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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca degenerativa, lenta e
progressiva (Woods et al., 2016). E caracterizada pela degeneracdo ou morte dos
neurdnios, afetando principalmente o sistema colinérgico. A sintese do
neurotransmissor acetilcolina é realizada pela enzima colina-acetiltransferase
(ChAT), a partir dos substratos acetil-CoA e colina, e a degradacdo do mesmo é
realizada pela enzima denominada acetilcolinesterase (AChE). Disfuncdes nessas
enzimas sao responsaveis por alterar a concentracdo do neurotransmissor
acetilcolina na fenda sinaptica e estdo envolvidas diretamente em alteracfes nos
processos de aprendizagem e memoéria (Contestabile et al., 2011). A
neurotransmisséo colinérgica prejudicada pode contribuir para a formacédo das
placas p-amiléide e também aumentar a fosforilacdo da proteina tau, os principais
componentes fisiopatolégicos presentes na DA (Schliebs et al.,2011).

A inosina é um nucleosideo de purina formado pela desaminagcdo da
adenosina. E relatado que este nucleosideo exerce efeitos bioldgicos potentes
possivelmente por meio de suas acfes antioxidantes e anti-inflamatérias (Hasko
et al., 2004, Dachir et al., 2014). Nesse contexto, 0 objetivo do presente trabalho
foi avaliar os efeitos da inosina na memdria e na expressao das enzimas AChE e
ChAT em cérebro de ratos submetidos modelo experimental de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer.

2. METODOLOGIA
2.1 Protocolo experimental:
Os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo CEEA-UFPEL
4808/2017. Quarenta ratos machos adultos Wistar foram divididos em quatro
grupos: | - controle (C), Il — estreptozotocina (STZ), lll -STZ + inosina 50 mg/kg e
IV -STZ + inosina 100 mg/kg. Os animais dos grupos I, 11l e IV foram submetidos
ao modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer através da injecao
intracerebroventricular (icv) de STZ (3 mg/kg). Apés trés dias deste procedimento,
os animais do grupo lll e IV receberam inosina por via intraperitoneal, nas doses
de 50 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente, 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, 0s animais foram submetidos a eutanasia e o
hipocampo e o cortex cerebral foram separados para analise da expressao da
enzima AChE e ChAT.
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


mailto:fe.t@hotmail.com
mailto:charles.ufsm@gmail.com
mailto:karina_luduvido@outlook.com
mailto:UFPEL–%20julia_eisenhardt@hotmail.com
mailto:ju.souza591@gmail.com

‘v" 5* SEMANA
INTEGRADA

quadrada 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 o0s animais foram colocados
individualmente na caixa com dois objetos idénticos (objetos A e B) por cinco
minutos para explorar livremente (treinamento). Apds duas horas, 0s 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 Expresséao génica das enzimas AChE e ChAT:
A expressdo do mRNA dos genes das enzimas AChE e ChAT das amostras de
hipocampo e cortex cerebral de ratos foi realizada por reacdo quantitativa em
cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR). Resumidamente, o RNA foi
isolado e extraido, foi adicionado reagente TRIzol® as amostras e o conteudo de
RNA foi medido para etapas posteriores. O RNA foi tratado posteriormente com
DNAse e, em seguida, submetido a transcricao reversa para obtencdo do cDNA
usando o kit de sintese de cDNA iSCript, contendo a enzima transcriptase reversa
iIScript. Por fim, a expressdo génica foi realizada usando o QuantiFast SYBR®
Green PCR Kit e o cDNA de cada amostra. Para normalizar a analise, o gene da
B-actina foi usado como controle de manutencéao, conforme descrito na literatura
(Assmann et al., 2018).
2.4 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

Os testes comportamentais indicaram através do teste do campo aberto,
que o0s animais nao apresentaram alteracbes locomotoras. Na tarefa de
reconhecimento de objetos, que avalia a memdria dos animais, o grupo STZ
apresentou menor preferéncia pelo objeto novo, quando comparado ao grupo
controle, e o tratamento com inosina em ambas as doses foi capaz de prevenir 0s
déficits de memdéria causados pelo STZ (figura 1). Esse resultado corrobora com
dados prévios da literatura, como apresentado no trabalho de Ruhal e Dhingra
(2018), no qual o tratamento com inosina foi capaz de melhorar a memaria em
ratas velhas, avaliada nos testes comportamentais do plus maze e moris water
maze. Entretanto é importante destacar que neste trabalho as doses de inosina
gue apresentaram os melhores resultados foram as de 100 e 200 mg/kg (Ruhal e
Dhingra, 2018) enquanto que os resultados do presente estudo indicaram que a
dose 50 mg/kg foi eficaz em prevenir déficits de memadria em um modelo de DA.

O neurotransmissor acetilcolina esta diretamente associado a processos
cognitivos. Alteragbes nas enzimas ChAT e AChE foram correlacionadas com o
declinio cognitivo em modelos experimentais de DA (Gutierres et al., 2014; Sorial
et al., 2017; Pacheco et al., 2018). Assim, os resultados demonstraram que ha
uma menor expressao de AChE em hipocampo no grupo STZ quando comparado
ao grupo controle, e o tratamento com inosina na dose de 50 mg/kg foi capaz de
prevenir essa alteracao (figura 2A).

Em relacdo a enzima de sintese, o0 STZ causou uma diminuicdo na
expressdo da ChAT, corroborando com dados encontrados na literatura (Biasibetti
et al., 2017). Dessa forma, pode-se sugerir que a produ¢do do neurotransmissor
em ambas as estruturas cerebrais pode estar diminuida. A inosina, em ambas as
concentracOes, foi capaz de reverter a alteragcdo causada por STZ na expressao
da ChAT conforme observado na figura 2 C e D. O aumento da expressao da
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ChAT a partir do tratamento com inosina, pode acarretar em aumento dos niveis
de acetilcolina na fenda sinéptica, podendo ser esse 0 mecanismo responsavel
pela melhora da capacidade cognitiva dos animais, conforme o resultado
observado no teste comportamental de reconhecimento de objetos.
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Figura 1. Efeito do tratamento com inosina na dose de 50mg/kg e 100mg/kg no teste de campo
aberto e reconhecimento de objetos de animais submetidos ao modelo de deméncia esporadica
do tipo Alzheimer. Dados sdo expressos como média + erro padrdo. ** P<0.01 quando comparado
ao grupo controle. # P<0.05 e # P<0.01 quando comparado ao grupo STZ.
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Figura 2. Efeito do tratamento com inosina na dose de 50 mg/kg e 100 mg/kg na expresséo das
enzimas AchE e ChAT em hipocampo (A e C) e cortex total (B e D) de animais submetidos ao
modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer. Dados sdo expressos como média + erro
padrdo. ** P<0.01 e *** P<0.001. quando comparado ao grupo controle e # P<0.01 e ## P<0.001.
quando comparado ao grupo STZ

4. CONCLUSOES

O tratamento com inosina foi capaz de previnir os déficits de memoaria induzidos
por um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer bem como modular a
expressdo das enzimas AChE e ChAT em hipocampo e cortex cerebral de ratos.
Desta forma, pode-se sugerir o potencial terapéutico para a inosina em doencas
neurodegenerativas como a DA. Porém, estudos adicionais sdo necessarios para
averiguar o efeito desse tratamento nos demais aspectos fisiopatoldégicos desse
modelo a fim de confirmar o mecanismo de acdo responsavel pelas acdes
biol6gicas dessa purina.
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