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A acetilcolinesterase (AChE) é uma importante enzima regulatéria que modula as
sinapses colinérgicas através da hidrolise da acetilcolina (ACh), um neurotransmissor
envolvido em diversos processos bioldgicos, em especial na memdria e na cognicdo. Dessa
forma, os inibidores da AChE foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento de
disfungdes cognitivas, principalmente relacionadas com a doenca de Alzheimer. Os inibidores
da AChE disponiveis no mercado, como, a tacrina, rivastigmina, donepezila, galantamina,
apesar de eficientes apresentam limitacbes, como a baixa biodisponibilidade, e efeitos
colaterais a nivel gastrointestinal e hepéatico. O ebselen, um composto orgéanico sintético de
selénio, € considerado um potente agente farmacologico em funcéo de seus diversos efeitos ja
reportados, entre eles antioxidante, anti-inflamatorio e neuroprotetor, e também pela baixa
toxicidade atribuida a molécula. Sabe-se que o ebselen atravessa a barreira hematoencefalica e
é seguro com base na toxicidade celular e ensaios clinicos de Fase I-111. Ha evidéncias de que
0 ebselen inibe a atividade da AChE cerebral em ratos ex vivo, 0 que gerou grande interesse
por estudos mais aprofundados a respeito do seu possivel uso como tratamento para
disfungdes cognitivas. Com o proposito de ampliar o conhecimento sobre 0os mecanismos
envolvidos nesta acdo, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do ebselen na
atividade da AChE cerebral in vitro, determinando sua concentracdo que inibe a atividade da
enzima em 50% (Clsg), o perfil cinético via Michaelis-Menten e Lineaweaver-Burk, bem
como a reversibilidade da inibicdo por dialise. Os resultados obtidos demonstraram que o
ebselen inibiu a atividade da AChE com a Clsy de 29 uM, semelhante ao valor encontrado
para a AChE purificada de enguia elétrica. O ebselen apresentou uma inibigdo de carater

misto, e reversivel, devido ao aumento do Ky, e diminui¢do da Vmax. Além disso, observou-se



uma inibicdo reversivel, dado que a atividade da AChE foi recuperada apds 60 minutos de
dialise. Considerando os resultados obtidos neste estudo, o uso do ebselen como um agente
terapéutico para o tratamento de doencas associadas as disfuncBes colinérgicas deve ser
considerado, embora estudos comportamentais de memoria Ssejam necessarios para

fundamentar esta hipotese.

Palavras-chave: Ebselen, selénio, acetilcolinesterase, cerebro, rato, inibicdo, perfil cinético,

reversibilidade.
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Acetylcholinesterase (AChE) is an important regulatory enzyme that modulates
cholinergic synapses by hydrolysis of acetylcholine (ACh), a neurotransmitter involved in
many biological processes, especially in memory and cognition. Thus, AChE inhibitors were
initially developed for the treatment of cognitive disorders, especially related to Alzheimer's
disease. Currently, the inhibitors on the market, such as tacrine, rivastigmine, donepezil,
galantamine, although efficient have limitations, such as low bioavailability, gastrointestinal
and hepatic side effects. Ebselen, a synthetic organic compound of selenium, is considered a
potent pharmacological agent due to its various effects already reported, including
antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects, and also low toxicity attributed to
the molecule. This compound crosses the blood brain barrier and is safe based on cellular
toxicity and clinical trials Phase I-111. There is evidence that ebselen inhibits AChE activity ex
vivo in brain rats, which generated great interest in further studies about its possible use as a
treatment for cognitive dysfunction. In order to increase the knowledge about the mechanisms
involved in this action, this study aimed to evaluate the effect of ebselen on the brain AChE
activity in vitro by determining its 1Cso, the kinetic profile via Michaelis-Menten and
Lineaweaver-Burk and as reversibility of inhibition by dialysis. The results show that ebselen
inhibited AChE activity with an IC50 of 29 uM, similar to the value found for the purified
electric eel AChE. Ebselen showed a mixed inhibition due to its increased K., and decreased
Vmax. Besides, it was observed a reversible inhibition, because the AChE activity was
recovered after 60 min of dialysis. Considering, the results obtained in this study, the use of
ebselen as a therapeutic agent for treatment of diseases associated with cholinergic
dysfunction should be considered, although behavioral studies of memory are required to

support this hypothesis.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada em sec¢Ges dispostas na seguinte forma:
Introducdo, Objetivos, Artigo Cientifico, Conclusdes, Perspectivas e Referéncias.

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
encontram-se inseridos no proprio artigo contido na secido ARTIGO CIENTIFICO e
representa a integra deste estudo.

As REFERENCIAS referem-se somente as citagdes que aparecem no item
INTRODUGCAO desta dissertaco.
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1. INTRODUCAO

1.1 Acetilcolinesterase

O neurotransmissor acetilcolina (ACh) é sintetizado a partir de colina e da coenzima A
(Figura 1A) (CoA) pela acdo catalitica da enzima colina acetiltransferase (ChAT)
principalmente nos neurdnios colinérgicos localizados nos nucleos da base de Meyer que se
projetam para o cortex e hipocampo. Apo6s sua formacdo, a ACh é liberada na fenda sinaptica,
onde podera se ligar a dois tipos de receptores, 0s muscarinicos e nicotinicos dando inicio a
transmissdo colinérgica ou sera degrada pela enzima acetilcolinesterase (AChE), principal
moduladora do ténus colinérgico no sistema nervoso central (SNC) (SCHLIEBS; ARENDT,
2011).

A ACh é amplamente distribuida no sistema nervoso onde participa de varias fungdes
vitais. A ativacdo dos receptores colinérgicos no sistema nervoso periférico (SNP) tem acdes
que incluem a reducéo da frequéncia e a forca da contracdo cardiaca, o relaxamento de vasos
sanguineos periféricos e a constricdo das vias respiratdrias. E no SNC, estdo envolvidos nas
sinapses associadas ao controle motor, memoria, cogni¢cdo, aprendizado e atencdo, em
respostas emocionais, na modulagdo do estresse, no sono e na vigilia (SCHLIEBS; ARENDT,
2006).

O mecanismo de acdo da hidrolise da enzima AChE envolve o ataque nucleofilico do
amino&cido serina & carbonila da ACh, gerando um intermediario tetraédrico estabilizado por
ligacGes de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final, a hidrolise do
grupo acetila da serina pela agua recupera o sitio catalitico da enzima (SOREQ; SEIDMAN,
2001) (Figura 1B).

