamente. A
STZ aumentou a atividade da AChE em ambas estruturas cerebrais. A
administracdo de LF174B (1 mg/kg) protegeu contra o aumento na atividade
da enzima. Estes resultados sugerem que o composto foi capaz de modular a
disfuncéo na neurotransmissao colinérgica induzida pela STZ.
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Figura 3. Avaliacdo de (4-fluorfenil)selanil)-purina (LF174B) na atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE) no (A) cortex e (B) hipocampo. (**) indicam
p < 0,01, quando comparado ao grupo controle; (##) indicam p < 0,01 e (###)

indica p< 0,001, quando comparado com o grupo estreptozotocina (STZ).
(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Newman-Keuls)

4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstra que o composto LF174B, foi capaz de
prevenir contra o prejuizo de memaéria em um modelo de DA induzido por STZ
em camundongos. Além disso, a atividade da AChE esta envolvida no efeito
protetor do composto. No entanto, mais estudos sao necessarios para
elucidar os mecanismos de acao envolvidos na atividade deste composto.
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