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Resumo

SANTOS, Alessandra dos. Efeito do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-
il)propil)tiazolidin-4-ona na memodria e em parametros bioquimicos cerebrais e
sisttmicos em um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer, 2022. 71f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccéo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por um
declinio da memoria e das fungdes cognitivas. E a forma mais comum de deméncia,
com carater progressivo e irreversivel, impactando as atividades basicas diarias em
pacientes acometidos. A DA tornou-se um grande problema de saude publica. Dentre
0S mecanismos neuroquimicos associados a DA estdo o estresse oxidativo e uma
piora na sinalizacdo mediada pelas sinapses colinérgicas, sendo esta
neurotransmissé@o o principal alvo dos tratamentos disponiveis. Cabe destacar que
através do arsenal terapéutico atualmente disponivel, é possivel apenas aliviar os
sintomas desta doenca, sendo incapaz de impedir sua progressao. Logo, a busca por
novas alternativas terapéuticas capazes de prevenir ou retardar o avanco desta
doenca torna-se cada vez mais relevante, afim de proporcionar melhor qualidade de
vida aos pacientes. As tiazolidin-4-onas sao compostos que tém sido alvo de
pesquisas por apresentarem atividades farmacolégicas destacando efeitos
antioxidantes e anticolinesterasicos. Diante disso, o presente estudo investigou os
efeitos do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-il)propil)tiazolidin-4-ona
(DS12) namemaria e em parametros neuroquimicos em um modelo experimental para
DA induzido pela injecdo intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) em
ratos. Foram utilizados ratos machos adultos, os quais foram divididos em cinco
grupos: I- controle (solugéo salina); Il - DS12 (10 mg/kg); IlI-STZ, IV-STZ + DS12 (10
mg/kg); V- STZ + donepezil (5 mg/kg). Os tratamentos foram realizados por via oral
durante 20 dias. Posteriormente, foram avaliados parametros comportamentais
relacionados a memoaria através dos testes de reconhecimento de objetos e labirinto
em Y. Apés a eutanasia, o cortex cerebral, o hipocampo e o cerebelo foram coletados
para avaliar marcadores de estresse oxidativo e a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Parametros bioquimicos e hematoldgicos foram avaliados
em amostras de sangue e soro. Os resultados demonstraram que o comprometimento
na memoria e 0 aumento da atividade da AChE induzida pela STZ foram prevenidos
pelo tratamento com DS12 e donepezil. A STZ induziu um aumento nas espécies
reativas de oxigénio e uma diminui¢&do na atividade da catalase no hipocampo, cortex
cerebral e cerebelo. O tratamento com DS12 conferiu protecdo frente a essas
alteracOes oxidativas em todas as estruturas cerebrais. Nao foram observadas
alteracbes nos parametros bioquimicos séricos e nas andlises hematologicas. O
tratamento com DS12 mostrou-se capaz de melhorar a memoria e as alteracdes
neuroquimicas em um modelo de DA sem apresentar efeitos tdéxicos, sugerindo o
potencial terapéutico promissor deste composto.

Palavras-chave: tiazolidin-4-onas, estresse oxidativo, cérebro, doenca de Alzheimer,

acetilcolinesterase, ratos.



Abstract

SANTOS, Alessandra dos. Effect of the compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-
(piperidin-1-yl)propyDhthiazolidin-4-one on memory and on brain and systemic
biochemical parameters in a model of sporadic dementia of the type Alzheimer, 2022.
71f. Dissertation (Master's) - Postgraduate Program in Biochemistry and
Bioprospecting. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by a decline
in memory and cognitive functions. It is the most common form of dementia, with a
progressive and irreversible character, affecting basic daily activities in patients. AD
has become a major public health problem. Among the neurochemical mechanisms
associated with AD are oxidative stress and alterations in signaling mediated by
cholinergic synapses. Cholinergic neurotransmission being is main therapeutic target
of the available treatments for AD. The therapeutic arsenal currently available is only
possible to alleviate the symptoms of this disease, being unable to prevent its
progression. Therefore, the research for new therapeutic alternatives capable of
preventing or delaying the progress of AD becomes increasingly relevant, in order to
provide a better quality of life for patients. Thiazolidin-4-ones are compounds that have
been the target of research because these compounds have pharmacological activities
such as antioxidant and anticholinesterase effects. Thus, the aim of the present study
was investigated the effects of the compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-
1-yl)propyl)thiazolidin-4-one (DS12) on memory and neurochemical parameters in an
experimental model for AD induced by intracerebroventricular (ICV) injection of
streptozotocin (STZ) in rats. Adult male rats were divided into five groups: I- control
(saline); 11 - DS12 (10 mg/kg); III-STZ, IV-STZ + DS12 (10 mg/kg); V-STZ + donepezil
(5 mg/kg). The treatments were performed orally for 20 days. Behavioral parameters
related to memory were evaluated through object recognition and Y-maze tests. After
euthanasia, the cerebral cortex, hippocampus, and cerebellum were collected to
evaluate markers of oxidative stress and acetylcholinesterase (AChE) enzyme activity.
Biochemical and hematological parameters were evaluated in blood and serum
samples. The results showed that memory impairment and the increase in AChE
activity induced by STZ were prevented by treatment with DS12 and donepezil. STZ
also increased the reactive oxygen species levels and a decreased catalase activity in
hippocampus, cerebral cortex, and cerebellum. Treatment with DS12 was capable to
protect against these oxidative changes in all brain structures. No changes were
observed in serum biochemical parameters and hematological analyses. Treatment
with DS12 was able to improve memory and neurochemical changes in an AD model
without inducing toxic effects, suggesting the promising therapeutic potential of this
compound.

Keywords: thiazolidin-4-ones, oxidative stress, brain, Alzheimer's disease,
acetylcholinesterase, rats.
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1 Introducéo

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa de carater
progressivo e irreversivel, caracterizada pelo declinio gradual da memoria e funcdes
cognitivas. Geralmente associada ao avanco da idade, esta doenga vem se tornando
cada vez mais prevalente na populacdo idosa, sendo considerada a forma de
deméncia mais comum em idosos e uma das principais causas de morte em pessoas
com mais de 80 anos (Scheltens et al., 2016; Santos et al., 2020). Os prejuizos
causados pela DA sdo prevalentemente associados a memoria, mas vao desde
distarbios nas fungbes cognitivas até a reducdo no peso e volume cerebral, o que
culmina no comprometimento de diversos aspectos da vida do individuo, acabando
por incapacita-lo, tornando-o cada vez mais dependente de cuidadores (Sereniki e
Vital, 2008; Santos et al., 2020).

Diversas caracteristicas envolvidas no desenvolvimento da DA séo inerentes
ao envelhecimento, como € o caso dos supramencionados prejuizos a memoaria, 0s
quais também afetam idosos cognitivamente saudaveis (Bitencourt et al., 2019). No
entanto, conforme a DA avanca, o cérebro do paciente sofre uma perda progressiva
de neurdnios e diversas alteracdes estruturais em regides especificas relacionadas a
memdéria, como o hipocampo — o qual é uma estrutura de extrema importancia para
a memoria episddica e esta entre as primeiras regides a sofrerem degradacdo mesmo
em estagios pré-sintomaticos da DA (Biasibetti et al., 2017; Alzheimer’s association,
2020). Além do hipocampo, os impactos da DA também afetam todo o cortex cerebral,
de modo a influenciar em diversas fungbes do cotidiano do paciente (Abeysinghe,
Deshapriya, e Udawatte, 2020). Ainda, estudos sugerem que a degeneracao neuronal
caracteristica da DA também possa afetar o cerebelo, dada a alta densidade neuronal

desta estrutura cerebral (Jacobs et al., 2018).

Desse modo, por ser uma doenca que compromete diversas funcdes do
sistema nervoso, a DA é um disturbio de alta complexidade que pode ser influenciada
por inumeros fatores e envolve diversos mecanismos, 0s quais ainda nao foram
totalmente elucidados (Bitencourt et al.,, 2019; Scheltens et al., 2016). Entretanto,
alguns fatores tém sido bem estabelecidos como possiveis responsaveis pelo
desenvolvimento e progressao da doenca, dentre os quais destacam-se o acumulo de

placas senis e emaranhados neurofibrilares (Trevisan et al., 2019).
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As placas senis, estruturas formadas pelo acimulo de fragmentos do peptideo
beta-amiloide (BA), podem causar neuroinflamac¢do e prejudicar o transporte de
substancias e a transmissao sinaptica entre neurénios (Vieira et al., 2014; Falco et al.,
2016). Ja os emaranhados neurofibrilares, formados pelo acimulo da proteina Tau na
forma hiperfosforilada, causam a degeneracdo neuronal, prejudicando também a
transmisséo sinptica (Kamat, 2015). Além destes mecanismos, outros fatores tém
sido associados a patogénese da DA, dentre os quais pode-se citar 0 estresse
oxidativo e déficits na transmissdo colinérgica (Cavalcanti e Engelhardt, 2012;
Bitencourt et al., 2019).

O estresse oxidativo € uma condicdo onde radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ROS) geram danos a diversas estruturas, desencadeando diversos
aspectos caracteristicos da DA, o que contribui para o inicio e desenvolvimento da
doenca (Cavalcanti e Engelhardt, 2012). Estudos indicam uma relacao entre os danos
oxidativos gerados as membranas lipidicas pelas ROS e a formacéo de placas senis
e emaranhados neurofibrilares (Lopez et al., 2012; Gemelli et al., 2013). Além disso,
um dos principais mecanismos associados ao inicio e progressdo da DA séo as
alteracdes no sistema colinérgico, o qual esta relacionado com diversos processos
importantes, como aprendizagem e memoria. Portanto, déficits na transmissao
colinérgica e em seus neurotransmissores podem impactar no desenvolvimento e
progressao da DA (Farlow et al., 2010; Mota et al., 2012).

