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1. INTRODUCAO

A doengca de Alzheimer (DA) € uma patologia neurodegenerativa
progressiva que constitui a forma mais prevalente de deméncia relacionada a
idade (PRATICO; TROJANOWSKI, 2000). Dentre as hipoteses etioldgicas da DA,
a hipotese neuroinflamatdria pressupbe que perda sinaptica e a
neurodegeneragcdo caracteristicas da doenca, estdo relacionadas a inflamacao
decorrente da deposicdo de placas senis (PS) e emaranhados neurofibrilares
(ENF) no cérebro (SERENIKI et al, 2008)

Nesse sentido, a neuroinflamacdo crénica tem demonstrado ser um
importante fator de risco para o desenvolvimento da DA, além de estar envolvida
nos estagios iniciais da doenca (MILLINGTON et al., 2014; BAGYINZKY et al.,
2017). Como consequéncia desses processos inflamatérios, esta a ativacdo da
microglia, contudo a tentativa de degradar os agregados proteicos, resulta no
aumento da liberacdo de mediadores inflamatérios, espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERO e ERN), assim contribuindo com a morte celular e consequente
neurodegeneracao (HOEIJMAKERS et al., 2016)

Para isso, o lipopolissacarideo (LPS), um dos principais componentes da
membrana externa de bactérias gram-negativas, tem sido amplamente utilizado
para mimetizar a DA em camundongos (LEE, J. W et al, 2008). Visto que, a
inflamacédo crénica induzida por LPS, é capaz de aumentar a expressado de
marcadores fisiopatolégicos da DA como B-amiléide (AB), tau hiperfosforilada e
B-secretase (BACE-1) e ainda conduzir a disfuncéo sinaptica e défict de memoéria
(MILLINGTON et al., 2014).

Embora, a DA represente um dos principais problemas de saude publica no
mundo, ainda ndo ha farmacos eficazes disponiveis para seu tratamento. Dessa
maneira, a molécula 1-(7-cloroquinolino-4-il)-N-(4-metoxibenzil)-5-metil-1H-1,2,3-
triazol-4-carboxamida (QTC-4-MeOBNA) ja demonstrou efeito protetor no dano
cognitivo em animais modelo de DA através da inducdo por estreptozotocina
(FRONZA, 2017). Esse efeito foi atribuido a modulacdo da cascata
amiloidogenica, estresse oxidativo e a disfuncao colinérgica.

Nessa perspectiva, devido as caracteristicas promissoras ja apresentadas
pela QTC-4-MeOBnNA, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade da
molécula em reverter o dano cognitivo e formacdo de espécies reativas,
decorrente da inflamacéao sistémica induzida por LPS em camundongos.
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2. METODOLOGIA

O composto QTC-4-MeOBnA foi sintetizado pelo Laboratério de Sintese
Orgéanica Limpa (LASOL) da UFPel e dissolvido em 6leo de canola (veiculo) para
administracdo na dose de 0,1 ou 1 mg/Kg, pela via intragastrica (figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica do QTC-4-MeOBnA

Foram utilizados camundongos machos swiss obtidos do Biotério Central da
UFPel e mantidos em condi¢des controladas de temperatura, ciclo claro-escuro e
racdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comite
de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA
2514-2018).

Os animais foram separados em 6 grupos experimentais e submetidos ao
protocolo demonstrado no esquema abaixo (figura 2). Utilizou-se camundongos
diferentes para os ensaios comportamentais e bioquimicos
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Figura 2. Delineamento experimental do protocolo de tratamento e inducéo.
Abreviagcbes: LPS: Lipopolissacarideo; QTC: QTC-4-MeOBnA; ER: Espécies
reativas, i.p: intraperitoneal; i.g: intragastrica.

Os animais receberam injecOes intraperitoneais de LPS (Escherichia coli
0127:B8) (250 pg/Kg) durante 7 dias, a fim de reproduzir uma condicdo de
inflamacdo. Do dia 7 ao dia 9, realizou-se a administracdo da QTC-4-MeOBnA
(0,1 ou 1 mg/Kg) ou 0Oleo de canola pela via intragastrica (i.g).