Com base em evidéncias experimentais e clinicas, a ACh é considerada um dos mais
importantes neurotransmissores envolvidos na regulacdo das funcdes cognitivas (BERGER-
SWEENEY, 2003; SCHLIEBS; ARENDT, 2006; AGRAWAL et al., 2009; ISHRAT et al.,
2009). Prova disso é o fato de que com o processo de envelhecimento os neurdnios
colinérgicos sofrem moderada degeneracédo, acarretando em uma hipofuncdo colinérgica, a
qual tem sido relaciona com declinios cognitivos progressivos (SCHLIEBS; ARENDT,
2011).
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Figura 1. A) Sintese de acetilcolina. B) O mecanismo de hidrdlise do neurotransmissor ACh. Adaptado Quim.
Nova vol. 27 n°® 4 Sdo Paulo Julho/Agosto, 2004.

Dessa forma, moléculas que podem modular o ténus colinérgico apresentam-se como
potenciais candidatas para o tratamento de doencas associadas ao déficit cognitivo. Além do
mais, a pesquisa a respeito da elevacdo dos niveis de acetilcolina seria util para melhorar os
sinais de deficiéncia de aprendizado e apresenta-se como algo a ser incentivado,

principalmente, devido as limitagdes conhecidas dos farmacos disponiveis.

1.1.1 Inibidores da Acetilcolinesterase

Os Inibidores da acetilcolinesterase (AChEI) tém proporcionado resultados
terapéuticos significativos no contexto de muitas doengas que apresentam como sintoma
déficit cognitivo, tais como, a doenga de Parkinson, a doenga com corpos de Lewy, a
deméncia vascular, a injdria traumatica cerebral e a desordem cognitiva em esclerose multipla
(SUSSMAN et al. 1993). O principal mecanismo de acdo dos AChEI ¢é atribuido a reducédo da
atividade catalitica das colinesterases (ChEs) levando assim, a reducdo do déficit cognitivo e
da memodria, principalmente, na doenga de Alzheimer, também na apatia e nas alucinacGes
visuais (R1ZZ0O; 2011). Mais que isso, essa classe de compostos tém sido efetiva para reverter
efeitos causados por entorpecentes, podendo ser aplicados como co-farmaco no tratamento de
dependentes quimicos. Além disso, os AChEI tém sido utilizados no tratamento de glaucoma,
e miasténia gravis (DOUCET, et al 1992; KRONMAN, et al 1994).
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O o6rgao governamental responsavel pela regularizagdo do uso de medicamentos dos
Estados Unidos (FDA) aprovou para o tratamento de doencas neurodegenerativas, até o ano
de 2000 (KRONMAN, et al 1994) quatro AChEI: a tacrina, a rivastigmina, a donepezila e a
galantamina. Essas moléculas alteram o ténus colinérgico central ao inibir as enzimas que
degradam a ACh (enzimas AChE e butirilcolinesterase (BChE)), aumentando, assim, a
possibilidade deste neurotransmissor de estimular os receptores nicotinicos e muscarinicos
cerebrais. No entanto, estes farmacos, apesar de moderadamente eficazes no alivio dos
sintomas, como por exemplo o prejuizo cognitivo presente na fisiopatologia da doenca de
Alzheimer (DA), tém baixa biodisponibilidade e uma série de efeitos colaterais, incluindo
disturbios gastrointestinais e hepaticos (PORCEL; MONTALBAN, 2006).

A importancia da AChE nos déficits cognitivos, especialmente na doenca DA, vai
além do controle dos niveis de hidrolise da ACh. Evidéncias sugerem que a AChE poderia
desempenhar um papel chave no desenvolvimento das placas senis, acelerando a agregacao e
a deposi¢do do peptideo P-amildide (AP), uma das caracteristicas neuropatologicas mais
relevantes na DA e esse efeito poderia ser atenuado por inibidores da AChE, como a
donepezila e a fisostigmina (BENTLEY et al., 2011).

Os AChEI podem ser classificados de acordo com a duracdo de sua acdo sobre as
colinesterases e a possibilidade de reversdo de sua inibicdo conforme estda demonstrado na
tabela 1. Os farmacos AChEI comerciais incluem a tacrina, Clso = 0.0271 uM, a rivastigmina,
Clso = 5.5 uM, a galantamina, Clsp 0.35 uM, e a donezepila, Clsp = 0.0116 uM. Os dois
ultimos sdo inibidores reversiveis das AChE respectivamente de duracdo intermediaria e
longa, j& a rivastigmina tem acdo de duracdo intermediaria e é lentamente reversivel
(MESULAM; GEULA, 1994).

A tacrina foi o primeiro inibidor reversivel da AChE a ser utilizado no tratamento de
doencas neurodegenerativas (inibidor de primeira geragdo) (SOTRIFFER, et al 2003). Além
disso, a molécula também inibe a BChE, o que auxilia no controle da formacgéo das placas
senis entre os neurdnios, caracteristica histopatologica encontrada em portadores de doencas
neurodegenerativas. Entretanto, este inibidor acarreta uma quantidade maior de efeitos
colaterais (HAREL, et al 1992). Além disso, esse medicamento apresenta efeito hepatotoxico,
levando ao aumento das transaminases hepaticas, instalando um quadro de hepatite
medicamentosa, 0 que por consequéncia causa a retirada da medicacdo em muitos pacientes.
De fato, mais de 90% dos casos envolvendo a hepatite medicamentosa na DA ocorreram nas
primeiras 12 semanas de tratamento com a tacrina (ALMEIDA, 1998).
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A rivastigmina também é capaz de inibir tanto a enzima AChE quanto a BChE,
apresentando, assim, maior eficacia quanto ao aumento dos niveis cerebrais de ACh.
Entretanto, em altas doses, esse medicamento causou varios efeitos colaterais, além de danos
gastrointestinais associados com aumento de peso (GROSSBERG, 2003). Estudos cinéticos
realizados com a rivastigmina classificaram seu perfil inibitério como pseudo-irreversivel,
pois a interacdo da enzima com a droga leva a formacdo de dois produtos: um de répida
excrecdo e um complexo carboamilado com a enzima, o qual impede a hidrélise da
acetilcolina de forma competitiva e longa duracdo, porém reversivel. Desse modo o efeito
dessa droga perdura mesmo apds sua eliminacdo do organismo, reduzindo os riscos de
interacdo com outros medicamentos (GROSSBERG, 2003).

