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1. INTRODUCAO

Tem sido discutido que o processo neuroinflamatério crénico esta envolvido
na origem e progressao de desordens psiquiatricas e neurodegenerativas. Nesse
sentido, o lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina proveniente da membrana
celular de bactérias Gram-negativas, provoca uma potente inflamacédo sistémica,
gue quando ocasionada de maneira persistente culmina em neuroinflamagéo
(ERNST, 2018).

Evidéncias sugerem que o LPS estimula a microglia e os astrocitos a
ativarem as vias de inflamacéo como os receptores toll-like (TLKR) que ativam a
via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB). Quando isso ocorre 0
complexo quinase IkB (IKK) €& ativado levando a fosforilacdo do IkB e
consequente translocacdo e liberacdo do NF-kB para o nucleo, provocando a
liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, como o fator nuclear tumoral alfa (TNFa)
(SNOW; ALBENSI, 2016).

Além disso, a inflamacdo sistémica pode levar ao rompimento da
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) e consequente o aumento de sua
permeabilidade. Com isso, a funcdo da BHE é alterada ocasionando em estresse
oxidativo e neuroinflamagado (BANKS et al.,, 2015). Esse processo tem sido
diretamente relacionado com a disfuncdo sinaptica, dano cognitivo e
neurodegeneracdo, caracteristicas da Doenca de Alzheimer (DA)
(BOSTANCIKLIOGLU, 2019). Nesse sentido, devido a auséncia de terapias
eficazes disponiveis para o tratamento da DA, a modulagdo de vias inflamatorias
e restauracdo da permeabilidade da BHE podem ser um alvo terapéutico
interessante para a sua resolucao.

Interessantemente, a molécula 1-(7-cloroquinolino-4-il)-N-(4-metoxibenzil)-
5-metil-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida (QTC-4-MeOBnA) foi racionalmente
desenvolvida para modular alvos terapéuticos da DA. A QTC-4-MeOBnA
apresentou capacidade de reverter as caracteristicas da DA, como a reversao do
declinio cognitivo e de meméria induzido por estreptozotocina em camundongos e
a regulacao do estresse oxidativo através da restauracao da expressao dos genes
fator nucelar eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) em camundongos induzidos por injecédo de escopolamina.

Portanto, tendo em vista o que foi exposto, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar o efeito da QTC-4-MeOBNnA no declinio da memoria provocado pela
injecdo de LPS através da avaliagdo da integridade da BHE e modulacdo das
cascatas inflamatorias.

2. METODOLOGIA

Para realizacédo dos estudos, foram utilizados camundongos Swiss machos
(n:8), submetidos a condi¢cdes padrao de alojamento. O protocolo experimental
(Figura 1) foi iniciado com a injecdo de LPS (Escherichia coli 0127:B8) pela via
intraperitoneal, na dose de 250 ug/Kg durante sete dias. Em seguida foi
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administrado pela via intragastrica a molécula QTC-4-MeOBnNA (Figura 1A) a qual
foi sintetizada no Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL) da
Universidade Federal de Pelotas, na dose de 0,1 e 1 mg/Kg durante trés dias ou
seu veiculo 6leo de canola. No 9° dia foi realizado o teste comportamental do
labirinto em Y e posteriormente a regido cerebral de hipocampo foi isolada para a
realizacdo das andlises bioquimicas. Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacédo Animal (CEEA 2514-2018).
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Figura 1. (A) estrutura quimica do 1-(7-cloroquinolino-4-il)-N-(4-metoxibenzil)-5-metil-1H-
1,2,3-triazol-4-carboxamida (QTC-4-MeOBnNA) e (B) esquema do protocolo experimental.
Abreviacdes: i.p.: intraperitoneal; i.g.: intragastrica; LPS: lipopolissacarideo

A memoéria espacial e de trabalho foi avaliada através do teste
comportamental do labirinto em Y, descrito por SARTER et al. (1988), que
consiste em colocar os camundongos individualmente em um dos bracos do
labirinto em Y e entdo € avaliado o nimero de entradas em sequéncia nos bracos
durante 6 minutos.

Com o intuito de dosar os niveis proteicos do NF-kB e de sua via de
sinalizacao, foi realizada a técnica de Western Blot. As amostras de proteina pré-
coradas foram separadas utilizando a eletroforese em gel de SDS-PAGE. Em
seguida as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
utilizando o sistema de transferéncia Transfer-Blot® Turbo™. Depois de bloquear
com uma solucdo de albumina de soro bovino, a membrana foi incubada
overnight com os anticorpos primarios (IKK, IKKB, NF-kB e TNFa). Apds as
lavagens as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios
marcados com peroxidase. A densidade Optica (DO) das bandas de Western
blotting foi quantificada usando o softaware Imagem J.

Para avaliar a permeabilidade da BHE, foi injetado pela via intraperitoneal
uma solucao de 2% de Evans Blue em salina nos camundongos (MANAENKO et
al., 2011). Depois de 3 horas, sob anestesia geral foi realizada a perfusao
transcardiaca com 25 mL de salina e 25 mL de PBS para retirar o sangue
circulante do cérebro e entéo foi extraido o cérebro total.

A analise dos dados foi realizada utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 7, através da analise de variancia de duas vias seguida pelo
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teste de Tukey. Cada coluna representa a média + desvio padrao e os resultados
foram considerados significantes quando p < 0,05.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E sabido que o LPS causa o aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, condicionando tanto ao aumento da producdo de mediadores
inflamatérios como o NF-kB e o TNFa, em paralelo a migracdo dessas citocinas
produzidas na periferia, o que intensifica a neuroinflamacédo e causa declinio
cognitivo.

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que o tratamento com
0 QTC-4-MeOBNA reverteu o declinio cognitivo causado pela inducdo de LPS,
como mostrado no teste do labirinto em Y (Figura 2). Além disso, o tratamento
demonstrou que o QTC-4-MeOBNA reduziu os niveis de mediadores inflamatorios
como o NF-kB e o TNFa no hipocampo dos camundongos (Figura 3). Isso pode
ser atribuido a restauracdo da integridade da BHE pela molécula, apontando seu
efeito anti-inflamatorio (Figura 4).
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Figura 2. Efeito do QTC-4-MeOBnA no teste do labirinto em Y em camundongos
induzidos por injecdo LPS. Cada coluna representa meédia + desvio padrao. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. ##p <
0,001 quando comparado ao grupo controle e “p < 0,001 quando comparado com o
grupo induzido
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Figura 3. Efeito do tratamento com QTC-4-MeOBnA na integridade da barreira
hematoencefalica em camundongos submetidos a injecdo de LPS. Cada coluna
representa média + desvio padréo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas
vias seguida pelo teste de Tukey. ##p < 0,001 quando comparado ao grupo controle e “p
< 0,01 quando comparado com o grupo induzido
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Figura 4. Efeito do tratamento com QTC-4-MeOBnNA na via de sinalizacdo do NF-Kb em
camundongos submetidos a injecdo de LPS. Cada coluna representa média = desvio
padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey. #p < 0,05 e **p < 0,001 quando comparado ao grupo controle e “p < 0,01 e ™'p <
0,001 quando comparado com o grupo induzido
CONCLUSOES

Tendo em vista o que foi exposto, a molécula QTC-4-MeOBNnA demonstrou
que atua na via de sinalizacdo de sinalizacdo do NF-kB e na integridade da
barreira hematoencefalica, sendo capaz de reverter a neuroinflamacédo causada
pela inducdo com LPS. Isso suporta que a QTC-4-MeOBNnA possui um carater
multifatorial podendo agir em diversos alvos terapéuticos da DA.
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