Quanto a terapéutica utilizada no tratamento da DA, considerando o carater
multifatorial da doenca, faz-se necessario o uso de medicamentos que interfiram nao
somente na fisiopatologia, mas também nas alteracdes comportamentais geradas
pela DA (Bitencourt et al., 2019). Portanto, dado o impacto que alteracdes no sistema
colinérgico causam tanto na cognigcdo como no comportamento dos pacientes, uma
das principais abordagens farmacoldgicas utilizadas no tratamento da DA envolve o
uso de anticolinesterasicos. Essa classe de medicamentos aumenta a disponibilidade
do principal neurotransmissor colinérgico e tem se mostrado eficiente na diminuicao
dos sintomas da doenca (Huang, Chao e Hu, 2020). No entanto, os medicamentos
atualmente utilizados no tratamento da doencga de Alzheimer ndo impedem o avango
da doenca e, além disso, possuem diversos efeitos colaterais, o que tem tornado seu

uso insatisfatorio (Vaz e Silvestre, 2020).
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Dessa forma, torna-se relevante a busca por alternativas terapéuticas que
atuem no sistema colinérgico e que possam proporcionar maior seguranca e
efetividade para os pacientes, a fim de melhorar a qualidade de vida de portadores de

doencas neurodegenerativas, como a DA (Vaz e Silvestre, 2020).

Nesse sentido, as 4-tiazolidinonas (substancias que fazem parte de uma classe
de compostos aos quais podem ser atribuidas diferentes atividades bioldgicas e
farmacoldgicas) tém sido alvo de pesquisas do nosso grupo, onde demonstraram in
vitro o potencial anticolinesterasico dessas moléculas (Berwaldt et al., 2019; Da Silva
et al.,, 2021). Considerando os resultados promissores obtidos nesses estudos, o
efeito do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidina-1-il)propil)thiazolidin-4-ona
(DS12) foi avaliado em um modelo in vivo de amnésia induzido por escopolamina,
onde a molécula DS12 mostrou-se capaz de prevenir déficits de memoaria, alteracdes
colinérgicas e estresse oxidativo em cértex cerebral e hipocampo de ratos. Ainda, a
molécula em estudo demonstrou auséncia de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade em

ratos em estudos anteriores na dose de 10 mg/kg (Da Silva et al., 2021).

O modelo de injecdo de escopolamina, utilizado anteriormente para avaliar 0s
efeitos da DS12 in vivo, mimetiza algumas alteracdes presentes na DA, como déficits
de memoria e aprendizagem, déficits colinérgicos e comprometimento em processos
visuoperceptivos, induzindo um modelo eficiente de amnésia temporaria nos animais
— 0 que permitiu avaliar o potencial do tratamento em prevenir o desenvolvimento de
um quadro de deméncia, trazendo resultados promissores (Riedel et al., 2009; Kumar
et al., 2016). Ja o modelo de inducdo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer
induzido por injecéo ICV de STZ é um modelo capaz de mimetizar alteracbes mais
complexas presentes na DA esporadica em humanos, como aumento na liberagéo de
ROS e espécies reativas de nitrogénio; prejuizos no metabolismo de glicose; atividade
aumentada da AChE e diminuicao dos niveis de ACh; além de formacéo de agregados
semelhantes a peptideos BA (Sharma, Briyal e Gupta, 2005; Yang et al., 2013; Correia
et al., 2013). Portanto, testar os efeitos da molécula em estudo neste modelo nos
permitiu estimar o potencial dela em reverter parametros mais complexos no decorrer

do desenvolvimento da doenca.

Diante deste contexto, considerando: i) o impacto que a DA causa na vida do

paciente, dos cuidadores e na saude publica; ii) a falta de efetividade dos atuais
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tratamentos disponiveis em impedir o avanco da doenca; iii) os resultados promissores
obtidos até entdo nos estudos envolvendo as 4-tiazolidinonas, torna-se relevante o
desenvolvimento de estudos mais aprofundados a fim de elucidar o potencial
terapéutico do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-il)propil)tiazolidin-4-ona
(DS12) em mecanismos associados a DA utilizando um modelo experimental de DA
induzido por estreptozotocina.
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2 Objetivos
2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-
il)propil)tiazolidin-4-ona (DS12) na memadria e em parametros bioquimicos cerebrais e
sistémicos em um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer induzido por

administracao intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ).

2.2.  Objetivos especificos

Em ratos submetidos a um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer induzido

por STZ e tratados com DS12 ou donepezil foram avaliados os seguintes parametros:

e Memodria através dos testes de reconhecimento de objetos e labirinto em Y;

e Atividade locomotora através do teste do campo aberto;

e Atividade da acetilcolinesterase em cortex cerebral, hipocampo e cerebelo;

e Parametros de estresse oxidativo como niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e conteudo tidlico total;

e Atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase e catalase em
cortex cerebral, hipocampo e cerebelo;

e Parametros bioguimicos séricos como glicose, colesterol, triglicerideos e ureia;

e Parametros hematoldgicos: eritrograma, leucograma e andlise plasmatica de

proteinas.
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3 Reviséo bibliografica
3.1. Deméncia

Deméncia € um termo utilizado para descrever os sintomas de um grupo de
doencas caracterizadas por um declinio cognitivo e pode ser descrita como uma
desordem cerebral de carater neurodegenerativo e progressivo, afetando diversos
parametros, como: linguagem, orientagdo espacial, raciocinio, capacidade de
aprendizado, julgamento e memoaria (Trevisan et al., 2019; Alzheimer’s Association,
2020). A deterioracdo substancial destas habilidades causa grandes prejuizos no
funcionamento social e ocupacional dos portadores de deméncias pois leva a
incapacitacdo dos mesmos conforme a doenca avanca (NCCMH, 2007; Biasibetti et
al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a deméncia foi a
sétima causa de mortes no mundo em 2019, afetando atualmente mais de 55 milhdes
de pessoas e, espera-se que este numero atinja a marca de 139 milhdes até 2050
(OMS, 2020). A deméncia tem a idade como principal fator de risco, de modo que
aproximadamente 10% de todas as pessoas acima de 65 anos possuam algum tipo

de deméncia (Biasibetti et al., 2017; Alzheimer’s Association, 2020).

3.2. Doencade Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é considerada a forma mais comum de deméncia,
sendo responsavel por cerca de 50 a 70% dos casos e apontada como a quarta maior
causa de morte em pessoas com mais de 80 anos (Santos et al., 2020). A DA é uma
patologia de carater neurodegenerativo, progressivo e irreversivel, associada
geralmente ao avanco da idade, cujas primeiras manifestacdes clinicas sao

associadas a déficits de memoria e outras funcdes cognitivas (Scheltens et al., 2016).

As principais caracteristicas associadas a DA sao disturbios nas funcdes
cognitivas, bem como na memoria a curto prazo (Santos et al., 2020). Assim, como
nas demais formas de deméncia, tais prejuizos atingem diversos dominios a medida
que a doenca avanca, de modo que, com o passar do tempo, 0 paciente perde
gradualmente sua autonomia, tornando-se incapaz de desenvolver atividades do
cotidiano, bem como de cuidar de si (Luzardo et al., 2006). Essas mudangas ocorrem

devido a diversos fatores, como degeneracdo neuronal, baixos niveis de
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neurotransmissores no cérebro e, por consequéncia, diminuicdo nas sinapses
(Abeysinghe et al., 2020).

O quadro clinico da DA é dividido em trés fases: 1) Fase inicial: com duracéo
de 2 a 3 anos, caracterizada pela perda de memoria recente. Além disso, conforme a
doenca avanca, a deterioracdo na capacidade de aprendizado e linguagem torna-se
cada vez mais recorrente (Santos et al., 2020). 2) Fase intermediaria: tem duracéo de
2 a 10 anos e nesta fase o individuo ja ndo possui mais a capacidade de aprendizagem
e de guardar informagdes e sua linguagem comeca a apresentar sinais de limitacéo
(Bitencourt et al., 2019). 3) Fase final: sua duragdo pode variar entre 8 e 12 anos.
Nela, ocorrem alteracdes severas nos aspectos cognitivos, onde o individuo pode
apresentar quadros de incontinéncia urinaria e fecal e, muitas vezes, nédo se locomove

nem se comunica mais (Luzardo et al., 2006; Cavalcanti e Engelhardt, 2012).

A DA pode ser classificada como familiar e esporadica. A DA do tipo familiar
costuma ocorrer de maneira mais precoce, afetando individuos entre 40 a 60 anos, e
é influenciada por fatores genéticos, como mutac¢des autossémicas dominantes nos
genes da proteina precursora amiloide (APP) e presenilinas 1 e 2. Ja a DA do tipo
esporadico é responsavel pela maioria dos casos de portadores desta doenca e ocorre
geralmente em pessoas acima de 65 anos, sendo influenciada por fatores ambientais,
como tabagismo, alcoolismo, baixo nivel educacional, entre outros (Biasibetti et al.,
2017; Abeysinghe et al., 2020).

Conforme a DA avanca, diversos parametros sdo envolvidos, havendo um
comprometimento severo em diferentes tipos de memaria, como a memoéria espacial
e a memoria de trabalho (Ang e Lee, 2008; Kraeuter, Guest e Sarnyai, 2018). Memaria
espacial é a forma de memoria que envolve a habilidade de registrar e recuperar
informacdes sobre localizacdo espacial, necessaria para diversas atividades da vida
diaria, como planejar rotas para um local ou recordar a localizacdo de um objeto. Este
tipo de memoria é avaliado em modelos comportamentais envolvendo roedores
através do teste comportamental do labirinto em Y (Denos, Hasboun e Baulac, 2004;
Kraeuter, Guest e Sarnyai, 2018). A memoria de trabalho possui grande influéncia na
aprendizagem, permitindo o armazenamento e retencédo temporaria de informacdes
enquanto uma determinada tarefa esta sendo realizada, fornecendo suporte as
atividades cognitivas (Alloway e Gathercole, 2006; Schurgin, 2018). Este tipo de

memoria € avaliado através da tarefa de reconhecimento de objetos, que se baseia
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na tendéncia natural do animal em explorar mais o objeto novo em detrimento ao

familiar, num contexto conhecido (Baddeley, 2000; Kraeuter, Guest e Sarnyai, 2018).

3.2.1. Diagnostico

Diversas caracteristicas da DA séo inerentes ao envelhecimento, estando
presentes também em idosos cognitivamente saudaveis (Bitencourt et al., 2019).
Logo, o diagnostico da DA torna-se dificil, de modo que ainda ndo existem exames
capazes de confirma-lo, sendo que o mesmo é baseado em alteracGes cognitivas e
comportamentais apresentadas pelo paciente, bem como no historico familiar e
exames sanguineos e neurologicos. Somente através de exames post mortem é

possivel comprovar o diagnostico da doenga (Alzheimer’s Association, 2020).

