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1. INTRODUGAO

A deméncia é uma sindrome neuroldgica de dificil diagndstico devido a suas
causas multifatoriais e complexas (RITCHIE et al. 2015), que leva ao aparecimento
de diversos sintomas, dentre eles a amnésia. A amnésia é uma condi¢gado bastante
recorrente, classificada como a perda parcial ou total da memdria. Dentre os
mecanismos envolvidos na fisiopatologia dos transtornos neurocognitivos, o estresse
oxidativo apresenta impacto relevante no desenvolvimento destas doengas. O
estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre espécies pro-oxidantes e
as defesas antioxidantes, que pode causar danos a integridade dos tecidos
cerebrais (NIEDZIELSK et al., 2016).

Os tratamentos para as doengas neurodegenerativas incluem os inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), como exemplo a donepezila (Done), que foi utilizada
como controle positivo neste estudo. Entretanto, estes tratamentos tratam apenas os
sintomas e ndo curam a doencga. Além disso, a maioria dos tratamentos disponiveis
geram efeitos adversos, tornando-se importante a busca por novas alternativas de
terapia da doencga. Neste sentido, o0 modelo de indugdo de amnésia através da
administracdo de escopolamina (ESC) em camundongos vem sendo amplamente
utilizado em pesquisas para descobrir novos tratamentos para doengas
neurodegenerativas (LEE et al., 2017; LUCHESE et al., 2020; SHABANI et al.,
2018).

Desta forma, nosso grupo de pesquisa tem dedicado ateng&o a busca de novas
alternativas terapéuticas com agao neuroprotetora. Dentre os compostos estudados,
o 5-(4-metoxifenil)tio) benzo[c][1,2,5] tiadiazol (MTDZ) apresentou atividade
promissora, uma vez que inibiu in vitro a atividade da enzima AChE em estruturas
cerebrais de camundongos (SANTOS et al., 2020). Com base no que foi exposto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com MTDZ em um modelo
amnésia induzida pela ESC em camundongos, bem como avaliar o envolvimento do
estresse oxidativo neste modelo.

2. METODOLOGIA

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA n° 9099-2021).
Foram utilizados camundongos machos adultos da raga Swiss (25-35 Q)
provenientes do biotério central da UFPel. O composto MTDZ (Figura 1) foi
sintetizado conforme descrito em SANTOS et al. (2020).
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Figura 1. Estrutura quimica do 5-(4-metoxifenil) tio) benzo [c] [1,2,5] tiadiazol
(MTDZ2)

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=8): Controle (I); MTDZ (ll); ESC
(lm); MTDZ + ESC (IV) e Done + ESC (V). O tratamento foi realizado durante todo
protocolo experimental, totalizando 10 dias. Os animais foram tratados com déleo de
canola (10 ml/kg), MTDZ (10 mg/kg) ou Done (10 mg/kg), todos pela via
intragastrica. Apos 30 minutos, foi administrada a ESC (0,4 mg/kg) ou salina (5
ml/kg), ambas pela via intraperitoneal. Por fim, apds 30 minutos destes tratamentos,
os animais foram submetidos a tarefa de reconhecimento e localizagdo do objeto.

Nos dias 6 e 7 foi realizado a tarefa de reconhecimento e localizagao do objeto
conforme descrito anteriormente (DIX et al., 1999). Esta tarefa tem como objetivo
avaliar a memoria de curto e longo prazo, além de avaliar a memdria de localizagao
dos animais. No 10° dia de protocolo experimental os animais foram submetidos a
eutanasia e foram removidos os tecidos de cértex cerebral, hipocampo, rim e figado
para a realizagdo dos niveis de espécies reativas (ERs) e da atividade da enzima
catalase (CAT).