O primeiro dessa nova geracdo de inibidores que obteve ampla aprovacdo no mercado
foi a donepezila, caracterizada como um inibidor reversivel seletivo da AChE. Esse
medicamento foi extensamente testado e o primeiro em que a maioria dos ensaios utilizou a
metodologia padronizada proposta pelo FDA (FLICKER, 2002). O mesmo trabalho também
demonstrou que o tratamento crdnico por 1 ano com esse medicamento foi associado a uma
reducdo de 38% no declinio funcional dos pacientes portadores da DA (FERGUSSON, 2000).
A galantamina também é um anticolinesterasico reversivel e competitivo apresenta um duplo
mecanismo de acdo, além da inibicdo da AChE, também modula alostericamente os
receptores nicotinicos (LEVIN, 2000).

Os avancos obtidos na compreensdo da evolucdo e das razdes moleculares da génese
das doencas neurodegenerativas tém demonstrado que o uso de AChEI deve ser a forma mais
eficiente de controle da evolucdo dessas doencas. Assim sendo, a principal estratégia no
tratamento de doencas neurodegenerativas, infelizmente, a sua utilizacdo clinica é limitada
devido a fatores como baixa biodisponibilidade e seus efeitos adversos, especialmente a

hepatotoxicidade.
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Tabela 1.

Caracteristicas farmacoldgicas dos inibidores da colinesterase.

Medicamento Tacrina Donepezila Rivastigmina Galantamina
Classe Acridina Piperidina Carbamato Alcaléide
Fenantreno
Meia-vida(h) 2a4 ~70 ~1,5 ~6
Biodisponibilidade 17 a 37 100 40 100
(%)
Via de eliminagéo Figado Figado Rim 50% figado
50% rim
Seletividade AChE e BuChe AChE AChE e BuChe AChE
Metabolismo CYP Sim Sim Minimo Sim
450
Clso 0,0271pM 0,0116 uM 5,5 uM 0,35 uM

Fonte: Adaptado de Orestes, 2014.

1.1.2 Aplicacgéo Clinica dos AChEI

A deméncia € uma sindrome neuroldgica, geralmente cronica, caracterizada
principalmente por uma progressiva e global perda da memoria e da capacidade intelectual do
individuo, de forma a interferir nas suas atividades sociais ou ocupacionais. Além do prejuizo
cognitivo, um comprometimento da linguagem, raciocinio matematico e da capacidade de
compreensdo e julgamento também sdo sintomas comuns de pacientes dementes (JANCA et
al., 2006; STIX, 2010).

Sabe-se que existem cerca de 39 milhdes de pessoas mundialmente diagnosticadas
com algum tipo de deméncia, e a DA € a principal enfermidade associada a este transtorno.
Atualmente, estima-se que 60% dos pacientes acima de 65 anos que sofrem de alguma forma
de deméncia no mundo s&o doentes de Alzheimer e 26% dos pacientes possuem deméncia
vascular, sendo bastante comum a associagdo de ambas (JANCA et al., 2006; KALARIA et
al., 2008).

O envelhecimento € o principal fator de risco para a deméncia. Estima-se que apenas
6% dos casos de deméncia acometam pessoas com idade inferior a 65 anos. Além disso,
mulheres sdo ligeiramente mais suscetiveis ao desenvolvimento deste quadro. Outros fatores
como o estilo de vida, dieta, transtornos que afetam o sistema vascular, como hipertensao,

diabetes tipo 2 e obesidade, aumentam o risco de deméncia (KALARIA et al., 2008).
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Mesmo que a idade seja o principal fator de risco para o desenvolvimento de uma
deméncia, seu impacto no progndéstico de vida dos pacientes € inconclusivo, assim como o do
fator género. Varidveis como o tipo de deméncia e a severidade da doenca influenciam
diretamente a expectativa média de vida dos pacientes com tal sindrome. Em geral, algumas
formas de deméncia evoluem para a morte em torno de trés a dez anos apds o diagnostico
(BRODATY et al.,, 2012). Somado a isso, infelizmente, ainda ndo h& cura conhecida ou
medidas preventivas para a maioria dos tipos de deméncia.

Foram documentadas alteracbes no sistema colinérgico em pacientes com
neurodegenerag0es. Na DA, evidéncias demonstram uma correlagdo positiva entre a
intensidade dos sintomas clinicos com a reducdo dos marcadores corticais de atividade
colinérgica, como a atividade da ChAT, da densidade dos receptores muscarinicos e 0s niveis
de ACh (NORDBERG, 1992; BIERER et al., 1995; BARTUS, 2000; GSELL et al., 2004).
Estes dados conduziram a formulag&o da hipdtese colinérgica na disfungdo da memoria.

O fundamento da hipotese colinérgica esta relacionado a capacidade de farmacos
moduladores positivos do tonus colinérgico central induzirem melhora no perfil cognitivo e,
também, na reducdo dos efeitos comportamentais provenientes da doenca (CUMMINGS et
al., 1998). Varias alternativas terapéuticas foram avaliadas no intuito de corrigir o déficit
colinérgico em portadores de deméncias. Algumas estratégias inicialmente empregadas
envolveram a utilizacdo ou substituicdo de precursores de ACh, colina ou lecitina, as quais
entretanto ndo se mostraram eficientes no incremento da atividade colinérgica central. Outros
estudos investigaram o uso de AChEI, aumentando o tempo de permanéncia da ACh na fenda
sinaptica (SCHLIEBS e ARENDT, 2006). Dentre os AChEI aprovados para o tratamento
sintomético da DA estdo a tacrina, a rivastigmina, a dopenezila e a galantamina, no entanto a

tacrina ndo é mais utilizada, pela dificuldade de administracdo e por seus efeitos adversos.

1.2 Selénio

O selénio (Se), elemento quimico descoberto por Jéns Jakob Berzelius em 1817, ndo
metalico e pertencente a familia dos calcogénios da tabela periodica, € um componente de
selenoproteinas, algumas das quais tém importante funcdo enziméatica. O Se auxilia no

equilibrio da quantidade de espécies reativas aos niveis basais, prevenindo possiveis eventos
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oxidativos que venham a causar prejuizos as biomoléculas. Além disso, sabe-se que o Se est
relacionado ao funcionamento adequado do sistema imunoldgico e na regulacdo dos
horménios tireoideanos (RAYMAN, 2000).