No entanto, dada a dificuldade em determinar com precisdo as causas da
doenca, bem como em fornecer um diagnostico preciso, existem estudos que sugerem
gue a medida da atrofia hipocampal por ressonancia magnética (figura 1) pode ser
utilizada como marcador para DA precoce em pacientes com comprometimento
cognitivo leve, visto que o hipocampo € uma das primeiras regides afetadas na DA
(Abeysinghe et al., 2020; Alzheimer's Association, 2020). Além disso, o uso de
biomarcadores especificos para danos neuronais relacionados a memoria tem se
mostrado cada vez mais relevante no auxilio ao diagnéstico da doenga mesmo em
estagios prodrémicos, o que permite a realizacdo de intervencdes terapéuticas mais
precoces. Dentre estes biomarcadores, destacam-se os de BA e os da proteina Tau,
0s quais podem ser quantificadas no liquor de forma confiavel. Com a morte neuronal,
a proteina Tau na forma fosforilada € eliminada no liquor, aumentando sua
concentracao; e o acumulo de BA no cérebro faz com que sua concentracdo no liquor

seja reduzida (Cavalcanti e Engelhardt, 2012; Alzheimer’s association, 2020).
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Figura 1. Imagem de exame de Ressonancia Magnética demonstrando a perda acentuada no volume
cerebral com acentuada atrofia hipocampal em cérebro de paciente com Doenca de Alzheimer (direita),

comparado com o cérebro de uma pessoa saudavel (esquerda). Adaptado de Carneloz, 2019.

3.2.2. Etiologia e patogénese da Doenca de Alzheimer

Embora haja uma base de dados concisa sobre a degradacéo que a DA causa
na memaria e cognicao dos pacientes, ainda ndo esta totalmente elucidada a etiologia
da doenca. Estima-se que a DA provavelmente resulte da combinacdo de diversos
fatores, tanto de origem genética quanto ambiental (Peinado et al., 2000; Abeysinghe
et al., 2020). Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de DA identificados
até o momento relacionam-se principalmente com o avanc¢o da idade, mas outros
aspectos podem impactar tanto no desenvolvimento como prevencdo da doenca
(Ferrari et al., 2014).

Baixo nivel educacional e ocupacional, distarbios do sono, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, obesidade, tabagismo, alcoolismo,
hipertenséo, diabetes mellitus e depresséo tém sido considerados fatores que podem
predispor ao desenvolvimento de DA (Biasibetti et al., 2017; Abeysinghe et al., 2020).
No entanto, fatores como alto nivel de instrucéo, préatica regular de exercicio fisico e
certos padrdes de dieta podem auxiliar na prevencao ou no atraso da progressao da
doenca (Vellas et al., 2005; Biasibetti et al., 2017).

Além disso, também sdo observadas diferencas no desenvolvimento e
progressao da DA entre individuos de diferentes sexos bioldgicos, onde mulheres cis
correspondem a dois tercos da populacdo afetada pela doenca (Irvine et al., 2012).
No entanto, em relacéo a progressdo em homens cis, esta forma de deméncia avanca
com maior severidade e com uma evolugdo mais acelerada, enquanto que nas
mulheres costuma se estender por um maior periodo e apresentar menor severidade
(Abeysinghe et al., 2020).
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Quanto a patogénese da DA, diversos mecanismos estdo envolvidos na morte
celular caracteristica da doenc¢a, de modo que o cérebro de um portador da DA sofre
uma perda progressiva de neurénios e diversas alteracdes estruturais — inicialmente
em regides cerebrais especificas relacionadas a memoaria, mas conforme a doenca
avanca, hd uma diminuicdo no volume cerebral total (figura 2), o que impacta em todas

as funcdes cerebrais (Peinado et al., 2000).

Figura 2. llustracdo de um cérebro saudavel, um cérebro com a Doenga de Alzheimer em estagio

avangado e uma comparagao do volume de ambos. Adaptado de Alzheimer’s Association, 2020.

Dentre as principais regides acometidas pela DA cabe mencionar o hipocampo,
pois € uma estrutura critica para memoria episodica que esta entre as primeiras a
sofrerem alteracdes estruturais mesmo em estagios pré-sintomaticos da doenca
(Biasibetti et al., 2017; Alzheimer’s association, 2020). Além disso, a degeneracao
causada pela DA impacta grandemente todo o coértex cerebral, o qual é responsavel
por diversas funcdes essenciais, como: linguagem, percepcao sensorial, raciocinio,
memoria e comando da motricidade (Abeysinghe et al., 2020; Alzheimer’s association,
2020).

3.2.3. Principais mecanismos envolvidos na fisiopatologia da DA

Sabe-se que a degeneracdo neuronal causada pela DA é bastante extensa,
atingindo diversas regibes cerebrais conforme a doenca evolui. Os déficits na
atividade cerebral caracteristicos da doenca se devem as alteracdes estruturais que
a mesma causa (Peinado et al., 2000). Além disso, o cérebro de um individuo com DA

possui menos células nervosas e sinapses quando comparado a um cérebro
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saudavel. Embora a causa associada a morte de células neuronais nesta patologia
ainda seja desconhecida, algumas hipdteses tém sido estabelecidas na literatura, tais

como o acumulo de placas senis e emaranhados neurofibrilares (Trevisan et al., 2019).

As placas senis sao formadas pelo acumulo de fragmentos do peptideo beta-
amiloide (BA) e produtos originados através da clivagem de sua proteina precursora,
a proteina precursora amiloide (APP). A APP é clivada em diferentes lugares por duas
secretases, a y-secretase e a B-secretase, dando origem a diversos fragmentos, como
€ 0 caso do peptideo BA, que exerce uma acéo inibitéria sobre o potencial de longa
duracdo (responsavel por melhorar a transmissao sinaptica entre os neurénios) (Falco
et al., 2016). Em condicbes normais, o BA encontra-se em niveis baixos no sistema
nervoso central (SNC), entretanto, pode ocorrer o acumulo deste peptideo por meio
de defeitos na sua remogcdo — 0 que pode gerar alteragcbes vasculares e
neuroinflamacao através da reducao da permeabilidade da barreira hematoencefalica,
prejudicando o transporte de substancias essenciais para o funcionamento do
enceéfalo. Portanto, a producao de BA no cérebro da origem a uma cascata de eventos
neurotdxicos, formando placas senis e, desta forma, contribuindo para o surgimento
da DA (Vieira et al., 2014).

Além disso, a hiperfosforilagdo da proteina Tau também é descrita como um
dos mecanismos mais bem estabelecidos no desenvolvimento e avango da DA
(Cavalcanti e Engelhardt, 2012). A Tau € uma proteina cuja funcdo € estabilizar
microtubulos no citoesqueleto, o que é fundamental no desenvolvimento neuronal.
Essa proteina normalmente é solluvel, no entanto, em quadros de DA a mesma
encontra-se fosforilada na forma de um polimero filamentoso, o qual associado aos
microtubulos é o principal componente dos emaranhados neurofibrilares presentes

nas células nervosas danificadas na DA (Kamat, 2015; Falco et al., 2016).

Além dos mecanismos de degeneragao supracitados, outros fatores tém sido
associados a patogénese da DA, dentre os quais pode-se citar o estresse oxidativo e
déficits na transmisséo colinérgica (Cavalcanti e Engelhardt, 2012; Bitencourt et al.,
2019).

3.2.3.1. Estresse Oxidativo e DA

Estresse oxidativo é uma condi¢gdo onde ha um desequilibrio entre a formacéo

de compostos oxidantes e a agao dos sistemas antioxidantes do organismo, gerando
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radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Barbosa et al., 2010). Em
condi¢gbes celulares normais, ROS atuam mediando processos celulares, como
resposta imune e sinalizacao celular. No entanto, quando ha um aumento de espécies
reativas, sobrepondo-se as defesas antioxidantes, essas espécies podem gerar danos
a diversas estruturas, como proteinas, lipidios e DNA, contribuindo para o
desenvolvimento de varias patologias, como a DA (Sereniki e Vital, 2008; Cavalcanti
e Engelhardt, 2012).

Com o intuito de proteger as células contra os efeitos nocivos causados pelas
espécies reativas, 0 organismo conta com a a¢ao dos sistemas antioxidantes, os quais
atuam protegendo e reparando os efeitos deletérios causados pelos agentes
oxidantes, bem como prevenindo o acimulo de moléculas alteradas pela acdo destes
agentes (Lopez et al.,, 2012). Os sistemas antioxidantes presentes no organismo
podem ser classificados como enziméticos e ndo enzimaticos. O sistema antioxidante
enzimatico ou enddgeno inclui enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-PX), as quais atuam em conjunto prevenindo o
dano tecidual causado pela acdo dos radicais livres. O sistema antioxidante nao
enzimatico ou exdgeno atua retardando a producéo e a acdo dos radicais livres e é
composto principalmente pela glutationa (GSH), acido ascérbico (vitamina C) e o a-

tocoferol (vitamina E) (Lademann et al., 2011; Lopez et al., 2012).

Estudos apontam a oxidacdo de lipoproteinas associadas ao SNC como
possiveis agentes causadores dos danos celulares presentes na DA. O peptideo -
amiloide estd amplamente relacionado ao dano oxidativo que ocorre as membranas
lipidicas, pois altera a funcdo de transportadores, enzimas e receptores celulares
localizados nessas membranas (Vannucci et al., 1998; Lépez et al., 2012). Além disso,
as ROS também tém relacdo com outra das principais estruturas caracteristicas da
DA: os emaranhados neurofibrilares. Estudos demonstraram uma alteragcdo na
conformacdo dos lipidios de membrana através da acdo de ROS, o que levou a

formacéo destes emaranhados em pacientes portadores de DA (Gemelli et al., 2013).

3.2.3.2. Sistema colinérgico e DA

Uma das hipoteses mais bem estabelecidas na literatura para o
desenvolvimento da DA é a hipdtese colinérgica, onde se estima que alteracdes no

sistema colinérgico sejam capazes de influenciar em diversos aspectos na vida dos
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pacientes. O sistema colinérgico € composto pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh),
seus receptores e 0 aparato enzimatico responsével por sua sintese e degradacgéo
(Vellas et al., 2005; Mota et al., 2012).

