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1. INTRODUGAO

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado pelo desequilibrio entre
moléculas pré e antioxidantes, havendo uma reducado das defesas antioxidantes
ou aumento das moléculas pro-oxidantes, acarretando uma série de danos as
biomoléculas do organismo humano, como os lipideos (ANTHONYMUTHU et al.,
2016). O dano aos lipideos é conhecido como peroxidagao lipidica e, €
responsavel pela degradagdo de membranas celulares, resultando numa série de
eventos prejudiciais, como perda da polaridade da membrana, criagdo de poros,
ou mesmo a degeneragao da bainha de mielina (CAILLAUD et al., 2018).

A bainha de mielina formada pelo enovelamento da membrana dos
oligodendrocitos no entorno dos axénios neuronais, apresenta um papel essencial
na transmissao de sinal entre os neurdnios no sistema nervoso central (SNC)
(CAI; XIAO, 2016). Os danos causados a esta estrutura celular podem acarretar
sérios problemas na comunicacdo eficiente entre neurbnios, como retardo ou
parada da passagem do potencial de agao.

Visto que a bainha de mielina apresenta um alto teor lipidico, como o
colesterol, ela se torna suscetivel a degeneragdo por agao da peroxidagao
lipidica, caracteristica de doencas neurodegenerativas, como a doenga de
Alzheimer (DA).

A fase inicial da DA, anterior a presenca de sintomas clinicos, apresenta
marcadores da peroxidacao lipidica, o que corrobora também com a presenca de
alteragdes morfologicas e degradagao da bainha de mielina, caracterizando uma
fase celular da doenga (WU et al., 2017). Os dados da literatura, indicam que a
degradagao da mielina possa ser um dos gatilhos responsaveis pelo inicio das
mudangas patologicas encontradas na DA, previamente a presenga de
marcadores classicos, como a deposicdo de placas [p-amildide e Tau
hiperfosforilada (CAl; XIAO, 2016).

Além disso, a fase inicial da DA apresenta um carater neuroinflamatério,
com a presenga da ativagao exacerbada da microglia, levando a liberacao
citocinas pro-inflamatorias, neurotoxinas e um desequilibrio no estado redox
(ROCHA et al., 2011). O processo de degeneragao promovido pelo EO é facilitado
pela alta utilizacdo de oxigénio, baixos niveis de defesas antioxidantes e alto teor
de acidos graxos poliinsaturados no SNC (SANTOS et al., 2015).

Visando melhor entender a fase inicial da doenga, os modelos animais
como o uso do lipopolissacarideo (LPS), proveniente da membrana celular de
bactérias Gram negativas, vem sendo utilizados (ERNST et al., 2018). O LPS é
capaz de induzir a neuroinflamacgao caracteristica desta etapa da DA, em uma
exposicao crbnica e remitente, semelhante ao que ocorre na etapa de
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neuroinflamacdo da DA. Somado a isso, o LPS ainda promove o estresse
oxidativo e a presenca de marcadores classicos da DA.

Embora a DA apresente um grande impacto sobre a populagéo global, os
tratamentos atualmente disponiveis ainda ndo apresentam grande eficiéncia,
devido ao carater complexo e multifatorial da doenca. Desse modo, a descoberta
de novas moléculas capazes de atuar na fase inicial da doenga sdo de extrema
importancia.

Nesse sentido, a molécula 1-(7-cloroquinolino-4-il)-N-(4-metoxibenzil)-5-
metil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxiamida (QTC-4-MeOBnA) ja demonstrou efeitos
protetores em modelos da DA induzidos por estreptozotocina (STZ), modulando
vias oxidativas, cascata amiloidogénica e via colinérgica.

Portanto, levando em conta o que foi exposto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a agdo QTC-4-MeOBNA frente ao modelo inicial da DA, induzido
por LPS em camundongos, na peroxidagao lipidica e integridade da bainha de
mielina.

METODOLOGIA
A molécula QTC-4-MeOBnA (Figura 1) foi sintetizada no Laboratério de
Sintese Organica Limpa (LASOL) da Universidade Federal de Pelotas e foi

administrado pela via intragastrica (i.g.), na dose de 1 mg/Kg durante trés dias.
OCHj,

Figura 1. Estrutura quimica do QTC-4-MeOBnA

Para realizagdo dos estudos, camundongos Swiss machos foram
utilizados, submetidos a condigdes padrao de alojamento. Para a realizagao das
analises bioquimicas, foram extraidos o cortex total e hipocampo dos
camundongos. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité
de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA 2514-2018).