Quantidades adequadas de Se sdo necessarias para a manutencdo da saude, por este
motivo, tanto a Organizacdo Mundial da Salude (OMS) quanto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aconselham uma ingestao diaria recomendada (IDR) de 34-35
pg em adultos, (FAO/WHO, 2002), seja atraves da ingestdo de alimentos comuns como, alho,
castanha-do-para, cebola, brécolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes ou também
por suplementagdo (DUMONT et al, 2006; RAYMAN, 2008). Além disso, a
biodisponibilidade do Se varia de acordo com a fonte e estado nutricional do individuo, sendo
significativamente maior para as formas organicas de selénio, que, apresenta, no geral, menor
toxicidade que as formas inorganicas deste elemento (KIM; MAHAN, 2001; YOUNG et
al.,1982). Concentracdes insuficientes na dieta, ou seja, IDR menor que 10 pg/dia, como em
regides de solo pobre em Se, estdo relacionadas ao aparecimento da doenca de Keshan, a qual
apresenta sintomas como fadiga e perda de apetite, insuficiéncia cardiaca, cardiomegalia e
faléncia cardiaca congestiva (GE et al., 1983).

Sabe-se que este elemento desempenha importante papel para o cérebro. Estudos
demonstram que quando h& deplecdo de Se no organismo, o cérebro recebe uma oferta
prioritaria deste elemento em relacdo aos outros 6rgdos (BUCKMAN et al., 1993;
WHANGER, 2001). O baixo nivel de Se no cérebro tem efeitos negativos sobre seu
funcionamento e esta associado a déficit cognitivo, podendo facilitar o desencadeamento de
doengas neurodegenarativas, como a DA (SCHWEIZER et al., 2004; CORRIGAN et al.,
1991), além de alterar a taxa de turnover de neurotransmissores (CASTANO et al., 1997).
Além disso, niveis diminuidos deste elemento na dieta (< 40 pg/dia) estdo associados com um
aumento na incidéncia de ansiedade, depressdo e agressividade (FINLEY; PENLAND, 1998),
enquanto que o aumento dos niveis de Se na dieta estdo associados & melhora do humor e
estado depressivo (BENTON; COOK, 1991; RAYMAN et al., 2006; RAYMAN, 2008),
porém altos niveis deste elemento possam ser téxicos (MOXON; RHIAN, 1943). Diante
disso, a pesquisa cientifica tem dado atencdo aos efeitos farmacoldgicos de compostos
organicos de selénio, principalmente no que se refere aos seus efeitos sobre 0 SNC (NARAJI
etal., 2007; PATAI, 2012).
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1.2.1 Compostos organicos de selénio

Os compostos organicos de selénio tem sido extensivamente estudados, e despertaram
interesse cientifico nas Ultimas décadas devido as suas propriedades e farmacologicas, visto
que muitos estudos demonstram o potencial terapéutico destes compostos (NOGUEIRA et al.,
2004). Esta classe de compostos é reportada como potentes antioxidantes em modelos de
estresse oxidativo in vitro e in vivo (BORTOLATTO et al., 2013; MEOTTI et al., 2004;
MULLER et al., 1984), bem como, os compostos organicos de selénio apresentam atividade
neuroprotetora (PORCIUNCULA et al., 2001; ROSSATO et al., 2002), anti-hipertensiva,
anticancer, antiviral, imunossupressora, antimicrobiana, ansiolitica, antidepressiva e anti-
inflamatdria (BRUNING et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2003; SAVEGNAGO et al., 2008;
ZASSO et al., 2005). Além da vasta literatura evidenciando os efeitos destas moléculas nos
mais diversos modelos animais (NOGUEIRA; ROCHA, 2010; NOGUEIRA; ROCHA, 2011),
existem também estudos clinicos em humanos com estes compostos (YAMAGUCHI et al.,
1998; OGAWA et al., 1999).

Ainda, estudos demonstram o efeito neuroprotetor dos organoselénios, a selénio-
metionina, protege os neurdnios da morte celular induzida pelo ferro e pelo peptideo BA
(XIONG et al., 2007). Assim, consequentemente, o0 interesse pela quimica e bioquimica de
compostos organicos contendo Se cresceu consideravelmente, uma vez que essas moléculas
demonstraram ter promissoras propriedades farmacoldgicas.

O ebselen (2-fenil-1,2-benzilselenazol 3(2H)-on) também chamado de PZ51 (Figura
2), € um composto organico de Se, que tem se destacado na literatura pelas suas propriedades
farmacoldgicas. O conceito acerca do transporte do ebselen no organismo é de que 0 mesmo
esteja ligado a proteinas, e que haja uma troca com tidis de baixo peso molecular dentro das
células e tecidos (SIES, 1993). Wendel e colaboradores (1984) sugeriram que o Se presente
na molécula do ebselen ndo estaria biodisponivel, portanto, este Se ndo entraria juntamente
com o Se corporal disponivel e metabolizavel, o que poderia explicar a baixa toxicidade do
ebselen em modelos experimentais. Para confirmar esta caracteristica, Wendel e
colaboradores (1986) suplementaram animais deficientes em selénio e com atividade da
glutationa peroxidase (GPx) baixa com ebselen, e observaram que a atividade da enzima nao
foi restaurada.

O ebselen é um composto ndo toxico de baixo peso molecular que apresenta uma
potente atividade de mimetizar a enzima GPx (YAMAGUCHI et al., 1998; HERIN et al.,
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2001; LI; CAO, 2002; IMAI et al.,2003) portanto, um excelente antioxidante. Além disso, foi
um dos primeiros compostos sugerido para a terapia de inativacdo de hidroperdxidos na
presenca de glutationa (PARNHAM; KINDT, 1984). A propriedade do ebselen em reduzir
hidroperdxidos foi vista atraves de um ensaio enzimatico utilizando NADPH e glutationa
redutase. Essa reducdo de hidroperoxidos organicos faz com que o ebselen atue protegendo
lipoproteinas e membranas (SCHEWE, 1995; HERIN et al., 2001). Outra propriedade
importante deste composto € a agdo antiinflamatdria, efeitos inibitorios do ebselen, como os
vistos em sistemas geradores de radicais livres, incluem inibicdo da infiltracdo inflamatoria de
leucdcitos, da liberacdo de citocinas, da sintese de leucotrienos, e do dano gastrico e hepatico
(PARNHAM e SIES, 2000; FURSTENAU, et al., 2004), além disso, o ebselen também
demonstrou ter acdo antiaterosclerdtica e citoprotetora em modelos biologicos (SCHEWE,
1995).

O

N

/

Se

Figura 2. Estrutura quimica do ebselen C;3HNOSe.