A ACh é sintetizada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) no citosol dos
neurdnios colinérgicos pré-sinapticos a partir de colina e acetil-CoA. Apos sua sintese,
a ACh é armazenada em vesiculas sinapticas e liberada na fenda sinaptica, onde
exerce sua funcéo de propagacao de informacdes entre as sinapses nervosas (Mota
et al., 2012; Araujo, Santos e Gonsalves, 2016). A atividade desse neurotransmissor
é interrompida quando o mesmo é hidrolisado pelas enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BChE) em acetato e colina. Essas moléculas de acetato
e colina séo recaptadas pelo o neurénio pré-sinaptico, onde podem ser utilizadas para
sintese de novas moléculas de ACh (Ventura et al., 2010; Araujo, Santos e Gonsalves,
2016).

No aspecto neuropatoldgico, a DA se caracteriza principalmente pela falha nas
sinapses entre 0s neurdnios e degeneracao neuronal, especialmente dos neurbénios
colinérgicos. Os neurbnios colinérgicos possuem seus corpos localizados
principalmente no nucleo septal medial e no nucleo basal de Meynert, os quais
inervam regides cerebrais bastante importantes, como o hipocampo e regido frontal,
temporal e parietal do cértex cerebral, respectivamente (Bassani et al., 2018). A morte
de neurbnios nessas estruturas impacta diversos aspectos envolvidos ndao sé na
cognicdo do paciente como em seu comportamento — visto que o sistema colinérgico
esta relacionado com diversos processos importantes, como atencao, resposta ao
estresse, sono, vigilia e, principalmente, aprendizagem e memoéria (Mota et al., 2012;
Aratjo, Santos e Gonsalves, 2016).

3.2.4. Tratamento da DA e os anticolinesterasicos

O tratamento para a doengca de Alzheimer requer o uso de agentes
farmacoldgicos que atuem em sintomas especificos, bem como intervencdes
comportamentais que possam melhorar sintomas e atividades diarias do paciente
(Bitencourt et al., 2019).

Quanto a terapéutica farmacolégica, dado o impacto que alteragdes no sistema
colinérgico causam tanto na cognigdo como no comportamento dos pacientes,

somado ao fato de na DA haver uma perda significativa no numero de neurbnios
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colinérgicos, uma das abordagens farmacoldgicas mais amplamente utilizadas no
tratamento da DA envolve o0 uso de anticolinesterasicos (Araujo, Santos e Gonsalves,
2016; Huang, Chao e Hu, 2020). Esses medicamentos inibidores da colinesterase
(AChEIs) tém como objetivo aumentar a disponibilidade de ACh na fenda sinaptica,

aumentando, portanto, seus efeitos (Huang, Chao e Hu, 2020).

Estima-se que ao elevar a quantidade de ACh na fenda sinaptica seja possivel
reverter alguns dos déficits de memdéria causados pela DA e, para tanto, utilizam-se
inibidores da AChE, os quais permitem com que a ACh permaneca ativa na fenda
sindptica por um periodo maior de tempo, elevando a transmissao colinérgica (Mota

et al., 2012; Araujo, Santos e Gonsalves, 2016).

Atualmente, existem pelo menos trés AChEIls aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) como terapéutica para DA. O uso destes medicamentos tem
proporcionado melhora clinica cognitiva e global nos pacientes, melhorando assim sua
qualidade de vida (Huang, Chao e Hu, 2020). Dentre os principais AChEls utilizados
no tratamento da DA pode-se citar a donepezila, galantamina, e rivastigmina, os quais
tém eficacia semelhante, apesar de possuirem farmacocinética e farmacodinamica
distintas (Raina et al., 2008; Vaz e Silvestre, 2020). Os AChEIls apresentam eficacia
comprovada em pacientes com DA leve e moderada, no entanto, efeitos
gastrointestinais como nauseas, vomitos e diarreia costumam ser recorrentes ao longo

do tratamento com estes medicamentos (Vaz e Silvestre, 2020).

Além dos AChEIls, um dos principais medicamentos atualmente utilizados no
tratamento da DA é a memantina: um farmaco com propriedades neuroprotetoras e
capazes de potencializar a cognicdo (Tanovic et al., 2006). A memantina é um
antagonista ndo competitivo de N-metil-D-aspartato (NMDA), cujo mecanismo de acéo
ainda nao foi totalmente esclarecido. Acredita-se que a memantina consiga melhorar
a transmissdo glutamatérgica que, assim como a colinérgica, encontra-se
comprometida na DA (Tanovic et al., 2006; Vaz e Silvestre, 2020). Eficaz mesmo em
estagios moderados e graves da DA, quando usada como monoterapia, a memantina
demonstrou efeitos ainda melhores quando associada ao tratamento com AChEls
(Vaz e Silvestre, 2020).

Ainda, a FDA recentemente aprovou o uso de um novo medicamento para o

tratamento da DA: o Aduhelm (aducanumabe), um farmaco produzido pela Biogen
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(empresa do ramo da biotecnologia que conduz pesquisas cientificas para tratar
doencas neurodegenerativas), cuja proposta € tratar pacientes com diagndstico
precoce de Alzheimer (FDA, 2021; Steinbrook, 2021). Estima-se que o Aduhelm seja
capaz de remover depdsitos do peptideo BA, evitando, portanto, a formacéao de placas
senis e, dessa forma, a progressao da doenca seja retardada (FDA, 2021; Tanzi,
2021). No entanto, os efeitos adversos do medicamento (inchago e sangramentos
cerebrais) tém causado certa preocupacao, de modo que a FDA determinou que a
Biogen desenvolva mais pesquisas acerca dos beneficios clinicos do uso dessa
medicacéao (Tanzi, 2021; Steinbrook, 2021).

E importante ressaltar que os principais medicamentos utilizados atualmente
no tratamento da DA ndo possuem eficiéncia satisfatoria e, além disso, apresentam
diversos efeitos colaterais (Vaz e Silvestre, 2020). Sendo assim, a busca por
tratamentos mais eficazes que possam proporcionar maior seguranca para 0S
pacientes tem aumentado e, dessa forma, a descoberta de novas moléculas
potencialmente mais seguras tem se mostrado promissora para o tratamento de

diversas doencas neurodegenerativas, como a DA (Vercoza et al., 2009).

3.3. Tiazolidinonas

As pesquisas na area da quimica organica tém sido cada vez mais voltadas
para o desenvolvimento de moléculas com propriedades terapéuticas que possam
contribuir para o desenvolvimento de farmacos (Jain et al., 2012; Tripathi et al., 2014).
Dentre estas moléculas, destacam-se as tiazolidinonas, mais especificamente as 4-
tiazolidinonas, as quais fazem parte de uma classe de compostos que possuem um
anel heterociclico com varios sitios de substituicdo, possibilitando, portanto, diversas
moléculas analogas, as quais podem ser atribuidas diferentes atividades biologicas e
farmacoldgicas, tais como: antibacteriana (Omar et al., 2010), anti-inflamatoria (Deep
et al., 2012), antioxidante (Shih e Ke, 2004), antitumoral (Havrylyuk, Zimenkovsky e
Lesyk, 2009), e anticolinesterasica (da Silva et al., 2021).

Os mecanismos de acao através dos quais as tiazolidinonas exercem suas
atividades antitumorais ainda néo foram elucidados, no entanto, estima-se que esses
compostos atuem no controle da proliferagéo celular por meio da inducao de apoptose

e através da inibicdo de ciclooxigenases (Da Silva et al., 2021). Silva e colaboradores
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realizaram a sintese de diferentes tiazolidinonas com ligantes distintos de modo a
avaliar a atividade antitumoral e a citotoxicidade dessas moléculas in vitro, onde
observaram em algumas das moléculas analisadas um potencial efeito antiglioma,
bem como boa janela terapéutica e perfil seguro de toxicidade (Da Silva et al., 2016).
Neste estudo, os pesquisadores substituiram dois radicais em uma molécula base de
tiazolidinona por diferentes grupamentos e, dessa forma, sintetizaram quatorze
compostos. Dentre as moléculas sintetizadas, as que possuiam os grupamentos 2-(4-
metiltio)fenil e propilpiperidina apresentaram melhor efeito nos parametros avaliados

guando comparadas com as demais (Da Silva et al., 2016).

O composto sintético 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-il)propil)tiazolidin-4-
ona (DS12) (figura 3) foi avaliado por Silva e colaboradores em um modelo in vivo, a
fim de determinar os efeitos potenciais desse composto na protecdo contra o déficit
de memoria e as alteragdes neuroquimicas causadas por um modelo de amnésia
induzido por escopolamina em ratos (Da Silva et al., 2021). Neste experimento foi
realizado um pré-tratamento durante sete dias com DS12 em duas concentracdes (5
e 10 mg/kg) e, ao final dos sete dias de tratamento, a escopolamina foi administrada
via intraperitoneal na dose de 1 mg/kg. Com o intuito de avaliar a consolidacéo da
memoéria dos animais, 0s pesquisadores realizaram o teste comportamental de
esquiva inibitéria. Além disso, diversas dosagens bioquimicas em diferentes tecidos
foram realizadas com o objetivo de determinar a toxicidade da molécula e se o
tratamento preventivo com DS12 conseguiria prevenir os danos causados pela
escopolamina em diferentes estruturas (Da Silva et al., 2021). Os resultados obtidos
demonstraram que o composto DS12 em ambas as concentragcdes foi capaz de
prevenir a perda de memoria induzida pela escopolamina. JA4 nas analises
bioquimicas, o grupo escopolamina ndo tratado apresentou diversas alteracdes
quando comparado com o0 grupo controle, como: niveis de ROS e TBARS
significativamente aumentados; diminuigdo na atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT e aumento da atividade de AChE e BuChE. O tratamento com DS12 foi
capaz de prevenir todas essas alteracfes. Aléem disso, a DS12 mostrou-se um
tratamento seguro, visto que ndo causou alteracdes nos parametros bioquimicos

avaliados quando comparada com o grupo controle (Da Silva et al., 2021).
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Figura 3. Estrutura quimica da molécula DS12.

Dentre as diversas atividades atribuidas as tiazolidinonas nos ultimos anos, a
atividade anticolinesterasica vem ganhando destaque na pesquisa, dada sua
importancia no tratamento da DA. Silva e colaboradores também demonstraram que
0 composto DS12 foi capaz de inibir a atividade da AChE e da BuChE em cortex
cerebral, hipocampo, linfocitos e soro de ratos submetidos a um modelo de amnésia
induzido por escopolamina (Da Silva et al., 2021). Considerando que o0 composto
DS12 ja apresentou atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e anticolinesterasicas
em um modelo in vivo de déficit de memoria (Da Silva et al., 2021); testar os efeitos
deste composto em outro modelo experimental de DA permitir4 analisar o potencial

da DS12 em reverter parametros mais complexos associados a neurodegeneracao.

