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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa
caracterizada pela perda progressiva de memoria e da capacidade cognitiva
(WOODS et al. 2016). Varias alteracbes moleculares ja foram descritas na DA,
como a hiperfosforilacdo da protina TAU e o acumulo de proteinas 3 amiléides.
Essas alteracdes tem sido associadas com danos oxidativos e inflamatorios em
determinadas regides cerebrais como hipocampo e cortex cerebral, que por sua
vez, culminam na falta de energia e na disfuncao sinaptica (QUERFUTHR et al.
2010).

A Na*, K*-ATPase € uma enzima essencial para a manutencdo do
equilibrio ibnico dos neurénios, regulando a entrada de K* com a saida de Na*
das células (ZHANG et al. 2013). Alteracdes na atividade desta enzima podem
afetar a transmissao sinaptica e os processos de aprendizado e memdria e assim
contribuir para os mecanismos de neurodegeneracdo associados com a DA
(ZHANG et al. 2013 e PACHECO et al. 2018).

Cabe-se ressaltar que os farmacos usados atualmente para a DA além
de apresentarem efeitos colaterais indesejaveis limitam-se apenas a estabilizacao
ou uma melhora temporéaria do paciente. Desta forma, € relevante a busca de
novos compostos que possam interagir de forma mais especifica com
componentes fisiopatoldgicos dessa doenca, contribuindo assim para o
desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes.

A inosina, um nucleosideo formado através da desaminacdo da
adenosina, possui importantes agdes neuroprotetores e imunomoduladoras em
modelos de doencas neurodegenerativas como Parkinson (CIPRIANI et al. 2014)
e esclerose multipla (VICENZI et al. 2013). Desta forma, em uma perspectiva
nova e promissora esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da inosina
na memoria e na atividade da enzima Na*, K*-ATPase em cortex cerebral e
hipocampo de ratos submetidos a um modelo experimental de DA.

2. METODOLOGIA

2.1 Protocolo experimental

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo
comité de ética da instituicdo (CEEA-UFPEL 4808/2017). Trinta ratos machos
adultos Wistar foram divididos em trés grupos: | - controle (C), Il - estreptozotocina
(STZ) e lll - STZ + inosina. Os animais dos grupos Il e Il foram submetidos ao
modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer através da injecéo
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intracerebroventricular (icv) de STZ (3 mg/kg). Apos trés dias deste procedimento,
0os animais do grupo lll receberam inosina por via intraperitoneal (50 mg/kg)
durante 25 dias, enquanto os animais dos grupos | e Il receberam o mesmo
volume de solucdo salina. Na ultima semana de tratamento, foi realizado os testes
comportamentais do campo aberto e reconhecimento de objetos. Apds o término
do periodo de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia e o
hipocampo e o coértex cerebral foram separados para analise da atividade da
enzima Na*,K*, ATPase.

2.2 Testes comportamentais (Campo aberto e Reconhecimento de objetos)

O teste do campo aberto foi realizado segundo Gutierres et al. (2012). Os
animais foram colocados individualmente em um dos quatro cantos do aparato
permanecendo no mesmo por 5 minutos. Esse aparato consistiu em uma arena
guadrada medindo 56 x 40 x 30 cm, sendo a base dividida em 12 quadrados (12 x
12 cm). Durante os 5 minutos, foram registrados o nimero de cruzamentos totais.
No teste de reconhecimento de objetos os animais foram colocados
individualmente na caixa com dois objetos idénticos (objetos A e B) por cinco
minutos para explorar livremente (treinamento). Apds duas horas, os animais
foram colocados novamente na caixa por cinco minutos, mas um dos objetos
anteriores (B) foi substituido por um novo objeto (objeto C). O tempo gasto
explorando o objeto familiar e novo foi registrado. Os resultados foram calculados
conforme o indice de reconhecimento = TC / (TA + TC) (DA SILVA et al. 2007).

2.3 Atividade da enzima Na*,K*,ATPase

A atividade da enzima Na*,K*, ATPase foi realizada de acordo com a
Carvalho et al. (2015) com modificacbes. A reacao foi iniciada pela adicdo do
substrato ATP a uma concentracédo final de 3 mM. Apds 30 minutos a 37 ° C, a
recdo foi interrompida pela adicdo del0% (p/v) de acido tricloroacético (TCA). O
fosfato inorganico liberado (Pi) foi quantificado pelo método de Chan et al.(1986)
utilizando verde de malaquita como reagente colorimétrico e KH2PO4 como
padrdo . A leitura da absorbancia foi realizada em 630 nm. A atividade especifica
de Na*,K*,ATPase foi expressa em nmol de Pi/mg de proteina/min.

2.4 Dosagem de proteinas
Os niveis de proteina foram medidos pelo método de Coomassie blue de
acordo com Bradford (1976).

2.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) seguidas de
post hoc de Tukey e considerados significativos com valores P<0,05. Os valores
foram expressos com média * erro padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao campo aberto, ndo foram observadas alteragcbes na
locomoc¢éo dos animais (Figura 1). Ja no teste do reconhecimento de objetos, o
STZ causou um déficit na memoria, a qual foi prevenido apés o tratamento com
inosina (50 mg/kg) (P<0.01) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do tratamento com inosina (50 mg/kg) no teste de campo aberto e
reconhecimento de objetos de animais submetidos ao modelo experimental da doenca de
Alzheimer. Dados sdo expressos como média + erro padrdo. ## significa diferenca do grupo
controle (P<0.001) e ** significa diferenca do grupo STZ/salina (P<0.01).

Além disso, os dados demonstraram que a administracdo de STZ causou
um aumento na atividade da Na*,K*,ATPase em hipocampo e cortex cerebral
(P<0.05, figura 2) o que corrobora com os resultados encontrados por estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (PACHECO et al. 2018). O tratamento
com inosina (50 mg/kg) foi capaz de prevenir essas alteracfes tanto em
hipocampo quanto em cortex cerebral (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do tratamento com inosina (50 mg/kg) na atividade da enzima Na*,K*,ATPase em
hipocampo e cortex total de animais submetidos ao modelo experimental da doenga de Alzheimer.
Dados sao expressos como média + erro padrao. # P<0.01 e ## P<0.001 em relacdo ao grupo
controle. * P<0.05 em relacdo ao grupo STZ/salina.

Estudos prévios tém demostrado que a inosina tem capacidade de
melhorar os déficits cognitivos em ratos velhos e que esse efeito pode estar
associado ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio (RUHAL et al. 2018).
Em relacdo aos resultados demonstrados neste trabalho, foi observado que a
inosina & capaz de modular a atividade da enzima Na*,K*,ATPase em cérebro de
ratos submetidos a um modelo de DA. Este efeito pode reestabelecer o
metabolismo energético no sistema nervoso e ser um mecanismo associado a
melhora da memodria observada nos animais tratados com inosina.
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4. CONCLUSOES

O tratamento com inosina foi capaz prevenir o déficit de memoria
memoéria e as alteracbes na atividade da Na*K*-ATPase em cortex cerebral e
hipocampo em um modelo experimental de DA sugerindo que esta molécula
possui um potencial terapéutico em desordens neurodegenerativas. Entretanto
mais estudos sdo necessarios para avaliar os mecanismos envolvidos nas
atividades biol6gicas dessa molécula.
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