29

AVALIACAO DA POTENCIALIDADE DE COMPOSTOS
POLIFENOLICOS PARA O TRATAMENTO DE DEFICITS
- COGNITIVOS ASSOCIADOS A ADMINISTRACAO DE
IV Mostra de Pesquisa ESCOPOLAMINA EM ZEBRAFISH (Danio rerio)
da Pés-Graduacao .
PUCRS

Stefinia Konrad Richetti, Carla Denise Bonan (orientador)

Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular, Faculdade de Biociéncias, PUCRS

Resumo
Introdugéo

A Doenca de Alzheimer ¢ uma doenca neurodegenerativa que se caracteriza pela
deposicao de placas amildides (Singh et al., 2008), desenvolvimento de emaranhados de
neurofibrilas (Blennow et al., 2006), inflamac¢do e perda neuronal em diversas partes do
cérebro, principalmente no cérebro anterior e hipocampo (Sambamurti et al., 2002)

O sistema colinérgico, o principal sistema envolvido na Doenga de Alzheimer (Kim et
al., 2007), apresenta a acetilcolina (ACh) como neurotransmissor e estd fortemente
relacionado a processos de aprendizado e formacao da memoria (Jerusalinsky et al., 1997). A
acetilcolinesterase (AChE) ¢ responsavel pela remocdo da acetilcolina da fenda sindptica.
Nesta doenga, ¢ observado uma reducao nos niveis de acetilcolina, resultante da reducao da
atividade da enzima responsavel pela producdo deste neurotransmissor € um aumento na
atividade da AChE, ocasionando uma maior degradacdo de acetilcolina. Atualmente, os
medicamentos disponiveis atuam inibindo a AChE, para aumentar os niveis deste nucleotideo
na fenda sindptica (Kang et al., 2005), porém estes medicamentos apresentam muitos efeitos
colaterais hepatotoxicos e gastrointestinais (Coelho e Birks, 2001). Os polifenois, moléculas
encontradas na natureza, podem atuar como inibidores da acetilcolinesterase, além de
apresentarem efeitos antioxidantes, com auséncia de efeitos colaterais severos, portanto
apresentam um grande potencial como tratamento para esta doenga (Zhang et al., 2008). Para
o estudo da patologia desta doenga, varios modelos animais foram propostos, a maioria deles
resultado de manipulagdo génica. Entretanto, o modelo associado a administracdo do
antagonista colinérgico escopolamina se mostrou muito eficiente para o estudo desta doenga,

pois induz os déficits cognitivos de aprendizado e memoria similares aos vistos nesta
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patologia (Kim et al., 2008, Deiana et al., 2009). Além do sistema colinérgico, outros
sistemas, como o sistema purinérgico estdo envolvidos na patologia do Alzheimer.

O sistema purinérgico ¢ um sistema de neurotransmissdo amplamente reconhecido e
que desempenha diversos papéis no organismo. Os nucleosideos e nucleotideos derivados de
purinas exercem um papel de moléculas sinalizadoras extracelulares em véarios tecidos,
através dos receptores purinérgicos. O ATP ¢ considerado um neurotransmissor, que age nas
sinapses e pode ser liberado na fenda sinaptica juntamente com outros neurotransmissores,
como a acetilcolina (Burnstock e Knight, 2004). Quando ¢ liberado na fenda sinaptica, o ATP
age nos receptores purinérgicos do tipo P2 (Ralevic & Burnstock, 1998) e apds deve ter o seu
sinal 1inativado pela a¢do de uma familia de enzimas extracelulares chamadas
ectonucleotidases. As ectonucleotidases, entre elas as nucleosideo trifosfato difosfoidrolases
(NTPDases) e a 5" -nucleotidase (5°-NT), responsaveis pela hidrdlise destes nucleotideos com
a subseqiiente formacgdo do respectivo nucleosideo e fosfato livre (Zimermann, 2000).

Como resultado da cascata realizada pelas ectonucleotidases ha a formagdo de
adenosina, que devido ao papel neuromodulador, esta envolvida na regulacao de importantes
mecanismos no SNC, abrangendo a cognicdo e memoria (Ribeiro et al., 2003), e recentemente
foi observado o envolvimento desta molécula em patologias como o Alzheimer (Dall Igna et
al., 2007, Cunha et al., 2008). Portanto, o objetivo deste projeto de pesquisa ¢ avaliar os
efeitos neurodegenerativos causados pelos pelo tratamento com escopolamina, em diversos
parametros relacionados ao sistema purinérgico e colinérgico, além de avaliar varios
parametros comportamentais apos o tratamento com esta substancias. Além disso, outro
objetivo ¢ testar o potencial neuroprotetor dos polifendis Quercetina e Rutina na prevengao

dos danos causados pela escopolamina

Metodologia

Os peixes serdo obtidos de fornecedores especializados e armazenados para habituacao
durante duas semanas com alimentacgao didria e ciclo claro-escuro de 12-12horas. Os animais
serdo tratados durante duas semanas com os polifenois quercetina e rutina na concentragao de
1-2,5 mM diluidas na 4gua do aquario. Apds, os animais serdo submetidos ao tratamento com
escopolamina (200mg/L) durante 10 minutos, serdo eutanasiados e o encéfalo retirado para a
avaliagdo das atividades enziméticas da AChE e da atividade de degradacao de ATP, ADP e
AMP, para a realizacao da expressao génica das ecto-nucleotidases e AChE . Além disso, um

grupo de animais sera separado para a realizacdo dos testes comportamentais.
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Resultados esperados

Com a execugao deste projeto pretende-se contribuir para o maior conhecimento sobre
mecanismos relacionados a patologia e sintomatologia da doenga de Alzheimer, bem como

propor potenciais novas drogas neuroprotetoras para a prevencao desta doenga.
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