3.4. Modelo experimental de DA induzido por estreptozotocina

A fim de elucidar as bases fisiopatologicas de doencas, bem como avaliar seus
mecanismos e desenvolver potenciais tratamentos para estas desordens, modelos
experimentais que mimetizem algumas caracteristicas dessas doencgas séo utilizados
na pesquisa pré-clinica (Biasibetti et al., 2017). Dentre estes modelos, a injecao
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) tem se mostrado um modelo
nao transgénico capaz de mimetizar caracteristicas neuroquimicas e

comportamentais apresentadas pela DA esporadica (Bassani et al., 2018).

A STZ é um farmaco de acdo antibidtica, geralmente utilizado
experimentalmente para indugdo de modelos de diabetes pela via sistémica em
roedores (Santos et al., 2012). No entanto, ao ser administrada em doses
subdiabetogénicas pela via ICV em concentracdes de 0,1 a 3 mg/kg em roedores e,

recentemente, em primatas ndo-humanos, a STZ é capaz de induzir diversas
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caracteristicas semelhantes as apresentadas por pacientes portadores de DA, sendo
um modelo bem estabelecido na literatura para inducado de deméncia esporadica do

tipo Alzheimer (Rodriguez-Méndez et al., 2018).

Quando administrada pela via sistémica na dose de 50 mg/kg a STZ atua no
pancreas, onde danifica de forma irreversivel as células beta pancreaticas
(responsaveis pela produc¢éo de insulina), causando, portanto, um quadro de diabetes
(Rodriguez-Méndez et al., 2018). Devido a incapacidade da STZ de atravessar a
barreira hematoencefalica, sua administracéo via ICV ndo ocasiona comprometimento
sistémico (De La Monte e Wands, 2005).

Por outro lado, quando administrada pela via ICV, 0s mecanismos responsaveis
pelas alteracdes que mimetizam deméncia neste modelo ainda ndo foram totalmente
esclarecidos (Santos et al., 2012). No entanto, estima-se que a STZ seja captada
pelas células através de transportadores de glicose (presentes em regides especificas
do cérebro compativeis com as principais regiées a sofrerem lesdes na DA), e sua
metabolizacdo cause a fragmentacdo do DNA celular, favorecendo a formacdo de
radicais livres, 0 que causa estresse oxidativo — o qual, por sua vez, provoca extenso
dano neuronal, desencadeando quadros de neuroinflamacdo e morte celular
(Szkudelski, 2001). Além disso, ao ser administrada via ICV, a STZ causa uma
dessensibilizacdo nos receptores de insulina e dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina causando um distarbio no metabolismo da glicose cerebral (De
La Monte e Wands, 2005).

Dentre as principais caracteristicas induzidas pelo modelo STZ-ICV estédo o
estresse oxidativo (Rajasekar et al., 2017; Rodriguez-Méndez et al., 2018), prejuizos
ao sistema colinérgico (Santos et al., 2012; Chen et al., 2013), neuroinflamac¢éo (Chen
et al.,, 2013; Rajasekar et al., 2017), aumento na expressdao de proteina Tau
hiperfosforilada, bem como na producdo do peptideo BA (Santos et al., 2012), entre
outras, resultando em prejuizos na memoria, cognicdo e orientacado espacial dos

animais (Bassani et al., 2018).

As alteracOes bioquimicas supramencionadas sédo bastante semelhantes as
produzidas em cérebros de portadores de DA, e por essa razdo o modelo de inducéo

de deméncia esporadica do tipo Alzheimer através da injecao ICV de STZ tem sido
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bem aceito como modelo experimental para DA (De La Monte e Wands, 2005; Santos
et al., 2012).
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Abstract

Background: Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease
characterized mostly by memory decline. The current therapeutic arsenal for treating AD is
limited, and the available drugs only produce symptomatic benefits, but do not stop disease
progression. The search for effective therapeutic alternatives with multitarget actions is
therefore imperative. One such a potential alternative is thiazolidin-4-one, a compound that
exhibits anti-amnesic, anticholinesterase, and antioxidant activities. Objective: To evaluate the
effects of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyl) thiazolidin-4-one (DS12) on
memory and neurochemical parameters in a model of AD induced by an intracerebroventricular
injection of streptozotocin (STZ). Methods: Adult male rats were divided into five groups: I,
control (saline); Il, DS12 (10 mg/kg); Ill, STZ; IV, STZ + DS12 (10 mg/kg); V, STZ +
donepezil (5 mg/kg). The rats were orally treated with DS12 and donepezil for a period of 20
days. In the end of the experiment, memory was evaluated. Acetylcholinesterase (AChE)
activity and oxidative stress were analyzed in the cerebral cortex, hippocampus, and
cerebellum. Results: Biochemical and haematological parameters were evaluated in the blood
and serum. Memory impairment and the increase in AChE activity induced by STZ were
prevented by DS12 and donepezil treatment. STZ induces an increase in reactive oxygen
species levels and a decrease in catalase activity in the hippocampus, cerebral cortex, and
cerebellum. DS12 treatment conferred protection from oxidative alterations in all brain
structures. No changes were observed in serum biochemical parameters (glucose, triglycerides,
cholesterol, uric acid, and urea) or hematological parameters, such as platelets, lymphocytes,
hemoglobin, hematocrit, and total plasma protein. Conclusion: DS12 improved memory and
neurochemical changes in an AD model and did not show toxic effects, suggesting the
promising therapeutic potential of this compound.

Keywords: thiazolidin-4-ones, oxidative  stress, brain, Alzheimer’s  disease,
acetylcholinesterase, rats.
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia and has become an ever-
growing public health concern, with significant individual morbidity, mortality, and economic
impact on the healthcare system (Dubois et al. 2016). AD is a highly debilitating
neurodegenerative disease characterized by gradual decline in memory and other cognitive
functions (Sereniki and Vital 2008; Santos et al. 2020). Patients who suffer from AD
progressively lose neurons and undergo several structural region-specific changes; these
regions can include the hippocampus, cerebral cortex, and cerebellum (Price et al. 2001; Jacobs
et al. 2018). The main neuropathological findings that characterize AD are the accumulation of
senile plaques and neurofibrillary tangles consisting of hyperphosphorylated tau, as well as
oxidative stress and cholinergic neuron dysfunction (Trevisan et al. 2019). Studies have
indicated a synergistic relationship between these factors that affects the onset and progression
of AD (Gemelli et al. 2013; Lopez et al. 2012; Dubois et al. 2016; Bitencourt et al. 2019).

Concerning current treatment methods, the therapy available for the treatment of AD is
limited, and the available drugs appear to only produce moderate symptomatic benefits but have
hitherto had no effect on disease progression (Bitencourt et al. 2019; Konstantina and
Papageorgiou 2020). The search for novel therapeutic alternatives targeting specific pathogenic
mechanisms has been a major study focus, with the hopes of discovering novel therapies
capable of interfering with AD progression in the future (Yiannopoulou and Papageorgiou
2020). When seeking new treatments, it is important to consider that AD is a multifactorial
disease with complex pathophysiology, therefore treatment combination might be necessary.
Thus, the search for therapeutic alternatives with multi-target actions and greater safety and
effectiveness is necessary to improve the quality of life of patients with this neurodegenerative
disease (Vaz and Silvestre 2020).

Thiazolidinone is a heterocyclic ring with a sulfur atom at position 1, a nitrogen atom at
position 3, and a carbonyl group at positions 2, 4, or 5. Thiazolidinone has been shown to have
important biological activities such as anticancer, antidiabetic, antimicrobial, antiviral, anti-
inflammatory, and anticonvulsant (Manjal et al. 2017; Jain et al. 2012). Our research group has
recently demonstrated that thiazolidin-4-one has anticholinesterase activity (Da Silva et al.
2020) and is capable of improving memory and neurochemical changes in scopolamine-induced
memory deficits in rats (Da Silva et al. 2021). In addition, thiazolidin-4-ones also prevent

oxidative damage, alterations, cholinergic and purinergic signaling, and inflammation in
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astrocytes exposed to lipopolysaccharide (Alvez et al. 2022), suggesting that these compounds
are capable of modulating different brain signaling pathways.

In this context, considering the impact of AD on the lives of patients and public health, the
lack of effectiveness of the currently available treatments in preventing disease progression,
and the promising results obtained in brain studies with thiazolidin-4-ones, the aim of this study
was therefore to evaluate the effects of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-
yl)propyl)thiazolidin-4-one (DS12) in an experimental model of AD. The effects of DS12 on
memory, oxidative stress parameters, and acetylcholinesterase activity in the brain structures
were analyzed. Additionally, we investigated the possible toxic effects of this compound and
its effects on animals through the evaluation of hematological and biochemical parameters.

2. Material and Methods

2.1 Chemicals

Streptozotocin (STZ), acetylthiocholine iodide (AcSCh), Coomassie Brilliant Blue G,
ouabain, dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA), and 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other
reagents used in the detailed experiments were of analytical grade and had the highest purities.
Compound 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyDthiazolidin-4-one  (DS12)
was synthesized in the Laboratory of Applied Chemistry to Bioactive at the Federal University
of Pelotas according to the method described by Silva et al. (2016) and was accurately identified

by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

2.2 Animals

Two-month-old adult male Wistar rats, weighing 300-350 g, were provided by the Central
Animal House of the Federal University of Pelotas. The rats were kept in cages under a standard
temperature (23 + 1°C), relative humidity (45-55%), and lighting (12 h light/dark cycle)
conditions. The rats had ad libitum access to standard rodent pelleted diet and water. All animal
procedures were approved by the Ethics Committee of the Federal University of Pelotas
(14002-2020).

2.3 Intracerebroventricular (icv) injection of streptozotocin (STZ)
The rats were anesthetized with ketamine (75 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). After which,
the head was positioned in the stereotaxic apparatus and a midline sagittal incision was made

on the scalp. The stereotaxic coordinates for the lateral ventricle were measured accurately as
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anterior-posterior -0.8 mm, lateral 1.5 mm and dorso-ventral -4.0 mm relative to the bregma
and ventral from the dura with the tooth bar set at 0 mm (Herman and Watson 1987). Through
the skull hole, a 28-gauge Hamilton® syringe of 10 uL attached to a stereotaxic apparatus, and
the syringe piston was lowered manually into each lateral ventricle. STZ was dissolved in citrate
buffer (pH 4.5) and administered via bilateral intracerebroventricular (icv) injection (5 uL). The

group with the control rats received an icv injection with the same volume of citrate buffer.

