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A doenga de Alzheimer € um transtorno neurodegenerativo, caracterizado pelo déficit
de aprendizagem e perda de memoria. Este processo patoldgico crénico € usualmente
tratado com inibidores da acetilcolinesterase, porém além destes medicamentos
apresentarem baixa eficacia, podem causar efeitos adversos ao paciente. Dessa forma,
ha necessidade de novas opcgdes de tratamento, com efeitos colaterais menores ou
ausentes. O JM-20 (3-etoxicarbonil-2-metil-4- (2-nitrofenil) -4,11-di-hidro-1H-pirido [2,3-
b] [1,5] benzodiazepina) é reconhecido por sua acao inibidora da acetilcolinesterase,
porém ainda nao existem estudos sobre os efeitos desse composto em células sadias.
Por este fato, o presente estudo teve como objetivo a avaliagdo da citotoxicidade
(alteragbes no ciclo celular, hemdlise, viabilidade celular e formacdo de espécies
reativas) do JM-20 em leucdcitos humanos, sendo considerado uma possibilidade
inicial para os estudos de toxicidade com este composto. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica das Faculdades Pequeno Principe (n° 3.977.300). O sangue humano
foi obtido de 6 voluntarios saudaveis apés a assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido. Para determinacdo da hemdlise, o sangue foi coletado em tubos
contendo heparina e centrifugado a 200g por 10 min, o plasma foi descartado e os
sedimentos celulares foram lavados trés vezes com solugdo salina tamponada com
fosfato (6,1 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150 mM). Os eritrocitos foram incubados com
0,1, 10 e 20 yM de JM-20 por 3 h a 37° C. Apds a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 10 min, o sobrenadante foi transferido para uma
microplaca e a lise dos eritrocitos foi medida em um espectrofotdmetro a 540 nm. Para
os demais testes foram utilizados leucécitos. Imediatamente apds a coleta do sangue,
foram adicionados 2 mL de 5% dextrana. Os tubos com sangue e dextrana foram
mantidos em repouso por 1h. Apoés, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 200g
por 10 min. O sedimento obtido foi lavado com 1 mL de solucédo de lise de hemacias,
ap6s este procedimento os leucécitos foram ressuspendidos em meio de cultivo
completo. Cerca de 2x105 células foram expostas a 0, 10, 20 e 50 yM de JM-20 por 3 h
a 37° C. Apds a incubacgao, foram avaliados o ciclo celular, a viabilidade celular e a
producao de espécies reativas. O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo no
canal PERCP, utilizando 7-AAD; os dados foram processados pelo Software Flowing
Infinicyt V1.6.02.5. A viabilidade celular foi determinada usando o método de exclusao
de azul de tripan; as células viaveis e nao viaveis foram contadas em camara de
Neubauer. As espécies reativas foram avaliadas por citometria de fluxo no canal FITC,
utilizando diclorofluorceina diacetato; os dados foram processados pelo Software



Flowing Infinicyt V1.6.02.5. As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad
Prism 6 (versdo 6.01, GraphPad Software, Inc., USA). Os resultados foram expressos
como a média * erro padrao da meédia. Os dados foram analisados por ANOVA de uma
via seguida pelo teste pos hoc de Tukey. A ANOVA de uma via ndo revelou efeito do
tratamento na inducdo de hemdlise e no ciclo celular, ou seja, nas concentragdes e
periodos testados o JM-20 ndo causa hemolise, nem alteragdes no ciclo celular. Em
relacdo a viabilidade celular, ANOVA de uma via revelou efeito do tratamento; a
exposicao ao JM-20 nas duas maiores concentragbes (20 e 50 pM) causou uma
diminuigcéo significativa na viabilidade celular (cerca de 20% e 55%, respectivamente)
quando comparado as células ndo expostas. Por fim, quanto a avaliagcdo dos niveis
espécies reativas, ANOVA de uma via revelou efeito do tratamento; a exposi¢cao ao JM-
20 aumentou significativamente os niveis de espécie reativas apenas na maior
concentracdo testada (50 pM) quando comparado as células ndo testadas. Em
conclusdo, os resultados apresentados neste estudo demonstraram que o JM-20
causou citotoxicidade para os leucocitos apenas nas maiores concentragdes testadas,
possibilitando seu uso futuro para o tratamento da doenca de Alzheimer. No entanto,
mais estudos de toxicidade sao necessarios, incluindo pesquisas em organismos mais
complexos.
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