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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (AD) é caracterizada pela perda da capacidade
intelectual e biolégica em mdltiplos dominios compreendidos pela nossa
existéncia e cotidiano. Esse quadro sintomatolégico € o produto de uma complexa
etiologia, constituida pela disfungcdo na transmissao e plasticidade sinaptica em
consequéncia da degeneracao progressiva cerebral (MA et al., 2012).

Nesse sentido, apesar da sua etiologia ndo estar completamente elucidada,
acredita-se que a presenca de placas amiloides formadas pela deposi¢ao de beta
amiloide (AB) e os emaranhados neurobrillares compostos de proteina TAU
hiperfosforilada sdo os maiores precedentes do processo neurodegenerativo
(KUMAR et al.,, 2015). Isso acontece, pois em conjunto, desencadeiam uma
cascata de eventos que culminam na morte neuronal progressiva, através de uma
resposta multi-inflamatéria acompanhada do desequibilibrio das vias oxidativas e
metabolicas da célula (SCHELTENS et al., 2016).

Nesse sentido, os anticolinesterasicos, principais farmacos implicados na
terapia da AD, sdo capazes de estabilizar a perda da memdéria e funcéo cognitiva
moderadamente. Entretanto esses beneficios tem carater transitério (6-12 meses)
uma vez que nao exercem acgbes significativas na interrupcdo da
neurodegeneracéo (COLOVIC et al., 2013).

Nessa perspectiva, 0 mecanismo de acdo farmacolégico ideal para o
tratamento dessa doenca € o restabelecimento do déficit cognitivo e concomitante
modulacdo dos fatores envolvidos no processo neurogenerativo, como a
deposicdo de AB. De modo sintético, a AR € proteoliticamente formada pela
clivagem enzimatica da proteina precursora amildide (APP) primariamente através
da enzima [-secretase (BACE-1). Por essa razao, inibidores da BACE-1 tem
demonstrado caracteristicas promissoras no interrompimento da progressdo da
AD (VASSAR et al., 2014).

Tendo em vista que a deposicdo de AP promove morte celular e
consequente mudancas nos circuitos de transmissdo neuronal, necessarios para
o aprendizado e memoria. Enquanto que a inativacdo da enzima acetil
colinesterase(AChE) tem sido eficaz na manutencdo da fung&o cognitiva. O
composto quinolinotriazoil carboxi-4-metoxibenzilamida(QTC-4-MeOBNA) pode
ser um promissor farmaco para o tratamento da AD, uma vez que 0 N0SSO grupo
de pesquisa jA demonstrou sua habilidade de inibir a AChE in vitro e a BACE-1
atraveés de analises in silico. Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o
composto QTC-4-MeOBnNA na prevencao do déficit cognitivo e de memoria frente
a inducéo de deméncia tipo Alzheimer esporadico por estreptozotocina (STZ).

2. METODOLOGIA

2.1 Sintese do QTC-4-MeOBnA
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O composto foi sintetizado pelo LASOL da UFPEL e diluido em oleo de
canola (0,1mg/Kg e 1mg/Kg ) para a administragdo oral (v.0) via gavagem nos
camundongos.
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Figura 1. Estrutura do composto QTC-4-MeOBNA.

2.2 Animais:

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos sui¢os machos
(pesando entre 25-35q) provenientes do Biotério da UFPel (CEEA 4344-2015).

2.3 Injecéo intracerebro ventricular (1.C.V)

A 1.C.V para administracdo de STZ (Sigma Aldrich Co, EUA) foi realizada
através de uma agulha hipodérmica (Insight Equipaments, Brazil) acoplada a uma
seringa de Hamilton. Dessa maneira, a agulha foi inserida utilizando o bregma
como ponto de referéncia conforme descrito por Haley e McCormick (1957) e
depois alterado por Laursen e Belknap (1986).

2.4 Protocolo experimental

O protocolo experimental foi baseado nos trabalho previamente publicado
Santos et al. (2015). Dessa maneira, 0s animais foram previamente tratados com
0 composto ou veiculo durante 20 dias. No 21° dia os animais foram submetidos a
i.c.vde STZ (3 mg/Kg) ou veiculo (salina) e essa administracéo foi repetida no 23°
dia. Decorridos 20 dias dessa administracdo, foram iniciadas as etapas previstas
nos testes comportamentais.

Protegdo da Indugdo de Alzheimer

20 dias
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Figura 2. Esquema autoexplicativo do protocolo experimental empregado no
trabalho.

2.4.1 Teste do reconhecimento de objeto (TRO)

Esse teste é dividido em quatro etapas diferentes:

A primeira etapa (43° dia) consiste na ambientagdo e concomitante
avaliacdo da atividade locomotora e exploratéria dos animais no teste do campo
aberto, durante 5 minutos. Na segunda etapa 24 horas apds a ambientacdo, os
animais foram apresentados a dois objetos identicos durante 5 minutos. A terceira
etapa compos a substuicdo de um dos objetos j4 conhecidos por um novo (cor e
forma diferente) exatamente 1 hora e 30 minutos apds a apresentacdo dos
objetos. Nessa etapa foi cronometrado o tempo que o animal explorou cada um
dos objetos durante 5 minutos, caracterizando a memoria de curta duracao
(MCD).
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A guarta etapa aconteceu 24 horas apés a apresentacdo dos dois objetos
idénticos e caracteriza a memodria de longa duracdo (MLD). Nessa etapa, o
primeiro objeto continuou inalterado e um segundo novo objeto foi colocado na
caixa e entdo cronometrado a exploracéo de cada objeto durante 5 minutos.