2.4 Treatment with compound DS12 and donepezil

The rats were divided into five experimental groups (n = 10 animals each): I, control
(C); 11, DS12 (10 mg/kg); 1lI, STZ; 1V, STZ + DS12 (10 mg/kg); and V, STZ + donepezil (5
mg/kg). The rats in groups 11, 1V, and V received bilateral icv injections of STZ, whereas those
in groups | and |1 received only citrate buffer. Seven days after the surgical procedure, the rats
in groups 11 and IV were treated with DS12 (10 mg/kg), and the rats in group V were orally
administered donepezil (5 mg/kg). DS12 was dissolved in canola oil and administered for 20
days (Figure 1). Rats in Groups | and Il received only canola oil. DS12 and donepezil doses

were chosen based on previous studies from literature (Saxena et al. 2008; Da Silva et al. 2021).

2.5 Behavioral evaluation
2.5.1 Open-field test

Locomotor behavioral tests were performed using an open-field apparatus, as described
previously by Pacheco et al. (2018). The open-field test was performed in an apparatus
consisting of a box with the floor of the arena divided into 16 equal squares (18 cm x 18 cm)
and placed in a sound-free room. The rats were placed in the rear left square and allowed to
explore freely for 5 min. The number of squares crossed with all the paws (crossing) was
manually counted. The apparatus was cleaned with 40% alcohol solution and dried after each
rat session. This test was performed to identify motor disabilities that might influence the other

behavioral tests performed.

2.5.2 Object Recognition

Twenty-four hours after the open-field test, which was also used for habituation to the
apparatus, the rats underwent an object recognition test to evaluate memory. The task was
performed on the 23" day after STZ injection. The rats were individually placed in a box with
two identical objects (objects A and B) for 5 min for free exploration (training). After 24 h, the

rats were returned to the box for 5 min, and one of the previous objects (B) was replaced with
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a novel object (object C). The time spent exploring the new and the familiar objects was
recorded. The results were calculated according to the recognition index = TC / (TA + TC)
(Pacheco et al. 2018).

2.5.3 Y-maze test

Spatial recognition memory was evaluated in a three-armed apparatus: the start arm, in
which rats were placed to start to explore (always open); the novel arm, which was blocked
during the training session, but open during the test session; and another arm (always open).
During the training session, the rat was placed in the apparatus on the start arm and was free to
explore only the start arm and the other arm for five minutes. The novel arm was blocked during
the training session. After three hours, the test session was performed with the novel arm open,
and the rat could freely explore all three arms over a five-minute period. After each session, the
apparatus was cleaned using 40% ethanol. The time spent in each arm was determined, and the
results were expressed as the number of entries and time spent in each arm (Teixeira et al. 2020).
Thereafter, the rats were euthanized, and the brain structures of the cerebral cortex,
hippocampus, and cerebellum, as well as the blood were collected for analysis. Brain tissues
were prepared and protein determination was performed according to each specific technique.

2.6 Acetilcholinesterase (AChE) activity

The following brain structures were homogenized on ice in a glass potter with 10 mM
Tris-HCI solution (pH 7.4): cerebral cortex, hippocampus, and cerebellum. Protein content was
determined using the Coomassie blue method, with bovine serum albumin as the standard.
AChE enzymatic assay was performed as previously described by Ellman et al. (1961). The
reaction system, comprising 10 mM DTNB, 100 mM phosphate buffer (pH 7.5), and the
enzyme (40-50 pg of protein), was pre-incubated for 2 min. The reaction was then initiated by
adding 0.8 mM AcSCh, and the absorbance was read on a spectrophotometer at 412 nm. All
samples were tested in duplicate and enzyme activity was expressed in umol AcSCh/h/mg of

protein.

2.7 Oxidative stress parameters

The hippocampus, cerebral cortex, cerebellum, liver, and kidneys were homogenized in
10 volumes (1:10 w/v) of sodium phosphate buffer (pH 7.4) containing KCIl. Homogenates were
centrifuged at 3500 rpm for 10 min at 4°C. The pellet was discarded, and the supernatant was

used for measurements. The samples were stored at -80°C until use. Protein content was



41

determined using the method described by Lowry et al. (1951), with bovine serum albumin as
the standard solution.

2.7.1 Reactive oxygen species (ROS) assay

ROS formation was determined as previously described by Ali et al. (1992). In this
assay, the oxidation of DCFH-DA to DCF (fluorescent 2°,7’-dichlorofluorescein) was measured
to detect intracellular reactive species. DCF fluorescence intensity emission was recorded at
525 and 488 nm excitation 30 min after addition of DCFH-DA to the medium. The results are
expressed as umol DCF per mg of protein.

2.7.2 Total sulfhydryl content assay

Total sulfhydryl content (SH) was determined according to the method described by
Aksenov and Markesbery (2001). The samples were added to PBS buffer (pH 7.4) containing
EDTA. The reaction was initiated by the addition of DTNB and incubated for 60 min in the
dark. The reduction of DTNB by thiols generated a yellow derivative. The absorbance was
measured spectrophotometrically at 412 nm. The results are reported as nmol TNB/mg of

protein.

2.7.3 Superoxide dismutase (SOD) activity

The SOD activity was measured using the method described by Misra and Fridovich
(1972). This assay is based on the inhibition of superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation
of adenochrome. The intermediate in this reaction is superoxide, which is scavenged by SOD
and measured using a spectrophotometer adjusted to 480 nm. The specific activity of SOD was

reported in units per mg of protein.

2.7.4 Catalase (CAT) activity

The CAT activity was evaluated as described by Aebi (1984). The decomposition of
30 mM H202 in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) was continuously monitored using
a spectrophotometer at 240 nm for 180 s at 37°C. One unit of enzyme was defined as the amount
required to convert 1 nmol of hydrogen peroxide per minute. Specific CAT activity is reported

as units/mg of protein.

2.8 Biochemical parameters
Serum glucose, cholesterol, triglyceride, and urea levels were determined using

commercially available diagnostic kits supplied by Bioclin® (Bioclin MG, Brazil).
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2.9 Hematological parameters

Hematological parameters were measured at the Clinical Analysis Laboratory of HCV —
UFPel. Erythrocyte counts and hemoglobin concentrations were determined using an automated
counter (PocH-100iV). Hematocrit was determined using a micro-hematocrit centrifuge
rotating at 19,720 x g for 5 min. The mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular

hemoglobin concentration (MCHC) were determined by indirect calculations.

2.10 Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s
post hoc test for comparison of means using GraphPad Prism version 5.0 Program (Intuitive
Software for Science, Sdo Diego, CA, USA). Differences with P < 0.05 were considered

statistically significant in the analysis. All data are expressed as mean * standard error (SEM).

3. Results

3.1 DS12 prevents memory deficits induced by STZ

The results of the behavioral tests are shown in Figure 2. First, no significant changes
were observed in locomotor activity in the open field test in any experimental group compared
to the control group (P>0.05), which excludes the possibility of interference of locomotor
deficits in memory tasks. In the object recognition task, the percentage of exploratory
preference for the new object in the STZ group was significantly lower than that in the control
group (P<0.05), indicating memory impairment. Treatment with DS12 (10 mg/kg), as well as
treatment with donepezil (5 mg/kg), increased the percentage of exploratory preference of the
new object when compared to the STZ group (P<0.001 for DS12 and P<0.01 for donepezil),
demonstrating that DS12 is able to restore memory deficits induced by this experimental model
(Figure 2B). In the Y-maze test, STZ also decreased the time spent (P<0.01, Figure 2C) and the
number of entries (P<0.001; Figure 2D) on the new arm. Treatment with DS12 (10 mg/kQ)
effectively attenuated the spatial memory deficits, showing results similar to those of standard

donepezil (5 mg/kg).

3.2 DS12 prevented AChE activity alterations induced by STZ administration in cerebral
cortex and hippocampus
As shown in figure 3, STZ induced a significant increase in AChE activity in the

cerebral cortex and hippocampus (P<0.05), and DS12 (10 mg/kg) and donepezil (5 mg/kg)
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treatment prevented this enzyme alteration (P<0.001). Regarding AChE activity in the
cerebellum, no significant differences were observed in rats in the STZ group compared to the
control (Figure 3). However, treatment with donepezil caused a decrease in enzyme activity
compared to that in the STZ group (P<0.001). DS12 alone or in combination with STZ
treatment did not alter AChE activity in the cerebellum (P>0.05, Figure 3).

3.3 DS12 prevents oxidative damage induced by STZ administration

In relation to oxidative stress parameters, our results showed an increase in ROS levels
in the hippocampus, cerebral cortex, and cerebellum of rats in the STZ group when compared
to the control group (Figure 4 A, B, and C, P<0.05). Treatment with DS12 (10 mg/kg) prevented
the increase in ROS levels in all evaluated brain structures (P<0.05). Our findings also showed
a decrease in ROS levels in the brains of rats treated with donepezil (5 mg/kg) (Figure 4 A, B,
and C, P<0.05). DS12 per se did not alter ROS levels under these experimental conditions.
Additionally, no significant changes were observed in SH levels in the hippocampus, cerebral
cortex, and cerebellum in any of the groups evaluated (Figure 4 D, E, and F P>0.05).

The results of antioxidant enzyme activities are shown in Figure 5 and 6. SOD activity
in the hippocampus was increased in the STZ group (P<0.05) compared to that in the control
group. Neither DS12 nor donepezil treatments were capable of preventing SOD enzyme
alterations in the hippocampus (Figure 5). In contrast, an increase in SOD activity was observed
only in STZ animals treated with DS12 and donepezil in the cerebral cortex (Figure 5). No
significant changes were observed in the SOD activity in the cerebellum of any of the groups
evaluated (Figure 5, P>0.05). A decrease in CAT activity was observed in the STZ group in the
hippocampus and cerebral cortex of STZ group when compared to the control group (Figure 6
F P<0.05). However, DS12 and donepezil treatments were effective in preventing alterations in
brain antioxidant enzymes in the hippocampus and cerebral cortex when compared to the STZ
group (Figure 6). In addition, no significant changes were observed in catalase activity in the

cerebellum of any of the groups evaluated (Figure 6).

