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1. INTRODUGCAO

As tiazolidinonas sao compostos heterociclicos, sintéticos e versateis, uma vez
que € possivel direcionar a acao terapéutica através da posicdo de diferentes
substituintes no nucleo tiazolidinona (SEBOLETSWE; CELE; SINGH, 2023). Os
farmacos Etozolin, Pioglitazona e o Ralitoline, sdo exemplos da importancia
terapéutica desse anel farmacoférico. Além disso, estudos tem demonstrado o
potencial terapéutico de novas tiazolidinonas, com destaque para a acao
anticolinesterasica, antioxidante e anti-inflamatéria em modelos pré-clinicos da
doenca de Alzheimer (DA) (DA SILVA et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2023).

A DA é caracterizada por neurodegeneragao progressiva e irreversivel que gera
um declinio cognitivo severo nos pacientes. A etiologia da DA ainda nao foi elucidada,
mas ja foi demonstrado que ocorre uma ativagéo glial ao redor das placas do peptideo
B-amildide no cérebro dos pacientes, levando a liberacdo de mediadoresinflamatérios,
como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), prostaglandinas e
espécies reativas de oxigénio (ERO). A resposta inflamatoriacerebral exacerbada
afeta mecanismos regulatérios de plasticidade sinaptica e sobrevivéncia neuronal,
contribuindo para a neurodegeneracdo na DA (SORIA LOPEZ; GONZALEZ; LEGER,
2019). As opcgdes terapéuticas ainda séo restritas, sendo os inibidores da
acetilcolinesterase (AChE) os farmacos de primeira escolha, no entanto, a eficacia do
tratamento € limitada além de gerar importantes efeitos adversos (MARUCCI et al.,
2021).

A inducéo de déficit cognitivo por escopolamina (ESC) em roedores € um modelo
muito utilizado no estudo de novos compostos para o tratamento da DA. AESC é uma
amina terciaria, antagonista competitivo ndo-seletivo dos receptores muscarinicos de
acetilcolina. O bloqueio desses receptores causa um déficit colinérgico que, em
roedores, mimetizam importantes alteracbes bioquimicas e comportamentais,
similares as encontradas em pacientes com DA (TANG, 2019).

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a eficacia do composto 3-(3-
(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27) na prevengao do déficit
cognitivo, bem como nas alteragdes das citocinas inflamatoérias TNF-qa, IL-6 e IL-10 no
cortex cerebral de ratos expostos a ESC.

2. METODOLOGIA

Modelo experimental de déficit de memoria e tratamento com DS27
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O composto DS27 foi sintetizado no Laboratorio de Quimica Aplicada a
Bioativos da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e posteriormente confirmado e
caracterizado por CG-EM e RMN (Silva et al., 2016). Foram utilizados ratos Wistar
machos de 60 dias, os quais foram obtidos do Biotério Central da UFPel. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal (CEUA
022443/2023-12). Os ratos foram divididos em cinco grupos: | - controle (C), Il -
escopolamina (ESC), IlI- DS27 (5 mg/kg), IV- DS27 (10 mg/kg) e V- Donepezil (5
mg/kg). Os animais foram tratados com DS27 por via oral durante 7 dias. No 8° dia foi
realizado o teste de campo aberto seguido do treino na esquiva inibitéria e 1 hora apos
foi administrada ESC (1mg/kg) por via intraperitoneal. Vinte e quatro horas apos foi
aplicado o teste da esquiva inibitéria.

Analise comportamental

A atividade locomotora foi avaliada através do teste do campo aberto (
PACHECO et al, 2018) e a memoria através do teste da esquiva inibitéria (
GUTIERRES et al., 2012). Apos o teste, os animais foram eutanasiados e o cortex
cerebral e o sangue foram coletados paras as posteriores analises.

