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1. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa,
progressiva e irreversivel, caracterizada por um inicio insidioso que leva a perda de
memoria e comprometimento cognitivo, além de sintomas comportamentais que
impactam as atividades diarias dos pacientes (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2019). As principais caracteristicas neuropatoldgicas da DA incluem a formacgéao de
placas senis extracelulares compostas por agregados filamentosos da proteina —3-
amiléide (AB) e emaranhados neurofibrilares intracelulares. Além desses
marcadores, também sdo observados altera¢des bioquimicos, como o0 aumento do
estresse oxidativo e a reducdo da atividade da enzima Na'/K* ATPase (BAIS;
KUMARI; PRASHAR, 2015).

Ja em relacdo as terapias atualmente disponiveis para a DA, sabe-se que
estas possuem efeito paliativo e algumas restricbes quando aplicadas a pacientes
com outras condigdes em comorbidade. Embora essas intervencgdes possam aliviar
0s sintomas, ndo previnem ou revertem os danos neuropatoldgicos causados pela
doenca (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2021; HYDE et al., 2013). Dentro desta
situac&o, nosso grupo de pesquisa (LaFarBio) tem se dedicado na procura de uma
abordagem inovadora, visando tratar a DA, que apresente resultados que garantam
seguranca e qualidade de vida aos pacientes acometidos por essa patologia. Nesse
contexto, o composto ((4-metoxifenil)tio)benzo|c][1,2,5]tiadiazol (MTDZ) tem se
destacado, demonstrando a capacidade de inibir a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) in vitro no cortex cerebral de camundongos, além de
exibir efeitos antinociceptivos e anti-amnésicos (DA COSTA RODRIGUES et al.,
2022; DA MOTTA et al., 2022, 2023).

Desta forma, para ampliar a compreenséo da acédo deste composto, torna-
se interessante investigar o modelo de DA esporadica induzido por estreptozocina
(STZ), modelo que causa alteragBes neuroldgicas como acumulo de proteinas B-
amiloides e tau hiperfosforiladas, além de induzir neuroinflamacéo e aumentar o
estresse oxidativo (NEVMERZHYTSKA; YAREMENKO, 2024).Como parte deste
estudo, serd realizada inicialmente uma analise in silico da interacdo molecular
entre o MTDZ e a enzima Na*/K* ATPase, com o objetivo de avaliar suas afinidades
de ligacdo. Posteriormente, investigaremos os efeitos dessa enzima em cortex
cerebral de camundongos submetidos ao modelo de DA com indug&o por STZ,
visando determinar o potencial terapéutico do MTDZ no tratamento da DA.

2. METODOLOGIA
O composto MTDZ foi sintetizado e caracterizado conforme metodologia
previamente descrita por Santos et al. (2020). O estudo foi conduzido utilizando
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camundongos Swiss adultos, machos e fémeas, com peso entre 25-35¢g. Todos 0s
procedimentos experimentais seguiram as normas estabelecidas pela Comissao de
Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas — UFPel
(CONCEA n° 8970-2021).

Para observar a interagdo do composto MTDZ com a enzima Na*/K*
ATPase, foi utilizado o software AutoDockTools (KONDAPURAM; SARVAGALLA;
COUMAR, 2021; SANNER, 1999). A preparacdo de proteinas foram otimizadas e
o software CHIMERA (v. 1.5.3) foi usado para remover ligantes em 3D
(PETTERSEN et al., 2004). O encaixe molecular foi conduzido usando o Autodock4
(Dimensoes X:123, Y105, Z:125), com base no sitio inibitério da digoxina (PDB ID:
4RET), um inibidor da subunidade alfa das bombas de Na+K+/ATPases (SHIN et
al., 2018). As interacfes proteina-ligante foram analisadas pelo software Discovery
Studio Visualizer 4.5 e pelo software PyMol 3.0.

Para avaliagdo ex vivo, os animais submetidos ao modelo de DA por
administracao icv de STZ (3mg/kg, 3uL), foram tratados por 36 dias com MTDZ
(10mg/kg, via gavagem) ou com Oleo de canola (grupo controle, 10mg/kg, via
gavagem), posteriormente sendo submetidos a eutanasia e removidos os cortices
cerebrais para analise ex vivo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, para fins de comparacao nos resultados de docking molecular,
utiizamos Donepezil (DON) como controle positivo, um farmaco comumente
empregado no tratamento da DA (SHIN et al., 2018). O sitio de ligacdo da Digoxina
(PDB ID: 4RET), um inibidor bem estabelecido da Na'/K*-ATPase (REN et al.,
2021), foi usado para determinar o espaco de busca para as simulagdes de docking.
Os resultados confirmaram a eficacia do DON como um potente ligante da enzima
-8,1 kcal/mol, coerente com seu uso clinico. apresentou interacfes de aminoacidos
Pi-sigma (1le322) e Pi-alquil (Leu800, Arg893) (Figura 1A).

