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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa
caracterizada por um progressivo e irreversivel declinio em fungdes intelectuais e
cognitivas do individuo. (FERREIRA-VIEIRA et al. 2016). As principais
caracteristicas neuropatoldogicas incluem deposicdo extracelular de placas
formadas pelo peptideo B-amiloide (AB) e 0 acumulo intracelular de emaranhados
neurofibrilares compostos pela proteina tau hiperfosforilada. Essas modificaces
podem promover a perda de sinapses levando a morte neuronal (FERREIRA-
VIEIRA et al. 2016).

A relacao entre o sistema colinérgico e a DA tem sido muito explorada nos
altimos anos. Varios estudos tém demonstrado que modificacbes neuroquimicas
na sinalizacdo colinérgica estdo envolvidas com os déficits cognitivos em
pacientes com DA (SCHLIEBS e ARENDT, 2006; AUBERT et al. 1992). O
sistema colinérgico € composto pelo neurotransmissor acetilcolina, receptores
nicotinicos e muscarinicos e as enzimas colina acetiltransferase e
acetilcolinesterase (AChE) (PARFITT et al. 2012). A enzima AChE é responsavel
por realizar a hidrélise da acetilcolina em acetato e colina modulando assim a
sinalizacdo mediada por este neurotransmissor (FERREIRA-VIEIRA et al. 2016).

Farmacos inibidores da AChE vém sendo usados para aumentar os niveis
de acetilcolina e assim melhorar os déficits cognitivos associados com a DA.
Entretanto, muitos destes farmacos apresentam efeitos colaterais indesejados
(MINETT e BORTOLLUCCI, 2000). Sendo assim, o estudo de novos compostos
com potencial inibitorio da atividade da AChE torna-se relevante.

As tiazolidinonas sdo compostos heterociclicos de cinco membros que
apresentam em sua estrutura um atomo de enxofre, um atomo de nitrogénio e
uma carbonila. Varias propriedades terapéuticas desses compostos tém sido
descritas na literatura tais como acao antioxidante (GERONIKAKI et al. 2013) e
antitumoral (SILVA et al. 2016). Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito in vitro de tiazolidinonas de origem sintética na atividade
total da enzima AChE, bem como em suas isoformas em hipocampo de ratos.

2. METODOLOGIA

Sintese de moléculas
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Doze 1,3-tiazolidin-4-onas foram sintetizadas de acordo com (SILVA et al.
2016) pela reacdo multicomponente entre uma amina primaria, um benzaldeido
(4-(metiltio)benzaldeido  ou  4-(metilsulfonil)benzaldeido) e o  acido
mercaptoacético. Todas as tiazolidinonas foram devidamente confirmadas e
caracterizadas por CG-EM e por RMN de 1H e 13C.

Animais

Foram utilizados dez 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 Experimentacg&o
Animal (CEEA 9219).

Efeito in vitro das moléculas na atividade da AChE total em hipocampo

Os animais foram submetidos a eutanasia e o hipocampo foi coletado. Para
0 ensaio da atividade da AChE total, o hipocampo foi homogeneizado em uma
solucéo de Tris-HCI 10 mM, pH 7,4. Os homogeneizados foram centrifugados a
1800 rpm durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio
enzimatico de acordo com (ELLMAN et al. 1961) com modificacdes. Este método
baseia-se na formacédo do anion amarelo 5-tio-2-nitrobenzoato medido em um
espectrofotometro a 412 nm durante 2 minutos com intervalo de 30 segundos a
27°C. As moléculas testadas foram solubilizadas em metanol e preparadas em
diferentes concentracdes (0,1 - 250 uM). A atividade enzimatica foi expressa em
pmol AcSCh/h/ mg de proteina.