Os niveis de ERs foram determinados através de método espectrofluorimétrico,
realizando-se um ensaio de 2',7'-diclorofluoresceindiacetato (DCHF-DA). A oxidagao
de DCHF-DA a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi medida para a detecg¢ao
de ERs, conforme descrito por (LOETCHUTINAT et al., 2004). A atividade da enzima
CAT foi avaliada espectrofotometricamente de acordo com o método descrito na
literatura  (AEBI, 1984), que consiste em monitorar redugdo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) a 240 nm.

A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo teste de Tukey. Os dados foram expressos como meédia £ erro
padrdao da média (E.P.M.), de 8 animais por grupo. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na Figura 2A, no treino da tarefa do reconhecimento do
objeto, ndo houve diferenga significativa entre os grupos. Este é um resultado
esperado, uma vez que os animais desconheciam a tarefa. A administracdo de ESC
causou uma redugao na preferéncia exploratéria pelo novo objeto ha memdria de
curto (Figura 2B) e longo prazo (Figura 2C), bem como de localizagéo (Figura 2D.
Estes dados corroboram os outros estudos que demonstraram o potencial amnésico
da ESC em roedores (LEE et al., 2017; LUCHESE et al., 2020). O tratamento com
MTDZ atenuou a redugédo na preferéncia exploratéria pelo novo objeto e pela
localizagdo do novo objeto causada pela ESC, de maneira similar ao controle
positivo (Done).
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Figura 2. Efeitos da ESC, do MTDZ e/ou da Donepezila na preferéncia
exploratdria pelo objeto no treino (A), memoaria de curto prazo (B), memoaria de longo
prazo (C) e memdria de localizagao (D) na tarefa do reconhecimento/localizagao de
objetos. (****) p < 0,0001, quando comparado ao grupo controle, (##H##) p < 0,0001

quando comparado ao grupo ESC.

Na Figura 3 pode-se observar que a ESC aumentou os niveis de ERs no
cortex cerebral (Figura 3A), hipocampo (Figura 3B), figado (figura 3C) e rim (Figura
3D) dos animais, quando comparado ao grupo controle. O tratamento com MTDZ e

Done normalizaram o aumento nos niveis de ERs, em todos os tecidos analisados.
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Figura 3. Efeitos da ESC, do MTDZ e/ou Donepezila nos niveis de espécies
reativas (ERs) no (A) cortex cerebral, (B) hipocampo, (C) figado e (D) rim dos
camundongos. (*) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p < 0,001 e (****)p <0,0001 quando
comparado ao grupo controle; (#) p < 0,05; (##) p < 0,01; (###) p < 0,001 e (##HH) p
< 0,0001 quando comparado ao grupo ESC.
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A Figura 4 apresenta o efeito dos tratamentos na atividade da CAT. Pode-se
observar que a ESC inibiu a atividade da CAT no cortex cerebral (Figura 4A),
hipocampo (Figura 4B), figado (Figura 4C) e rim (Figura 4D) dos camundongos.
Estes resultados corroboram com os encontrados nos niveis de ERs que indicam
que a ESC causou um estresse oxidativo nos tecidos analisados (XIAN et al., 2015;
RAJASHRI et al., 2020;). O tratamento com o MTDZ, de maneira similar a Done,
normalizou a inibicdo na atividade da CAT, indicando que o composto normaliza o

estresse oxidativo causado pela ESC.
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Figura 4. Efeitos da ESC, do MTDZ e/ou Donepezﬂa na atividade da catalase (CAT)

no coértex cerebral (A), hipocampo (B), figado (C) e rim (D) dos camundongos. (**) p

< 0,01 e (*) p < 0,001 quando comparado ao grupo controle; (#) p <0,05; (##) p <
0,01; (###) p < 0,001 e (#####) p < 0,0001 quando comparado ao grupo ESC.

4. CONCLUSOES
Diante disso, sugere-se que o composto MTDZ pode atenuar os sintomas
amnésicos, bem como proteger contra o estresse oxidativo. Ainda, torna-se
necessario mais estudos para confirmar e elucidar seus potenciais terapéuticos.
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