O ebselen foi a primeira molécula orgénica de Se a ter propriedade neuroprotetora
reportada contra a isquemia (DAWSON et al.,, 1995; NAMURA et al.,, 2001), efeito
possivelmente atribuido a sua acdo antioxidante (MOUSSAQUI et al., 2000; ROSSATO et
al., 2002). Alem disso, estudos mostram efeitos protetores na neurotoxicidade induzida por
MeHg in vivo (FARINA et al., 2003), age tambem reduzindo a citotoxicidade induzida pelo
glutamato em cultura primaria de neurdnios, o qual deve ser mediado pela inibicdo dos
receptores glutamatérgicos (PORCIUNCULA et al., 2001). Dentre 0s mecanismos
potencialmente envolvidos na neuroprotecao pelo ebselen, citam-se a inibicdo da peroxidagéo
lipidica (PORCIUNCULA et al.,, 2001), inibicdo de enzimas envolvidas em processos
inflamatdrios (lipoxigenases, NADPH oxidase, proteina quinase C, lipoxigenases, NAPH
oxidase) e neutralizagdo do radical peroxinitrito (SCHEWE, 1995). Mais recentemente o
ebselen foi efetivo em inibir a fosforilacdo da Tau induzida pelo ferro em cultura de células,
devido a inibicao do influxo do metal (XIE et al., 2012).
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Foi relatado que o ebselen inibe a inositol monofosfatase (IMPase) e atua como um
mimético do litio em modelos de transtorno bipolar em ratos (LYNCH; KIL, 2009).
Verificou-se também que a inibicdo da IMPase pelo ebselen é covalente e irreversivel
(SINGH et al., 2011; UETRECHT, 2003). Portanto, o ebselen representa uma alternativa mais
segura que o litio para o tratamento de transtorno bipolar. Demonstrou ser altamente eficaz na
reducdo da citotoxicidade induzida por metais, tais como toxicidade causada por cadmio,
ferro, MeHg, e a cisplatina (OCAKCI et al., 2006; HARDEJ; TROMBETTA, 2002). Assim, 0
tratamento com ebselen suprime o estresse oxidativo e protege as células contra a
citotoxicidade induzida por MeHg (GUERIN; GAUTHIER, 2003). Outra propriedade do
ebselen demonstrada em estudo realizado por NAMURA e colaboradores (2001) é agir como
inibidor de apoptose. Ainda, o ebselen tem mostrado propriedades protetoras em modelos
experimentais de diabetes induzida geneticamente e diabetes induzida com aloxano, assim
como contra complicacdes decorrentes da diabetes como a retinopatia e a disfuncao endotelial
(CHANDER et al. 2004).

O ebselen faz parte de uma biblioteca quimica de drogas biodisponiveis e consideradas
clinicamente seguras (U.S. National Institutes of Health Clinical Collection). Com base nas
suas propriedades, mencionadas anteriormente, este composto foi utilizado em ensaios
clinicos de fase 1l para prevencao de acidente vascular cerebral isquémico (SCHEWE, 1995;
OGAWA et al, 1999), os resultados destes estudos clinicos revelaram que o ebselen
proporcionou uma melhora significativa em pacientes que sdo acometidos por isquemia
cerebral de curta duracdo, mas ndo em pacientes que sofreram derrame ndo-oclusivo severo.
Os efeitos benéficos do ebselen foram intimamente correlacionados com a rapidez do inicio
do tratamento ap6s o choque isquémico, e a seguranca e tolerabilidade ao ebselen foram
eficazes e ndo houve efeitos adversos aparentes.

Em ensaios clinicos de fase Il, o ebselen estd sendo avaliado na sua seguranca e
eficacia em uma formulacdo oral para a prevencao de alteragcdes no limiar auditivo (U.S.
NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH).

Além disso, ha evidéncias na literatura de que este composto tem acao inibitdria na
atividade da AChE em ratos, quando administrado aguda e cronicamente (MAZZANTI et al,
2006; COSTA et al, 2012), um efeito que ainda é pouco explorado.

Considerando o conjunto de propriedades relacionadas a este composto, juntamente
com o relatado efeito inibitorio do ebselen na atividade da AChE ex vivo e a importancia do

sistema colinérgico nos processos cognitivos, este composto poderia surgir como uma nova
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alternativa no tratamento de doencas relacionadas ao prejuizo da memoria mediante estudos

mais aprofundados do seu efeito inibitdrio sobre a atividade da AChE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do ebselen na atividade da AChE cerebral in vitro.

2.2. Objetivos especificos

Considerando os aspectos mencionados, 0s objetivos especificos desta dissertacao sao:

= Verificar se o ebselen exerce efeito inibitorio sobre a atividade da AChE em
homogenato de cérebro de ratos in vitro e em AChE purificada;
= Avaliar a cinética de inibicdo da AChE pelo ebselen;

= Auvaliar reversibilidade da inibicdo da AChE pelo ebselen.



28

3. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacéo estdo apresentados na forma de artigo
cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas
do artigo estdo dispostos de acordo com a recomendacdo do periodico cientifico no qual foi
publicado.
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3.1 Artigo

Efeito inibitério do ebselen na atividade da acetilcolinesterase cerebral in vitro:
cinética e reversibilidade da inibicéo
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ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITY IN VITRO: KINETICS AND

REVERSIBILITY OF INHIBITION
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Inhibitory Effect of Ebselen on Cerebral Acetylcholinesterase Activity In Vitro:

Kinetics and Reversibility of Inhibition

Franciele Martini, César Augusto Briining. Suelen Mendongca Soares, Cristina Wayne Nogueira, Gilson Zeni*

"Laboratério de Sintese, Reatividade e Avalia¢cdo Farmacolégica e Toxicoldgica de Organocalcogénios, Centro de Ciéncias Naturais
e Exatas, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, CEP 97105-900, RS, Brazil

Abstract: Ebselen 1s a synthetic organoselenium compound that has been considered a potential pharmacological agent with low toxicity,
showing antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects. It is bioavailable, blood-brain barrier permeant and safe based on
cellular toxicity and Phase I-III clinical trials. There is evidence that ebselen mhibits acetylcholinesterase (AChE) activity, an enzyme
that plays a key role i the cholinergic system by hydrolyzing acetylcholine (ACh), in vitro and ex vivo. This system has a well-known
relationship with cogmitive process, and AChE mhibitors, such as donepezil and galantanmune, have been used to treat cognitive deficits,
mainly in the Alzheimer’s Disease (AD). However, these drugs have poor bioavailability and a number of side effects, including gastro-
intestinal upsets and hepatotoxicity. In this way, this study aimed to evaluate the effect of ebselen on cerebral AChE activity in vifre and
to determnune the kinetic profile and the reversibility of nhibition by dialysis. Ebselen inhibited the cerebral AChE actrvity with an ICs, of
29 uM, similar to ICs, found with pure AChE from electric eel, demonstrating a mixed and reversible inhibition of AChE, since it mn-
creased K, and decreased V... The AChE activity was recovered within 60 min of dialysis. Therefore, the use of ebselen as a therapeu-
tic agent for treatment of AD should be considered, although memory behavior tasks are needed to support such hypothesis.