Vale ressaltar que o tempo de exploracdo foi definido quando o animal
tocava diretamente um dos objetos, com o nariz ou as patas. Sendo assim, 0s
resultados da preferéncia exploratoria foram expressos através do indice de
reconhecimento de objetos (IRB) utilizando a féormula: [tempo gasto no objeto
novo/ (tempo gasto no objeto familiar + o tempo gasto no objeto novo)].

Tanto o aparato quanto os objetos foram higienizados com é&lcool 50%, a fim
de retirar qualquer vestigio que represente a passagem de outro camundongo.

2.5 Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 5.0,
constituida de analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido do teste post
hoc Neuman Keuls .

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 mostra os resultados dos parametros de MCP e MLP do TRO. Os
animais foram previamente tratados com o composto ou 6leo de canola e depois
submetidos a I.C.V de STZ ou veiculo, para a inducédo da deméncia de Alzheimer
tipo esporadica. Nesse sentido, na figura 3 (A) possivel observar que os animais
tratados com veiculo + STZ tiveram diminuicdo no IRB em comparacdo ao
veiculo. Por outro lado, o pré-tratamento com QTC-4-MeOBnA foi capaz de
proteger contra a perda da memaria a curto prazo induzida pela STZ.

) ]
S A 3 B
o L ] .
B 104 Memoria de curto prazo ) B 10, Memdoria de longo prazo Veicul
) 3 Veiculo & * 3 Veiculo
s 0.8 sz s o0 m sT7
= [=]
o
= 0.6 £ 0.6
- -
E E
E 0.4+ E 0.44
= [
S 0.2 S 0.2
g g
2 0.0 2 ool —
3 2 a B s P e Pl -
L] [+
k] --!F"s=§ .ség@.@‘&& a&“&ip-\'f‘& '\'f‘é 2 .‘gﬁ" l\.'d'\ﬁ .5*‘&@ 4“'@) \‘5&@-&@
£ & P & £ S o
& & &

Figura 3. Efeito do QTC-4-MeOBnA no dano cognitivo causado pela STZ
nos parametros de (A) memoria de curto prazo (MCP) e (B) memodria de longo
prazo (MLP). Os dados estéo representados como média + desvio padrdo. Sendo
(*) p< 0,05 (**) p< 0,01 e (***) p< 0,001 quando comparado ao grupo veiculo e
STZ e ## p< 0,01 quando comparado ao veiculo salina.

No parametro de MLP, demonstrado na figura 3(B) é possivel observar que
0 QTC-4-MeOBnA a 0,1mg/kg foi capaz de proteger parcialmente do dano
causado pela STZ, ja a dose de 1mg/kg de QTC-4-MeOBNA foi capaz de proteger
completamente. Enquanto que os animais tratados apenas com canola e STZ
tiveram uma reducdo da memoria quando comparados ao veiculo salina,
demonstrando que essa dose de STZ estd sendo efetiva na inducdo de
Alzheimer.

A partir dos resultados demonstrados, a memdria € um conjunto de
habilidades mentais que pode ser formada através de diferentes sistemas e
componentes do cérebro, podendo assim se diferir em caracteristicas como
duracédo e funcdo (GOLD e BUDSON et al., 2008). Nesse sentido, MCD é a que
nos permite armazenar temporariamente uma informacao através da percepgao



il S B XVIILENCONTRO DE PO! RADUACAC
1_}_)\':} J JOS (VIILENCONTRO DE POS-GRADUACAQ

INIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

das caracteristicas ao nosso redor, como cores, formas e objetos. Por essa razao,
multiplas e repetidas associa¢fes levam ao aprendizado que é o mecanismo
fundamental para a formacdo do complexo evento de MLD, caracterizada pela
memoria declarativa e procedural (KANDAL et al., 2014).

A AD interfere nesses processos a partir do nivel molecular se estendendo
progressivamente até as redes neurais, por alterar a integridade funcional e
estrutural do cérebro. Neste contexto, os déficits individuais nos padrées de
memodria sao correlacionados com o grau de progressao da AD, sendo observado
maiores impactos inicialmente na MCD (JAHN et al., 2013). Por essa razao, a
protecdo superior da MCD pelo QTC-4-MeOBnA pode ser uma promissora
caracteristica para o tratamento inicial da AD. Ainda sim, pode representar um
mecanismo homadlogo para a posterior protecdo também observada na MLD.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstrados no presente trabalho sdo de importante
contribuicdo para a caracterizacdo do QTC-4-MeOBnA como um promissor
composto para o tratamento da AD. Entretanto, mais estudos sdo necessarios a
fim de comprovar os mecanismos de acdo exercidos pelo mesmo, além da
avaliacdo de outros tipos de memaria envolvidos nessa doenca.
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