Para avaliagdo da atividade cognitiva dos animais, o0 teste de
reconhecimento foi realizado seguindo o protocolo de Rosa et al (2003). O teste é
divido em 2 etapas principais, avaliando a memoria de curto e longo prazo,
através da apresentacdo de objetos idénticos, posteriormente substituidos por
objetos novos. O tempo de interagdo do animal com o objeto familiar (TF) e novo
(TN) foi cronometrado durante periodos de 5 minutos e expresso através do indice
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de reconhecimento de objetos (IRO) - [tempo gasto no objeto novo/ (tempo gasto
no objeto familiar + o tempo gasto no objeto novo)].

Posteriormente, os animais foram submetidos a eutanasia e a extracdo do
cortex total e hipocampo para realizacdo do ensaio da formacdo das espécies
reativas (ER’s) seguindo o protocolo de Loethutinat et al (2005). Nesse ensaio é
possivel mensurar as ER’s intracelulares a partir da leitura do produto
fluorescente gerado pela oxidagao da 2’,7’—diclorofluoresceina (DCHF).

Todos os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism
com andlise de variancia de duas vias (ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls. Cada coluna representa + desvio padrao (S.D). Resultados foram
considerados significantes quando p> 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de reconhecimento de objetos (figura 3)
demonstraram que a indu¢do com LPS foi capaz de diminuir o IRB, demonstrando
assim déficit cognitivo e de memdéria. O tratamento com o QTC-4-MeOBnA (1
mg/Kg) aumentou os indices de reconhecimento quando comparados ao grupo
LPS, tanto na memdria de curto (3A) e longo prazo (3B). Esses resultados
demonstram a capacidade de reverter o declinio cognitivo induzido pela
administracao sistémica de LPS.

O ensaio da formacao das espécies reativas (figura 4) demonstrou que a
administracdo de LPS foi responsavel por um aumento na producado de ER’s nas
estruturas de cortex e hipocampo. O tratamento com QTC-4-MeOBNA (1 mg/Kg)
diminuiu os niveis de ER’s intracelular quando comparados com o grupo LPS, em
ambas as estruturas testadas, demonstrando assim capacidade antioxidante da
molécula.
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Figura 3: Efeito da QTC-4-MeOBnA (0,1 ou 1 mg/Kg) no teste do
reconhecimento de objetos. (A): memoria de curto prazo, (B): memadria de longo
prazo. Dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism com
analise de variancia de duas vias (ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de
Newman-Keuls. Cada coluna representa * desvio padrdo (D.P). #p< 0,05 quando
comparados ao grupo controle e ‘p< 0,05; “p< 0,01 quando comparados ao grupo
LPS.
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Figura 4: Efeito do QTC-4-MeOBNA (1 mg/Kg) no ensaio da formacéao das
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espécies reativas ER’s. (A): cortex total, (B): hipocampo. Dados foram analisados
utilizando o programa GraphPad Prism com analise de variancia de duas vias
(ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. Cada coluna
representa = desvio padrédo (S.D). #p< 0,01, ##p< 0,001 quando comparados ao
grupo controle e "p< 0,05, ™p< 0,001 quando comparados ao grupo LPS.

4. CONCLUSOES

Partindo do exposto, o trabalho presente avaliou a capacidade da molécula
QTC-4-MeOBNA em reverter o dano cognitivo e formacdo de espécies reativas,
decorrente da inflamacéao sistémica induzida por LPS em camundongos. Levando-
se em consideragdo a diminuicdo do dano cognitivo e os niveis de ER’s induzido
pela inflamacéo, estima-se que a molécula desempenhou sua atividade atuando
em marcadores patoldgicos do Alzheimer esporadico como o dano oxidativo.

Deste modo a QTC-4-MeOBnA demonstra potencial para futuras
abordagens terapéuticas no tratamento da doenca de Alzheimer, porém mais
estudos sdo necessarios para melhor entendimento dos mecanismos de acao da
molécula.
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