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1. INTRODUCAO

O &cido tanico (AT) € um tanino polifenol, polimero de &cido gélico, presente em
diferentes plantas com propriedades neuroprotetoras e antioxidantes ja
comprovadas (GULCIN et al., 2010; BRAIDY et al., 2017). Alguns estudos in vitro e
in vivo em um modelo de animais transgénicos com Doenga de Alzheimer (DA)
demonstraram o efeito do composto nessa doenca, porém, nenhum estudo até o
momento foi executado para avaliar a acdo do AT na Doenca de Alzheimer do tipo
Esporéadica (DAE), a qual compreende 85% dos casos (ANAND et al., 2014).

E bem conhecido que a DA é uma doenca neurodegenerativa incapacitante que
leva a perda progressiva da funcdo mental, comportamental e capacidade de
aprendizagem, afetando aproximadamente 44 milhdes de pessoas em todo o mundo
e apresenta como um sinal bastante precoce uma diminuicdo do consumo de glicose
cerebral (ANAND et al., 2014). A administracido de estreptozotocina (STZ) pela via
intracerebroventricular (icv) mimetiza as alteracbes no metabolismo de glicose
presente nos cérebro de pacientes com a DA sendo bastante utilizada como um
modelo de Doenca Esporadica do tipo Alzheimer (LANNERT e HOYER 1998).

Sabe-se que o0 estresse oxidativo esta envolvido na instalagdo e/ou na
progressdo de doencas neurodegenerativas, portanto, compostos antioxidantes
como o AT, podem ser uma interessante estratégia na prevencao destas doencas
(GULCIN et al., 2010). Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo geral
avaliar o efeito do AT sobre parametros de estresse oxidativo em um modelo
experimental animal de Doenca Esporadica do tipo Alzheimer induzida por STZ, com
o intuito de verificar o potencial efeito neuroprotetor do composto nesse modelo
onde 0 mesmo ja demonstrou resultados promissores.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados ratos Wistar machos (250-300g) os quais foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas. Os animais foram mantidos em
condi¢cdes padrdo em um ambiente com temperatura e umidade controlada sob o
ciclo claro/escuro. As dietas, tanto sélida quanto hidrica, foram fornecidas ad libitum
e 0s animais colocados em gaiolas padrdao (maximo de 5 animais por gaiola). O
namero de animais e a dose do composto foram 0s minimos necessarios para
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demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com as normas nacionais para o estudo com animais de
laboratorio, conforme as orientacées do COBEA (CEEA 4611-2015).

Os animais foram pré-tratados com acido tanico (30 mg/kg, via oral) ou agua uma
vez ao dia por 21 dias. Apos o tratamento foi realizado o procedimento cirdrgico para
a inducdo da Deméncia Esporadica do tipo Alzheimer com injecédo
intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina (STZ). Os animais foram
anestesiados com cetamina e xilazina e ap6s perda dos movimentos musculares
esqueléticos realizou-se tricotomia da regido do cranio, e a seguir feita antissepsia
cutdnea. Os animais foram posicionados em aparato estereotaxico e realizou-se
uma incisdo na linha média sagital e um scalp. As coordenadas esterotaxicas para o
ventriculo lateral foram de acordo com PAXINOS E WATSON (1986). Através de um
orificio na calvaria do animal, uma seringa de 28-gauge Hamilton® de 10 pL
anexada no aparato estereotaxico foi manualmente deslocada através de um pistdo
em cada ventriculo lateral. Apds o término deste procedimento, a pele foi suturada
com fio de néilon agulhado 4.0, e nova antissepsia realizada no local com solucéo
de iodo 2%. A seguir colocaram-se 0s animais em caixas sendo periodicamente
inspecionado para avaliacao clinica geral pds-operatoria.

Uma semana apos a cirurgia os animais foram eutanasiados e o hipocampo foi
dissecado e utilizado na determinacdo dos seguintes parametros de estresse
oxidativo:

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS): Foi determinada de acordo
com o método descrito por OHKAWA et al., (1979) onde o sobrenadante de tecido
foi misturado com &cido tricloroacético e acido tiobarbitirico e aquecido em banho-
maria em ebulicdo durante 60 min. TBARS foi expresso como nmol TBARS/ mg de
proteina.

Determinacdo do contetdo de tiois totais: O método baseia-se na reducdo do
DTNB por tidis, que, por sua vez se oxida gerando um derivado (TNB) cuja
absorbancia € determinada espectrofotometricamente a 412 nm (AKSENOV e
MARKESBERY, 2001). Os resultados foram expressos em nmol TNB/mg de
proteina.