3.4 DS12 treatment did not alter biochemical and hematological parameters
The results of the biochemical analyses are presented in Table 1. Regarding
biochemical parameters, no significant changes were observed in glucose, triglycerides,
cholesterol, and urea, and in any of the groups evaluated in this study (P>0.05). With regard to
hematological parameters, neither STZ nor STZ associated with DS12 or donepezil treatment

induced significant changes in the following counts: platelets, lymphocytes, monocytes,
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basophils, eosinophils, red blood cells, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume
(MCV), mean cellular hemoglobin concentration (CHCM), total plasma protein, fibrinogen,
and leukocytes (Table 2).

4. Discussion

Intracerebroventricular injection of STZ in rodents has been shown to produce
dysfunctions in cholinergic signaling, neuroinflammation, oxidative stress, insulin resistance,
and changes in glucose metabolism, similar to those described in the brains of AD patients. In
this regard, STZ-induced sporadic dementia Alzheimer type is considered a valid experimental
model for the study of early pathophysiological changes in this neurodegenerative disease
(Kamat 2015).

Here, we showed that brain injection of STZ induced memory impairment in rats, which
were observed in behavioral tasks, such as object recognition and the y-maze. Although
desensitization of the cerebral insulin receptor and metabolic abnormalities in cerebral
oxidative glucose are considered the main causes of STZ-induced memory impairment
(Henneberg and Hoyer 1995), previous studies from research group have shown that other
mechanisms, such as oxidative stress, alterations in genes and activities of cholinergic enzymes,
disturbances in ion pump activities, neurotrophic factors, and adenosinergic signaling also
contribute to memory deficits induced by STZ (Gutierres et al. 2014; Pacheco et al. 2018;
Teixeira et al. 2020; Teixeira et al. 2022).

Our results showed that DS12 treatment improved memory similar to donepezil. In
another study, we also demonstrated that previous administration of DS12 (5 and 10 mg/kg) for
seven days was capable of preventing the amnesic effects induced by scopolamine in inhibitory
avoidance tasks, which can be associated with the anticholinesterase action of this compound
(Da Silva et al. 2021).

The association between cholinergic signaling dysfunction and memory decline in
patients with AD (Chen et al. 2022). Similar to other studies that used the STZ model for
induced sporadic dementia of the Alzheimer type (Pacheco et al. 2018); here we also
demonstrated an increase in AChE activity in the cerebral cortex and hippocampus. AChE is
responsible for rapid degradation of the neurotransmitter acetylcholine into acetate and choline
(Chen et al. 2022). Considering that acetylcholine is involved in mechanisms associated with
memory and learning, an increase in AChE activity may lead to a decrease in neurotransmitter
levels in the brain, contributing to memory deficits. Additionally, the presence of AChE has
been associated with increased neurotoxicity of amyloid components (Talesa 2001). Based on
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this, the most successful therapeutic strategies for AD treatment are drugs capable of inhibiting
AChE activity, such as donepezil (Marucci et al. 2021). Donepezil is considered the first-line
treatment for patients with mild to moderate AD and is a highly selective reversible AChE
inhibitor that exhibits a good pharmacological profile in relation to cognitive improvement (Jia
et al. 2020; Marucci et al. 2021). However, adverse effects have also been associated with its
use (Dun et al. 2020).

Our findings showed that DS12 prevented alterations in AChE activity in a manner
similar to donepezil. Data from literature using molecular docking analysis have suggested a
good overlap of thiazolidinones with the active site of AChE, similar to the neurotransmitter’s
acetylcholine and donepezil (Da Silva et al., 2020). In fact, we recently demonstrated that DS12
is a mixed inhibitor capable of inhibiting in vitro the activity of AChE total as well as the
isoforms G1 and G4 of the cerebral cortex and hippocampus (Da Silva et al. 2020). Moreover,
DS12 (5 and 10 mg/kg) administered orally for seven days also improved memory and
prevented alterations in AChE activity induced by scopolamine in the cerebral cortex,
hippocampus, and lymphocytes (Da Silva et al., 2021). Taken together, these findings suggest
that the anticholinesterase action of DS12 is an important mechanism associated with the
improved memory observed in other studies, as well as in the model of memory dysfunction
used here.

Furthermore, DS12 was able to prevent alterations in oxidative stress in brain structures.
It is well established that the administration of STZ causes oxidative damage in the brain
(Huang et al. 2016; Kheradmand et al. 2018; Pacheco et al. 2018, Teixeira et al. 2020).
Oxidative stress is considered an important mechanism in AD development and progression
because it is associated with mitochondrial dysfunction, neuroinflammation, AB accumulation,
and tau hyperphosphorylation, leading to subsequent loss of synapses and neurons and memory
deficits (Dias-Santagata et al. 2007; Chen and Zhong 2014). Thus, compounds with antioxidant
activities may be useful for AD treatment. The antioxidant potential of thiazolidin-4-one
derivatives has been reported previously (ElI nezhawy et al. 2009; Apotrosoaei et al. 2014).
Lopez et al. showed that 3-(3-(dietilamino)propil)-2-(4-(metiltio)fenil)tiazolidin-4-ona
prevented the increase in ROS, nitrite, and IL-6 levels, and alterations in antioxidant enzymes
in astrocyte cultures exposed to lipopolysaccharide (Lopez et al. 2022). Most importantly, DS12
also prevented the increase in ROS levels and decrease in superoxide dismutase activity in the
cerebral cortex and hippocampus in a model of scopolamine-induced amnesia (Da Silva et al.,
2021). Although it is not possible to determine the exact mechanism involved in the antioxidant

activity of DS12, we suggest that the increase in superoxide dismutase and catalase activities
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by this compound can contribute to the clearance of free radicals, preserving brain function and
memory.

The antioxidant effects of DS12 are similar to those of donepezil. Previous studies
demonstrated that donepezil has in vitro antioxidant effects with radical scavenging activity
similar to that of vitamin C (Munishamappa et al. 2018) capable also to inhibiting quinonilic
acid and Fe?*induced lipid peroxidation in the rat brain (Oboh et al. 2017). Acetylcholine has
been shown to reduce ROS levels, attenuate cell apoptosis and mitochondrial dysfunction, and
enhance the protein expression and activity of SOD1 and SOD2 induced by
hypoxia/reoxygenation in cultured rat cardiomyoblasts (Sun et al. 2014). These findings suggest
to role in modulating oxidative stress. Thus, a compound with dual action, such as DS12,
capable of increasing acetylcholine levels and acting as an antioxidant, is an important aspect
to consider in AD neuroprotection.

The hippocampus and cerebral cortex are brain regions that are involved in memory and
other cognitive abilities (Preston and Eichenbaum 2013). In fact, alterations in the structure and
function of the hippocampus and cerebral cortex have been well documented in the literature in
both AD patients and experimental models (Mullart et al. 1990; Pacheco et al. 2018; Teixeira
et al. 2020; Gaunitz et al. 2021; Teixeira et al. 2022). Although the cerebellum has been less
studied in relation to AD, previous studies have shown that this structure has many pathological
changes, such as microglial reactive, diffuse, and amyloid deposits, dystrophic neurites, and
neurovascular dysfunction that may contribute to DA progression (Larner 1997; Jacobs et al.
2017; Singh-Bains et al. 2019). Thus, in our study, we also evaluated neurochemical changes
in the cerebellum, but only an increase in ROS levels was observed in the AD model used here.

Finally, it is important to note that DS12 administered orally for 20 days did not alter
the glucose, triglyceride, total cholesterol, and urea levels in the serum of the animals, which is
consistent with previously published results (Da Silva et al. 2021). In addition, DS12 did not
alter erythrogram and leukogram parameters, suggesting that the time and dosage of DS12 were
well tolerated by the animals and did not cause toxic effects.

In conclusion, treatment with DS12 prevented the alterations in memory, AChE, and
oxidative damage induced by STZ in a manner similar to that of donepezil. Our results provide
evidence that DS12 may be a promising compound for the prevention of brain alterations
associated with AD. Further studies need to be conducted to evaluate other mechanisms

involved in the neuroprotective effects of this compound.
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Figure 1 - Scheme of the protocol used to induce the experimental model of sporadic dementia

of Alzheimer’s type in rats and treatment with 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-

yl)propyl)thiazolidin-4-one (DS12) and donepezil (DON) orally administered for 20 days.
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Figure 2 - Effect of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyDthiazolidin-4-one
(DS12 10 mg/kg) and donepezil (DON 5 mg/kg) on locomotor activity evaluated by open-field
task (A) and memory evaluated by object recognition (B) and Y-maze test in time (C) and
number of entries in each arm (D) of rats submitted to experimental model of sporadic dementia
of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection of streptozotocin (STZ 3
mg/kg). *P<0.05 when compared with the control group and # P<0.05 #P<0.01 when compared
with the STZ group (n= 8-10 rats per group).
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Figure 3 - Effect of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyDthiazolidin-4-one
(DS12 10mg/kg) and donepezil (DON 5mg/kg) treatment on acetylcholinesterase (AChE)
activity of hippocampus, cerebral cortex and cerebellum of rats submitted to experimental
model of sporadic dementia of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection
of streptozotocin (STZ 3 mg/kg). (3 mg/kg). *P<0.05 when compared to the control group.
##P<0,001 when compared to STZ group (n = 05 rats per group).
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Figure 4 - Effect of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyl)thiazolidin-4-one
(DS12 10mg/kg) and donepezil (DON 5mg/kg) treatment on reactive oxygen species (ROS)
levels in hippocampus (A), cerebral cortex (B) and cerebellum (C) and total sulfhydryl content
(SH) in hippocampus (D), cerebral cortex (E) and cerebellum (F) in rats submitted to
experimental model of sporadic dementia of Alzheimer’s type induced by
intracerebroventricular injection of streptozotocin (STZ 3 mg/kg). **P<0.01 and ***P<0.001
when compared to the control group. *P<0.05, #P<0.01 and ** P<0.001 when compared to

STZ group (n = 05 rats per group).
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Figure 5 - Effect of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyDthiazolidin-4-one
(DS12 10mg/kg) and donepezil (DON 5mg/kg) on superoxide dismutase (SOD) activity (SOD)
in hippocampus, cerebral cortex and cerebellum in rats submitted to experimental model of
sporadic dementia of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection of
streptozotocin (STZ 3 mg/kg). ***P < 0.001 when compared to the control group. *P < 0.05,
## P < 0.001 when compared to STZ group (n = 05 rats per group).
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Figure 6 - Effect of 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-yl)propyl)thiazolidin-4-one
(DS12 10mg/kg) and donepezil (DON 5mg/kg) on catalase (CAT) activity (CAT) in
hippocampus, cerebral cortex and cerebellum in rats submitted to experimental model of
sporadic dementia of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection of
streptozotocin (STZ 3 mg/kg). *P < 0.05 and **P < 0.01 when compared to the control group.
P < 0.05, #P< 0.01 when compared to the STZ group (n = 04-05 rats per group).
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Table 1- Effects of treatment with 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-
yl)propyl)thiazolidin-4-one (DS12 10 mg/kg) and donepezil (DON 5mg/kg) on levels of
glucose, triglycerides, cholesterol and urea in the serum of rats submitted to experimental model
of sporadic dementia of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection of
streptozotocin (STZ 3 mg/kg). Results are expressed in mg/dL. One-way ANOVA followed by
Tukey's post hoc multiple comparisons test was used. Values are expressed as mean + S.E.M
(n= 05 rats each group).