Embora o MTDZ tenha exibido uma afinidade de ligac&o inferior (-6,1
kcal/mol, Figura 1B), seus multiplos tipos de intera¢cdes sugerem um potencial como
modulador da Na*K*-ATPase. O composto MTDZ complexado com Na*/K*-
ATPase apresentou uma afinidade de ligacdo mediada por interacdes Pi-sigma
(1e322), Pi-enxofre (Phe790, Phe323, Phe793, Tyr315), par Pi-lone (Thr804), Alquil
e Pi-alquil (Leu800, 1le325, Cys111, Leul32) com residuos Na+K+/ATPase.
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Figura 1. Proteina-ligante da enzima Na+K+/ATPase (PDB ID: 7e20) e Donepezil
(Don) (A) e MTDZ (B) em 2D e 3D.

Os resultados indicam que os diversos tipos de interacdo observados para

MTDZ, incluindo interacfes de par Pi-enxofre e Pi-lone, sugerem que ele também

se liga efetivamente, mas com uma afinidade ligeiramente menor.
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Independentemente da via que pode estar envolvida na modulagdo da Na*/K*-
ATPase, é razoavel supor que o MTDZ possivelmente exerca um efeito sobre a
atividade enzimatica.

A regulacdo da atividade da enzima Na'/K*-ATPase afeta diretamente a
comunicagdo entre ceélulas nervosas, o funcionamento do cérebro e o
comportamento dos animais (APELL; HITZLER; SCHREIBER, 2017), onde a
enzima Mg?* ATPase é um cofator importante na atividade desta enzima, podendo
estar ligadas a problemas neurologicos, caracteristicas da DA. Em relacdo a
Na*/K*-ATPase a inducdo com STZ causou diminuicdo significativa quando
comparada ao controle em ambos os sexos (Figura 2A), enquanto que na enzima
Mg?* ndo houveram diferencas entre STZ e controle e sim uma diferenga na
atividade desta enzima entre os sexos avaliados (Figura 2B). Todavia, 0s
tratamentos causaram o aumento da enzima Na‘/K*-ATPase, onde o MTDZ
demonstrou-se em fémeas mais expressivo que o controle positivo utilizado. As
diferencas sexuais sao tipicamente mediadas pelas acdes dos hormonios
esteroides sexuais, bem como diferencas nos substratos neuroquimicos entre
homens e mulheres (MOSER; PIKE, 2016). Uma vez, que ja foi demonstrado em
alguns modelos experimentais de roedores com DA, camundongos fémas exibiram
patologia mais pronunciada em comparacdo aos machos (WEINSTOCK;,
SHOHAM, 2004).
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Figura 2. Efeito do 5-((4-metoxifenil)tio)benzo[c][1,2,5]tiodiazol (MTDZ) na atividade das
enzimas ATPases no cortex cerebral: (a) NA*/K*-ATPase cerebral; (b) Mg?* ATPase;. (**)
indicam p <0, 01 e (*) indicam p<0,05 quando comparado ao grupo controle; (#) indica
p<0,05 e (####) indica p<0,0001 em comparagdo com o grupo STZ; (§888) indica
p<0,0001 em comparacdo com o grupo de machos controle; (@ @) indica p<0,01 e
(@@@) indica p<0,001 em comparagdo com o grupo de machos MTDZ; (&&) indica
p<0,01 e (&&&&) indica p<0,0001 em comparagado com o grupo de machos STZ; ($)
indica p<0,05 e ($$$3) indica p<0,0001 em comparagdo com grupo macho MTDZ+STZ;
(E£) indica p<0,01 e (EEEE) denota p<0,0001 em comparacdo com grupo macho DONE
(Analise de variancia bidirecional/teste de Tukey).

4. CONCLUSOES

Em suma, os resultados deste estudo demonstram que o composto modulou
a via Na*/K*-ATPase, contribuindo para seu efeito benéfico na DA, bem como
comorbidades adicionais. Estudos futuros sdo necessarios para entender outros
mecanismos exercidos pelo MTDZ e seus efeitos fisiologicos em outros modelos
de DA e doencas neuropsiquicas, de forma a fornecer uma base soélida para futuras
investigagcdes mais detalhadas neste campo de estudo.
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