Medida da atividade da superéxido dismutase: O método utilizado foi conforme
descrito por MISRA e FRIDOVICH (1972). Resultados foram expressos em
unidades/mg de proteina.

Determinacdo da atividade da catalase: Foi determinada de acordo com o
meétodo de AEBI (1984). Resultados foram expressos em unidades/mg de proteina.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPadPrism versao
5.0, as variaveis foram analisadas por ANOVA de duas vias seguida do post hoc de
Bonferroni. Os valores foram considerados significativos para um P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A geracgédo de radicais livres apos a administracao icv-STZ ocorre antes mesmo
da apoptose e da neurotoxicidade sinaptica. O tecido cerebral contém muitos acidos
graxos insaturados, que sdo especialmente vulneraveis ao ataque de radicais livres
(SHARMA e GUPTA, 2001). O estresse oxidativo leva a modificacdo de
biomoléculas e a uma perda de neurbnios que medeiam 0s comprometimentos
comportamentais e os déficits de memoéria em distarbios neurodegenerativos
relacionados a idade (SHARMA e GUPTA, 2001). Neste trabalho a anélise
estatistica demonstrou um aumento significativo nos niveis de TBARS no hipocampo
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dos animais do grupo STZ em comparacdo ao grupo controle, indicando dano
neuronal causado pelo estresse oxidativo nesta estrutura cerebral (Tabela 1). No
entanto, o pré-tratamento com AT preveniu esse aumento [Fq, 15 = 9,40; P<0,01]
(Tabela 1) demonstrando que as substancias antioxidantes desempenham um papel
importante na prevencdo de doencas neurodegenerativas mantendo o equilibrio
entre antioxidantes e radicais livres (TAN et al., 2012).

A andlise estatistica ndo mostrou uma diferenca significativa na quantificacdo de
tiois totais [Fq, 18y = 3,68;P>0,05] no hipocampo dos animais dos grupos testados,
sugerindo que tanto o AT quanto o STZ nédo alteram estes parametros (Tabela 1).
Da mesma forma, na atividade das defesas antioxidantes, tanto o AT quanto STZ
nao alteraram as atividades da SOD [Fq, 19) = 3,68; P>0,05] e da CAT [Fq, 17) = 0,49;
P>0,05] no hipocampo dos animais dos grupos tratados (Tabela 1). Este efeito pode
ser atribuido a um mecanismo de defesa do hipocampo, o qual possui uma
neuroprotecéo por autofagia ou até mesmo a uma restricdo espacial de difusdo de
STZ no cerébro destes animais devido ao modelo (tempo e dose) utilizados
(PAPADAKIS et al., 2013; TERWEL et al., 1995).

Tabela 1. Efeito do tratamento com acido tanico em marcadores do estresse
oxidativo: TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) eSH (contetdo tidlico
total), e na atividade de enzimas antioxidantes SOD (superoxido dismutase) e CAT
(catalase) em ratos submetidos ao modelo de deméncia esporadica do tipo

Alzheimer.
TBARS SH CAT SOD
erupos (nmol/mg (nmol/mg proteina) (unid:/ades/mg (unidiades/mg
proteina) proteina) proteina)
CTRL 1,11+0,1 282,15+11,82 2,02+0,08 24,41+1.09
AT 1,16+0,08 228,05+20,75 1.72+0,05 22,76+1,23
STZ 1,68+0,17% 214,85+26,71 1,90+0,05 23,78+1,16
AT-STZ 1,01+0,07" 247,21+30,39 1,87+0,22 26,93+1,17

Resultados estdo expressos como media = erro padrdo. #P<0,05 quando comparado ao grupo
controle (CTRL); ** P<0,01 quando comparado ao grupo STZ. ANOVA (two-way) seguido por teste de
Bonferroni. CTRL-controle agua, AT-acido tanico, STZ-estreptozotocina, AT-STZ/ 4cido tanico-STZ.

4. CONCLUSOES

Muitas evidéncias demonstram a relacdo do estresse oxidativo com a
degeneracdo neuronal, evidenciando, portanto, a importancia de antioxidantes,
como a AT, no tratamento de desordens neurodegenerativas como a DA. Através
dos resultados obtidos pode-se observar que o AT previne a lipoperoxidagcao
induzida por STZ em hipocampo, demonstrando a agdo antioxidante e
neuroprotetora do composto e, embora mais estudos sejam necessarios, apresenta-
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se como uma interessante estratégia na prevencdo da Doenca de Alzheimer
Esporadica.
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