Control DS12 STZ STZ + DS12 STZ+DON
Glucose 179.42 + 43.98 237.27 4434  206.79+40.22  206.94 + 26.09 191.84 +£25.21
Total Cholesterol 97.84 + 30.16 12554 +£2452  101.95+2491 113.96+17.16 121.32+15.22
Triglycerides 155.22 +54.80 104.58 £50.05  103.94 +£31.23  156.41 + 73.66 113.92 £ 35.15
Urea 56.29 £ 6.22 55.61+£9.12 59.51 + 16.80 66.41 £ 2.77 45,53 +12.27
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Table 2 - Effects of treatment with 2-(4-(methylthio)phenyl)-3-(3-(piperidin-1-
yl)propyl)thiazolidin-4-one  (DS12 — 10mg/kg) and donepezil (DON - 5mg/kg) on
hematological parameters in blood of rats submitted to experimental model of sporadic
dementia of Alzheimer’s type induced by intracerebroventricular injection of streptozotocin
(STZ 3 mg/kg). MCV (Mean Corpuscular Volume) and MCHC (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration). One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc multiple

comparisons. Values are expressed as mean + SEM (n= 06 rats each group).

Control DS12 STz STZ+DS12 STZ+DON
Platelets (x10%/uL) 955.0 + 159.36 1069.57 £ 54.83 1113.50 + 102.19 1081.00 + 110.18 1039.0 = 88.08
Red blood cells 9.16 +0.43 9.18 +0.23 8.95+0.36 8.81+0.70 8.90 £ 0.53
(x10%/puL)
Hemoglobin (g/dL) 16.1+£0.98 16.01 + 0.65 16.30 £ 0.51 16.04 + 1.63 15.98 + 0.86
Hematocrit (%0) 51.3+2.24 50.99 + 1.87 48.80 £ 1.95 48.32 +4.50 47.92 +2.23
VCM (fL) 56.22 + 0.97 55.06 = 1.17 54.45 + 0,50 53.30 £ 0.55 53.70 £1.71
CHCM (%) 30.83 + 0.66 31.39+0.26 32.80 +0.62 33.18 £ 0.53 32.78 £ 0.40
Total protein (g/dL) 7.4+0.24 7.10 +0.34 7.40+0.33 7.00 +0.37 7.0£0.42
Fibrinogen (mg/dL) 280.0 + 50.0 24444 +123.60  300.00 + 132.92 340.00 + 134.16 266.67 + 150.55
Total leukocytes 5050.0 £ 1034.41  6637.50 + 1088.82 5300.00 £ 2174.09  5775.0 £ 2220.17  4666.67 £ 1167.33
(x10%/puL)
Lymphocytes 4564.2 £1246.72  5165.13 + 746.44  5320.00 £ 1394.55 4787.75+1894.45  3847.7 + 1079.57
(x10%/puL)
Monocytes 34.83 £ 55.35 80.88 + 64.76 149.50 + 119.44 70.80 + 52.76 53.00 + 73.83
(x10%/pL)
Eosinophils 63.0 £62.72 28.43 £ 35.91 0+36.33 35.40 + 39.53 14.33+£35.11
(x10%/puL)
Basophiles (x10%/pL) 0+0 0+0 00 0+0 0+0
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4 Discussao

No presente estudo avaliou-se os efeitos da administracdo do composto DS12
em prevenir déficits de memoria e alteracdes neuroquimicas em um modelo
experimental de DA induzido por STZ. Neste protocolo experimental foram avaliadas
alteracdes neuroquimicas em trés estruturas cerebrais: hipocampo, cortex cerebral e
cerebelo. Hipocampo e cortex cerebral sdo estruturas amplamente avaliadas em
modelos de DA, pois sdo algumas das estruturas mais prejudicadas com o avanco da
doenca. No entanto, consideramos relevante a analise dos impactos neuroquimicos
causados pela administragdo de STZ e pelo tratamento do estudo no cerebelo, dada

a densidade neuronal desta estrutura.

Primeiramente foi demonstrado que a injecao intracerebroventricular de STZ
induziu déficit de memaria, estresse oxidativo e disfuncdo colinérgica nos animais. A
administrac@o de STZ induziu um aumento na atividade da AChE em cértex cerebral
e hipocampo indicando prejuizos na transmissao colinérgica caracteristicos da DA
(Araujo, Santos e Gonsalves, 2016; Bassani et al., 2018). Cabe ressaltar que nestas
estruturas cerebrais os tratamentos com DS12 e DON causaram uma reducao na
atividade da AChE. Esse efeito do composto em DS12 em inibir a atividade da AChE
pode contribuir para um aumento dos niveis e tempo de acdo do neurotransmissor
acetilcolina na fenda sinaptica o que poderia explicar a melhora da memoéria dos
animais. Esses resultados corroboram com dados prévios do nosso grupo de pesquisa
que demonstram o potencial anticolinesterasico do composto de DS12 através de

estudo in vitro, in vivo e de modelagem molecular (Da Silva et al., 2020; 2021).

As analises de estresse oxidativo demonstraram um aumento nos niveis de
ROS no grupo STZ em todas as estruturas cerebrais analisadas, o que pode ter
prejudicado determinadas funcdes cerebrais dos animais deste grupo, como memoéria
e cognicao (Teixeira et al., 2020; Da Silva et al., 2021). Os tratamentos com DS12 e
DON mostraram-se capazes de reverter esse dano oxidativo em todas as estruturas
cerebrais analisadas, permitindo-nos concluir que as alteragdes causadas por ROS

estdo associadas a danos na memoria e que o DS12 é capaz de reverter o dano
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causado pela STZ neste parametro em hipocampo, cortex cerebral e cerebelo. Além
de aumentar os niveis de ROS, nos animais que receberam STZ também foi
observado alteragcbes nas enzimas antioxidantes CAT e SOD. Esses achados
corroboram com estudos anteriores que também demonstraram um aumento Nnos
marcadores de dano oxidativo induzido pela administragdo de STZ, bem como uma
reducdo nas defesas antioxidantes, como CAT, tanto no hipocampo como em cortex
cerebral (Teixeira et al., 2020). O composto DS12 apresentou acao antioxidante,
aumentando a atividade da enzima CAT em todas estruturas cerebrais avaliadas. Ja
em relacdo a enzima SOD, o grupo STZ ndo apresentou reducdo na atividade da
enzima em nenhuma estrutura cerebral quando comparado ao controle, no entanto,
os tratamentos com o composto DS12 e DON foram capazes de aumentar a atividade

dessas enzimas comparados ao grupo STZ.

Os dados obtidos das analises bioquimicas e hematoldgicas sugeriram que o
tratamento ndo causou danos bioquimicos e hematoldgicos sistémicos e que o tempo
de tratamento, bem como a dose utilizada, foram bem tolerados pelos animais, visto
gue ndo houveram quaisquer alteracdes nos parametros avaliados em nenhum grupo

experimental.

Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a
administracdo de DS12 por via oral durante 20 dias foi capaz de reverter os déficits
de memoria causados pela STZ em ratos, apresentando resultados promissores tanto
em tarefas comportamentais, quanto em parametros enzimaticos e oxidativos. Além
disso, o tratamento com DS12 ndo causou alterac6es nos parametros bioquimicos,
hematoldgicos, comportamentais, neurologicos e oxidativos no grupo tratado apenas
com o composto quando comparado ao grupo controle sugerindo que 0 composto

DS12 pode ser uma alternativa promissora no tratamento da DA.
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5 Conclusao

O tratamento com DS12 preveniu as alteracdes na memoria, atividade da AChE
e parametros de estresse oxidativo induzidos por STZ de maneira semelhante ao
farmaco donepezil. Além disso, nossos achados demonstram que o tratamento com
DS12 por 20 dias nao alterou parametros bioquimicos e hematologicos sugerindo que
este composto foi bem tolerado pelos animais quando administrado por via oral na
dose de 10 mg/kg, trazendo assim, novas perspectivas para estudos futuros. O
composto DS12 pode ser promissor para modular alterages cerebrais associadas a
DA, entretanto, mais estudos sao necessarios para avaliar outros mecanismos

envolvidos no seu efeito neuroprotetor.
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Anexo: Carta de parecer do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PELOTAS

PARECER N° 87/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.014002/2020-96

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do composto 2-(4-(metiltio)fenil)-3-(3-
(piperidin-1- il)propil)tiazolidin-4-ona na memoria e no sistema colinérgico de ratos
submetidos a modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer *, registrada com o n°
23110.014002/2020-96, sob a responsabilidade de Roselia Maria Spanevello - que envolve a
producdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica(ou ensino) — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreton® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execucio pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal, em reunido de 08 de julho de 2020.

Finalidade (x) Pesquisa () Ensino
Vigéncia da autorizacao |01/08/2020 a 01/08/2023
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus/Wistar
N° de animais 120
Idade 60 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central - UFPel

Cadigo para cadastro n° CEEA 14002-2020

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX,



il
SEel
assinatura
eletronica

0
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MédicoVeterinario, em 13/07/2020, as 15:19, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
fundamento no art.62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?

acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo verificador
0997393 eo cddigo CRC F265020A.

Referéncia: Processo n? 23110.014002/2020
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