Keywords: Ebselen. selenium. acetylcholinesterase, brain. rat. kinetics profile. mixed, reversibility.

INTRODUCTION

Ebselen (2-phenyl-1.2-benzisoselenazol-3(2H)-one) (Fig. 1) is a
synthetic organoselenium compound that has been considered a
potential pharmacological agent with low toxicity. extensively stud-
ied mainly with relation to its anfioxidant. nenroprotective and anti-
inflammatory effects [1. 2]. In fact, this compound has a marked
inhibitory effect on neuwronal damage during stroke [3]. and pre-
vents ischemia-induced cytotoxicity and apoptosis [4] and reactive
oxygen species (ROS) production [5] in astrocytes.

Fig. (1). Chemical structure of ebselen

Ebselen is part of the U.S. National Institutes of Health Clinical
Collection, a chemical library of bioavailable drugs considered
clinically safe. Based on its proven antioxidant and anti-
inflammatory properties, ebselen has been used in phase III clinical
trials against acute ischemic stroke [6-8] and in phase IT trials to
evaluate the safety and efficacy of an oral formulation for the pre-
vention of temporary auditory threshold shift [9].

Besides these already known properties of ebselen. there is
evidence in literature that this compound has an inhibitory action in
the acetylcholinesterase (AChE) activity in vitro [10. 11] and when
administered acutely and chronically [12. 13] in rats. an effect that
has not been explored so far. Acetylcholinesterase (AChE) is one of
the most efficient biological catalysts playing a key role in cho-
linergic neurofransmission by hydrolyzing the neurotransmitter
acetylcholine (ACh) [14, 15].
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There is a well-known relationship between the cholinergic
system and learning, memory. attention and other common cogni-
tive processes [16]. Indeed. the impaired function of cholinergic
system has been related to cognitive deficits, as observed in Alz-
heimer’s Disease (AD) [17]. Therefore. a potential treatment strat-
egy was aimed at enhancing cholinergic function by using AChE
inhibitors [18]. These compounds have demonstrated some benefi-
cial effects and with few exceptions, they are the only class of drugs
currently approved by the Food and Drug Administration (FDA) for
AD treatment. Unforfunately. their clinical use is limited due fo
their low bioavailability and their undesirable side effects. espe-
cially hepatotoxicity.

Considering the reported inhibitory effect of ebselen on AChE
activity and the importance of cholinergic system to cognitive proc-
esses, this study aimed to investigate the inhibitory effect of ebselen
on the cerebral AChE activity in vifro and to detenmine the kinetic
profile as well as the reversibility of inhibition.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals - Ebselen was prepared and characterized in our
laboratory by the method previously described by Engman and
Hallberg [19]. Analysis of the 'H NMR and PC NMR spectra
showed analytical and spectroscopic data in full agreement with its
assigned structure. The chemical purity of ebselen (99.9%) was
determined by GC/MS. Ebselen was dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO) for all experiments. 5.5-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)
(DTNB). acetylthiocholine iodide and acetylcholinesterase from
electrophorus electricus (electric eel) were purchased from Sigma
Chemicals (St. Louis, MO, USA). All other chemical reagents util-
ized were obtained from standard comumercial suppliers.

Animals - Male adult Wistar rats (150-200 g) from our own
breeding colony were used. The animals were kept in a separate
animal room on a 12 h light/dark cycle at a room temperature of 22
+ 2 °C, with free access to food and water. Animals were used ac-
cording to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(National Academy of Sciences. The National Academies Press.
Washington. D.C) and in accordance to the guidelines of the Com-
mittee on Care and Use of Experimental Animals Resources, the
Federal University of Santa Maria. Brazil. All efforts were made fo

© 2015 Bentham Science Publishers
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minimize animals suffering and to reduce the number of animals
used in the experiments.

Tissue preparation - Animals were killed by decapitation. and
brains were quickly removed, placed on ice and homogenized 1: 20
(w/v) in Medium T (0.32 M sucrose. 5.0 mM HEPES. 0.1 mM eth-
ylenediaminetetraacetic acid disodium salt) buffer. The ho-
mogenate was cenfrifuged at 2400xg at 4 °C for 15 min to yield the
low-speed supemnatant (S1) fraction that was used in the assays
(inhibition, kinetics and reversibility assays). For each assay. 4-5
independent experiments were carried out in different days. using
different animals.

ACKE activity assay - The cerebral AChE activity was deter-
mined according to the method of Ellman ef al. [20] with some
modifications, using acetylthiocholine iodide as a substrate. An
aliquot of 100 pL of the S1 (protein of 2.8 mg/ml) was pre-
incubated for 2 min at 25 °C in the presence of ebselen at different
concentrations (1-100 uM) in a medium containing TFK 100 mM.,
PH 7.5. Enzymatic reaction was initiated by adding DTNB to a final
concentration of 0.5 mM and acetylthiocholine to a final concentra-
tion of 0.8 mM. The rate of hydrolysis of acetylthiocholine iodide
was measured at 412 nm through the release of the thiol compound
which when reacted with DTNB. produces the color-forming com-
pound thionitrobenzene (TNB). The activity of AChE was ex-
pressed as pmol acetylthiocholine/h/mg protein. The inhibitory
effect of ebselen on AChE activity was also tested in pure AChE
from electric eel. using the same experimental conditions with 20
pL of AChE (final concentration of 2 U/mL).

Inhibition Kinetics - The kinetics of AChE activity inhibition
was determined using different concentrations of acetylthiocholine
(0.1-2mM) with or without ebselen at the inhibifory concentration
of 50% of AChE activity (ICsq). The values of K, and V., ob-
tained by non-linear regression (Michaelis-Menten plot) were used
to analyze the type of inhibition exhibited by ebselen in AChE ac-
tivity.