A indugao da DA foi feita por meio da injegao intraperitoneal (i.p.) de LPS
(Escherichia coli 0127:B8), na dose de 250 ug/Kg durante sete dias (figura 2), a
fim de induzir uma inflamagao remitente.

Os animais foram divididos em seis grupos cada um contendo 9 animais e
foram submetidos ao protocolo mostrado no esquema abaixo.
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Figura 2. Esquema do protocolo experimental. Abreviagdes: QTC: QTC-4-
MeOBNA,; LPS: lipopolissacarideo; i.p.: intraperitoneal; i.g.: intragastrica.

A peroxidacéo lipidica foi avaliada por meio da formacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), como descrito por OHKAWA (1979). Um
dos produtos da peroxidagao lipidica € o malondialdeido (MDA), que em altas
temperaturas e pH acido, reagem com o acido tiobarbiturico. O produto dessa
reacdo € um cromoforo rosa, que pode ser lido no espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 532nm.

Visando avaliar a integridade da bainha de mielina, o colesterol foi dosado
como medida indireta, visto que é um dos lipideos majoritarios que compdem esta
estrutura. O colesterol foi extraido do cortex total e hipocampo, utilizando o
protocolo experimental de extracao lipidica descrito por SANTOS et al. (2015).
ApOs a extracdo, o colesterol foi detectado através do kit comercial da Labtest.

A anadlise dos dados foi realizada utilizando o programa estatistico
GraphPad, através da analise de varidncia de duas vias seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Cada coluna representa a média + desvio padrao e os resultados
foram considerados significantes quando p < 0,05.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos pelo ensaio TBARS, o LPS foi capaz de
induzir um aumento da peroxidagao lipidica (figura 3). Além disso, foi capaz de
reduzir a integridade da bainha de mielina, visto que reduziu os niveis de
colesterol (figura 4). Um dos marcadores do EO, é a peroxidacdo lipidica,
correspondente a uma cascata de eventos bioquimicos, resultantes da acédo de
espécies reativas (ER) sobre acidos graxos insaturados. Assim, a bainha de
mielina, composta por um nivel elevado de lipideos insaturados, sofre acdo desta
peroxidacao, sendo degrada e perdendo sua fungao essencial no SNC.

Frente aos resultados obtidos no grupo de animais que recebeu LPS, a
administracao de QTC-4-MeOBNA foi capaz de reduzir a peroxidagao lipidica,
dessa maneira, revertendo os danos gerados a bainha de mielina, indicado pelo
aumento dos niveis de colesterol, um marcador indireto da integridade da mesma.
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Figura 3. Efeito do QTC-4-MeOBnE nos niveis de peroxidagdo lipidica em
camundongos. (A): cortex total; (B): hipocampo. Os resultados foram expressos
em nmol malondialdeido. Cada coluna representa média + desvio padrdo. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Newman-Keuls. ##p < 0,001, #p < 0,01, #p < 0,05 quando comparado ao grupo
controle e ***p < 0,001, **p < 0,01 quando comparado ao grupo induzido.
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Figura 4. Efeito do QTC-4-MeOBNA nos niveis de colesterol em camundongos
desafiados com LPS. (A): cortex total; (B): hipocampo. Os resultados foram
expressos em pg/mg de colesterol. Cada coluna representa média + desvio
padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Newman-Keuls. #p < 0,05 quando comparado ao grupo controle e *p <
0,05 quando comparado ao grupo LPS.

4. CONCLUSOES
Partindo do que foi exposto, a QTC-4-MeOBnA demonstrou capacidade de
reverter a reducdo dos niveis de colesterol nas estruturas de cortex e hipocampo
apos a administracado crbnica de LPS. Esse fenbmeno pode ter sido atribuido a
reducdo da peroxidagao lipidica nessas regides, entretanto, mais estudos sao
necessarios para melhor compreender a acao da molécula frente ao modelo
inflamatdrio inicial da DA induzida por LPS.
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