Analises bioquimicas e moleculares

Em cortex cerebral os niveis de IL-10 foram avaliados por kit ELISA de acordo
com as instrucdes do fabricante, enquanto as expressdes de mRNA de IL-6 e TNF-a
foram avaliados por PCR (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os parametros bioquimicos
em soro foram avaliados por kit de comercial (Bioclin, MG, Brasil) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 8, para o teste de esquiva
inibitoria foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis com um nivel de
significancia de P < 0,05, e os resultados foram expressos como média e intervalo
interquartil. Os demais resultados foram analisados usando analise de variancia
unidirecional, seguido pelo teste post-hoc de Tukey-Kramer, com um nivel de
significancia de P < 0,05. Os dados foram expressos como média + erro padréo (E.P).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que nenhum dos tratamentos causou alteragdes
locomotoras nos animais (Figura 1A), enquanto que a ESC induziu um déficit cognitivo
nos animais (Figura 1B). Esse efeito pode ser associado ao antagonismo de
receptores muscarinicos de acetilcolina, reduzindo assim a neurotransmissao
colinérgica (TANG, 2019). Por outro lado, o DS27 na maior dose foi capaz de prevenir
o déficit de memoria. Em estudos anteriores ja foi demonstrado que o DS27 atua como
inibidor da AChE (DA SILVA et al., 2020), o que poderia melhorar a neurotransmissao,
podendo ser esse efeito associado a prevengao do déficit cognitivo.

Além disso, ja foi demonstrado que pacientes com DA possuem um aumento no
perfil inflamatério tanto a nivel periférico como no sistema nervoso central (LI et al.,
2023). No presente trabalho foi demonstrado que a ESC induziu um processo de
inflamac&o em cortex cerebral evidenciado através da redug¢ao nos niveis da citocina
anti-inflamatéria IL-10 e aumento na expressao das citocinas pré-inflamatérias IL-6 e
TNF-a (Figura 1 C-E). A persisténcia da neuroinflamacdo induz a liberacdo de
espécies reativas que levam a danos oxidativos a biomoléculas, gerando um quatro
de retroalimentagéo positiva, que geram mais danos aos tecidos e morte neuronal
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(SORIA LOPEZ; GONZALEZ; LEGER, 2019). Por outro lado, o DS27 foi capaz de
prevenir a neuroinflamacao induzida pela ESC. Essa acao anti-inflamatéria do DS27
também ja foi relatada in vitro em astrocitos expostos a LPS (ALVEZ et al., 2023).

Nao foram observadas alteragdes nos parametros bioquimicos séricos (Tabela
1) sugerindo que o composto DS27, nas doses e tempo de tratamento deste estudo,
nao apresenta efeitos toxicos.
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Figura 1: Avaliagdo da atividade locomotora (A) e memdria (B), niveis de IL-10 (C), expressao de
mMRNA de TNF-a (D) e IL-6 (E) em cortex cerebral em ratos submetidos a um modelo de déficit de
memoria induzido por escopolamina (ESC 1 mg/kg) e tratados com o composto 3-(3-(dietilamino)propil)- 2-
(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona (DS27 5 e 10 mg/kg) e donepezil (DON 5 mg/kg). Os valores
representam a média £ E.P (n = 5-6). (B). Os valores representam a mediana e o intervalo interquartil
(n=5-6). #P < 0,01, ¥ P < 0,001 quando comparado ao grupo controle, * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P <
0,001 quando comparado ao grupo ESC.

Tabela 1: Efeitos do composto 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-
ona (DS27) e donepezil no soro de ratos submetidos a um modelo de déficit de
memoria induzido por escopolamina (ESC 1 mg/kg). Os resultados foram expressos
em mg/dL.

189,9+11,99 182,8+38,88 193,7+£8, 26 202,2 +8,17 203,1+7,62
17239+ 227218 W39, 650718 154 + 12,48 191,8 + 9,06 154,1 + 18,47

69,78 +3,85 66,85+ 3,16 74,37 + 3,68 68,83 + 1,44 64,87 + 2,47

58,58 +2,70 51,76 £ 2,05 52,9527, 58, 17:15/19) S T4
3,00 £ 0,32 2,15+0,18 2,59 +0,36 2,16 £0,19 2,79+0,23
3,07 £0,09 3,15+£0,04 2,87 £0,09 2,95 +0,03 2,88 £0,04
3,90 £ 0,06 3,51+0,08 3,57 £0,09 3;57:50,41! 3,10 £ 0,06

4. CONCLUSOES

O composto DS27 foi capaz de prevenir o déficit cognitivo e as alteragbes nas
citocinas inflamatérias induzido por ESC. Esses dados sugerem que este composto
pode ter um efeito promissor na mitigagdo do comprometimento cognitivo e na
neuroinflamagé&o associados a condigdes neurodegenerativas.
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