Efeito in vitro das moléculas na atividade da isoformas da AChE

O hipocampo foi homogeneizado em solugdo tampéo fostato sédico 30
mmol/L, pH 7 com inibidor de proteases, acido etileno glicol-bis(3-aminoetileter)-
N,N,N’,N-tetraacético (EGTA). O homogenizado foi centrifugado a 100,000 xg a 4
°C por 60 minutos, coletado, e esse constituiu-se a isoforma soluvel em sal (SS
ou G1). O pellet foi re-suspendido em 1% de Triton X-100 e as amostras
centrifugadas a 100,000 xg a 4 °C por 60 minutos sendo o sobrenadante coletado
como a isoforma sollvel em detergente (DS ou G4). A atividade da AChE foi
determinada nas isoformas pelo método segundo (ELLMAN et al. 1961; DAS et al.
2005). A amostra foi pré-incubada por 2 minutos a 25 °C na presenca das
moléculas. A reacdo enzimatica foi iniciada pela adicdo do substrato iodeto de
acetiltiocolina (0,8 mM). A atividade enziméatica foi determinada a 412 nm durante
2 minutos e expressa em pmoles/min/mg de proteina.

Anédlise estatistica

Os dados foram analisados usando anélise de variancia ANOVA de uma via,
seguida do teste de Tukey-Kramer, no programa Graphpad Prism 5. As diferencas
entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0,05. Todos os
dados foram expressos como meédia + erro padrao (S.E.M).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das doze moléculas analisadas, trés delas apresentaram melhores efeitos
relacionados a inibicdo da atividade da enzima AChE. Como demonstrado na
Figura 1, os compostos DS12 e DS27 apresentaram um efeito inibitorio a partir da
concentracdo de 1uM, por outro lado a molécula DS05 foi capaz de inibir a
atividade da AChE a partir da concentracao de 0,5 yM quando comparado com o
grupo controle (P<0.05).
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Figura 1: Efeito das 1,3-tiazolidin-4-onas DS05, DS12 e DS27 em diferentes concentra¢des
(0,1 - 250 uM) sobre a atividade da AChE total em hipocampo de ratos. **P <0,01 ***P <0,001
diferente do grupo controle.

As moléculas DS05 e DS12 foram capazes de inibir a atividade da fracédo
DS da AChE nas concentracdes de 10, 25, 50 e 100 uyM. A molécula DS27
reduziu a atividade da fracdo DS da AChE de hipocampo nas concentracdes de
50 e 100 pM. Em relacdo a fracdo SS, somente a molécula DS12 foi capaz de
inibir a atividade enzimética nas concentracdes de 25, 50 e 100 yM (Figura 2).
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Figura 2: Efeito das 1,3-tiazolidin-4-onas DS05, DS12 e DS27 em diferentes concentracdes
(1-100 pM) sobre a atividade das fragbes detergente-soltvel (DS) e solliveis em sal (SS) da
acetilcolinesterase (AChE) em hipocampo de ratos. *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 diferente
do grupo controle (n = 4-8).
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A AChE constitui-se em um importante alvo terapéutico para a melhorar a
deficiéncia colinérgica associada a DA, sendo os inibidores desta enzima os
principais farmacos atualmente empregados no tratamento desta patologia. Em
cérebros de pacientes com DA, ha uma reducédo seletiva no nivel da isoforma
ligada & membrana (G4) provavelmente devido a perda de terminais pré-
sinapticos, enquanto os niveis da isoforma G1 permanecem inalterados. Os
resultados demonstram que trés moléculas foram capazes de inibir a atividade da
AChE total in vitro nas menores concentracdes avaliadas (0,5 — 1 uM). Além
disso, os compostos DS05 e DS27 foram seletivos para isoforma G4 enquanto
que o composto DS12 foi capaz de inibir tanto a G1 quanto a G4. Compostos
capazes de inibir ambas as isoformas podem ter uma eficacia terapéutica maior
para aumentar a disponibilidade do neurotransmissor acetilcolina nos terminais
sinépticos e assim levar a uma melhora dos déficits cognitivos na DA.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho constatou-se que as tiazolidin-4-onas testadas
possuem um potencial efeito inibitério in vitro da enzima AChE em hipocampo de
ratos. Desta forma, estas moléculas podem ser importantes alvos de estudos
como alternativa terapéutica para patologias que envolvam alteragdes no sistema
colinérgico.
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