Reversibility of AChE activity inhibifion - The reversibility of
ACKE activity inhibition by ebselen was evaluated by dialysis.
using regenerated cellulose dialysis membranes. The membranes
were washed in distilled water at 80 °C for 15 min. Subsequently.
they were washed in 10 mM NaHCO; for 30 min and more four
times in 10 mM EDTA for 30 min. The membranes were washed
again in distilled water at 80 °C for 30 min and stored in 40% etha-
nol solution at 4 °C. On the day of the experiment. the membranes
were washed first with distilled water and then with buffer solution
of AChE assay (TFK 100 mM., pH 7.5). For the dialysis kinetic
studies, a mixture of S1 plus TFK 100 mM with or without ebselen
at ICsp was prepared and dialyzed under shaking against TFK 100
mM as outer buffer (1 ml of the mixture to 40 ml of outer buffer) at
25 °C. Aliquots of the mixture were taken in time intervals of 0 20.
40 and 60 min to determine the AChE activity as described above.
For the time-concenfration-dependence kinetic, test and control
solutions were prepared as described betfore. but without dialysis.
and the enzyme activity was measured at 0 and 60 min of incuba-
tion.

Protein Determination - The protein concentration was meas-
ured by the method of Bradford [21] using bovine albumin serum (1
mg/mL) as a standard.

Statistical Analysis - Statistical analysis of data concerning the
effect of ebselen at different concentrations on AChE activity was
performed using one-way ANOVA (analysis of variance) followed
by the Newman-Keuls test to post hoc comparisons. Ky, and Vi,
values from vehicle and ebselen (ICsy) were calculated by nonlinear
regression using a logarithmic function of the type sigmoid and
these parameters were compared by the Student’s t-test. Data from
the reversibility of AChE activity inhibition were analyzed by re-
peated two-way measures followed by the post hoc Bonferroni test.
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Data were expressed as means = S.EM. Values of P< 0.05 were
considered to be significant. All analyses were performed using the
“GraphPad Software™ (GraphPad. San Diego. CA. USA). IC5q val-
ues were calculated by linear regression from individual experi-
ments using “GraphPad Software™ (GraphPad software. San Diego.
CA, USA). The ICsp values were reported as means accompanied
by their 95% confidence limits. Maximal inhibition (Iy.) value was
calculated at the most effective concentration used.

RESULTS

Effect of ebselen on AChE acfivify - Ebselen significantly inhib-
ited the cerebral AChE activity with an ICs5q of 29.22 (23.59-36.21)
pM and Ly, of 97+3 %, observed within 2 min of pre-incubation
with the enzyme (Fig. 2). The ICsq and I, values obtained with O

and 10 min of pre-incubation were essentially the same to those
observed with 2 min (data not shown).
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Fig. (2). Effect of different concentrations of ebselen on AChE activity in
the rat brain homogenates Results are expressed as means + SEM for 4-5
mdependent experiments. performing in different days, using different ani-
mals. S1 freshly prepared was used for enzymatic assay. AChE activity was
expressed as pmol acetylthiocholine/h/mg protem. *#* P<0.001 as com-
pared with the vehicle group (one-way ANOVA/Newman-Keuls). Ebs —
ebselen; AcSCh — acetylthiocholine.

Ebselen also inhibited the activity of pure AChE from electric
eel with an ICsq and L, of 19.21 (16.91 — 21.83) uM and 97+2%,
respectively (data not shown). similar to the results found on the rat
brain homogenate.

Inhibition Kinetics - The kinetic profile of ebselen at ICsy on
ACHhE activity is shown in Fig. 3. The K, obtained with the pres-
ence of ebselen was 0.47 mM of acetylthiocholine, which was sig-
nificantly higher than that of obtained in the absence of ebselen
(0.13 mM of acetylthiocholine, Student’s t-test) (Fig. 4A). In addi-
tion. the V., values found with or without the presence of ebselen
were 3.37 and 5.7 pmol of acetylthiocholine/h/mg protein. respec-
tively (Fig. 4B). The Student’s t-test showed that ebselen signifi-
cantly reduced the Vy,, value. In this way, ebselen acts as a mixed
inhibitor because it increased K, and decreased V..

Reversibility of AChE inhibition by dialysis - Figure SA demon-
strates that AChE activity inhibited by ebselen at ICs, was totally
recovered within 60 min of dialysis, showing that ebselen acted as a
reversible inhibitor of AChE. Importantly, the time- and concentra-
tion-dependent experiment showed that without dialysis the activity
of AChE remained inhibited by ebselen at ICsp after 60 min (Fig.
5B).
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the effect of ebselen at ICy, on AChE activity witheut dialysis at 0 and &)
min of incubation.

DISCTUSSION

The present study characterized for the first dme the inhibitory
effect of ebsalen on the cersbral AChE activify @ vifre, which was
confimped inm pure ACHE Som electmic eel This selenium-based
compound showed 3 mixed and reversible inhibition of AChE.

There 1z 3 well-established relationszhip berwesn the cholinerzic
system and cognitive processes. Since the seventies, phammacologi-
cal experiments conducted in both animals [22] and bumans [23]
have shown leaming snd memory deficits after anficholinesgic
weamients. Indeed, the basal forebrain cholinergic cell loss is a
consistent fezpare of AT, which has been related to cognitive defi-
cits [24]. Based on this hypothesis, the most common drg therapy
usad to treat AD and other cognitive problems focuses on reducing
the breskdown of ACh and consequently increasing the cholinergic
system transmission, through the inhibition of AChE. The FDA had
spproved four ACRE imbibitors (tacnne, doneperil nvastizmines
and galantamine) for the meatment of AD by the year 2000 [25].
However, thase dmg:, which are moederately effective in alleviating
the symptoms of AD, have poor bicavailability and a oumber of
zide effects, including zastrointestinal upsets and hepatotoxicity
[26-29].

The imporance of ACHE in cognitive deficits, especially AD,
overtakes the bydrolysis of ACh Some evidence suggest that AChE
may play a Eey role in the development of the semile plaques, by
accelerating f-amyloid (AR) agzregation and deposigen, one of the
maost relevant neuropathological charactenstics of AD [30-32].
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Moreover, this effect can be attenuated by ACHE inhibitors, like
donepezil and physostigmine [33].

Bazed on the evidence that the organossleniom compound ebse-
len inhibits cersbral AChE activity ex wive [12], we demonstrated
here this effect iz vimo using the rat brain bomogenates. The ob-
served ICsyvalue of 29 pM was similar to that of found by Luo o
al. [11] wusing AChE from electrical eel. This IC;, is higher than
thoze observed for the common ACHE inhibiters clinically used,
such as donepezil. However, ebselen is bicavailable, blood-brain
barrier permeant and safe basad on celhalar toxicity [2] and Phase I-
I climical trials [34, 35]. In addition, a large body of evidence has
confirmed that ebselen exhibits newroprotective effects on prechni-
cal studies [36, 37, 3]. Becently, Singh or ai. [38] proposed ebselen
as a safe lithiuom mimetic for treating bipolar disorder, because it
inhibits the putative therspentic target of lithinm, the inositel mo-
nophosphatase (IMPase) with an IC:, of 1.5 pbI. Ebselen is also an
antioxidant and an mhibitor of cyclocxyzenazes promofing men-
ronal survival [§], which corroborates with its IMPase inhibitory
effect.

Besides the AChE activity inhibition, ebselen was reported as
an inhibitor of iron-induced tan phosphorylation by attennating
divalent metal transporter 1 (DMT1) up-regulation snd the cellular
iron uptake in homan neuroblastoma SH-5Y5Y cells [39]. Abnor-
mal hypaphosphorylation of tau is a critcal event in the cascade
leading to AD pathology. Clinical smdies have reported a strong
comelation between the extent of tau phosphorylation and severity
of mpaimments of memory [40, 41]. In this way, the AChE activity
inhibition and this effect on tan phosphorylation can account for a
possible acdon of ebselen m improwing cognitve deficits. Cuar-
rently, palypharmacology profile is a desirable property in compari-
zon 1o dmgs that are salective [42], especially in the case of AD,
which is a complex multifactorial syndrome due to 3 pumber of
different but related biological alteration: that confribute to Its
pathogenssis [43, 44

With respect to the kinetic profile, ebsslen showed 8 mixed
inhibition of ACHE activity, since it increased K, and decreased
W a- Mined imhibitors act as a non-competitive inhibitors, ie., they
interact with the free enzyme or the enzyme-substrate complex st a
zite other than the active site but have a greater affinity for ons state
or the other and the inhibitor alters the affinity of the enzymes to the
substrate [45]. It was repomed that the non-competitive or mized
mode of AChE sctivity inhibition is an essential feature to attennate
the aforementionsd Af azgregation effect of ACRE [33, 46, 47].
Therefore, it might be supposed that ebselen prevents the ACHE-
induced Aﬁ agzregation based on its ACKE activiry imhibition
mode, an effect that needs confirrpation.

The mmhibitien of AChE by ebsalen iz reversible, which ex-
chades the possibility that ebselen mhibits AChE activity by cova-
lent binding to this enzyme. The reversible inhibition of ACHE
actvity is desirable, because ireversible inhibitors are generally
toxic, leading to mmscle overstimuladon, a: observed in organo-
phosphates poisoning. Moreover, covalent dmgs have been disfh-
vored due fo risks relating to immunogenicity [48].

The cwrrent study demonstrates that ebselen inhibited cersbral
ACKE activity in viire in 2 mixed and reversible mode. Given that
ebselen has besn i clinical mwisls and considenng the andoxidant,
anti-inflimmatory and neuroprotectve actions of this compound
and more specifically its effects on tan phosphorylation and AChE
actvity, ebselen is a potential therapeutic ageat for the oeamnent of
AT snd other neurodegensrative disorders. Smdies dezling with
memaory behavior tasks are needed to suppornt such hypothesis.
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AChE = Acetylcholinesterase
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AD = Alzheimer's disease
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4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta dissertacdo permitem concluir que o ebselen inibiu a
atividade da AChE cerebral in vitro de forma mista e reversivel. Visto que o composto
organico de selénio, ebselen, encontra-se em ensaios clinicos e considerando suas
propriedades, antioxidante, anti-inflamatorias e neuroprotetora e, mais especificamente, 0s
seus efeitos na fosforilacdo da tau e sua inibicdo na atividade da enzima AChE, o ebselen
surge como um potencial agente terapéutico para o tratamento da doenca de Alzheimer e
outras doencas neurodegenerativas, porém estudos mais aprofundados sdo necessarios a

respeito desta molécula.
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5. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos com esse trabalho, as perspectivas para

trabalhos posteriores sao:

v Avaliar o efeito inibitorio do ebselen na atividade da AChE ex vivo;

v Avaliar o efeito nootropico do ebselen frente ao prejuizo na aquisi¢do, consolidacao e

evocacao da memoria causada pela escopolaming;

v Investigar a acdo neuroprotetora do ebselen no modelo de dano cognitivo induzido

pelo peptideo B-amiloide (25-35);

v Investigar, em diferentes testes comportamentais, o efeito terapéutico do ebselen

contra o prejuizo na memdaria de camundongos induzido por estreptozotocing;

v Avaliar o efeito protetor do ebselen frente a neuroinflamacdo e neurodegeneracéo,
ativacdo da microglia, producdo de interleucinas pro-inflamatérias, bem como, investigar os
mecanismos moleculares envolvidos no efeito do ebselen nos diferentes modelos animais

propostos.
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7. APENDICE

NO QUE SE REFERE AOS ASPECTOS EXPERIMENTAIS, SABE-SE QUE A
MEDIDA DA ATIVIDADE DA ACHE MEDE A FORMACAO DE TIOCOLINA, A
QUAL INTERAGE COM 55'-DITIO-BIS-(2-NITROBENZOICO) (DTNB),
FORMANDO UM PRODUTO DE COLORACAO AMARELA, O 2-NITRO-5-
TIOBENZOATO (TNB). ALEM DISSO, SABE-SE QUE O EBSELEN PODE OXIDAR
TIOIS, DESSA FORMA, NAO SE PODE DESCARTAR REACOES PARALELAS
ENTRE O EBSELEN E A TIOCOLINA IMPEDINDO A REACAO COM O DTNB, O
CARACTERIZARIA UM FALSO POSITIVO. NESTE SENTIDO, E POSSIVEL QUE
A OXIDACAO DO GRUPO TIOL DA TIOCOLINA PELO EBSELEN POSSA
SUPERESTIMAR UM EFEITO INIBITORIO DESTE COMPOSTO SOBRE A ACHE.
COM O INTUITO DE DESCARTAR POSSIVEIS VIES TECNICOS, REALIZAMOS
UM EXPERIMENTO COM AUSENCIA DO SUBSTRATO, ACETILTIOCOLINA, E
CONCLUIMOS QUE NAO OCORREU A FORMACAO DE ARTEFATOS NA
AMOSTRA, ELIMINANDO QUALQUER DUVIDA SOBRE O REAL EFEITO DO
EBSELEN NA ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE.



