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RESUMO
O processo neuroinflamatório é caracterizado por resposta da microglia 
sobre ações no Sistema Nervoso Central (SNC) que possuem caráter 
semelhante de inflamação. Como modelo estudado de indução desse 
processo usa-se lipopolissacarídeos (LPS) que podem ativar diretamente 
a microglia e esta ativada libera uma gama de neurotoxinas que induz 
a inflamação e posteriormente a morte celular neuronal. A ouabaína, 
um glicosídeo cardiotônico, em concentrações elevadas aumenta a 
concentração de noradrenalina nas sinapses, pois diminui a recaptação 
desse neurotransmissor em células hipocampais. Tratamentos com 
ouabaína promovem uma “downregulation” dos receptores de glutamato, 
indicando assim uma possível neuroproteção mediada por este digitálico. 
Os fosfolipídeos e gangliosídeos também possuem um importante papel 
em processos de sinalização intracelular, processo de neurotransmissão, 
na participação na proliferação celular, crescimento e neuroproteção. O 
presente projeto tem como objetivo avaliar as alterações lipídicas ocorridas 
em membranas de hipocampo de ratos após o tratamento com ouabaína 
e LPS.
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INTRODUÇÃO

O processo inflamatório é a primeira linha de defesa contra lesões 
teciduais ou infecções, mas quando esse processo acontece de uma maneira 
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exacerbada pode se tornar uma lesão ainda maior do que a provocada pelo 
estímulo inicial1. A neuroinflamação incorpora um aspecto de complexo 
celular de resposta que incluem a ativação de microglia e astrócitos. Essa 
ativação contribui para o aumento dos danos neuronais, onde a liberação 
de substâncias pró-inflamatórias e neurotoxinas acabam por potencializar 
a lesão2.

Os lipopolissacarídios (LPS) são moléculas de estrutura extremamente 
complexa encontradas exclusivamente nas monocamadas externa da 
membrana externa das bactérias gram-negativas3. Conhecido pelo seu 
papel na ativação da resposta imune adaptativa, o LPS tem sido utilizado 
experimentalmente para estimular respostas inflamatórias, inclusive no 
sistema nervoso central4. 	

Tanto a microglia quanto os astrócitos expressam o receptor toll-
like tipo 4 (TLR4), que faz parte da família de TLRs e que reconhece 
especificamente o LPS5. Em um primeiro momento, o LPS se associa com a 
proteína de ligação ao LPS e então com o CD14 presente na parte externa 
da membrana plasmática das células. Esse complexo LPS-CD14 promove a 
ativação do TLR4, levando à produção de mediadores pró-inflamatórios, 
como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1), além de 
ativar a transcrição de diversas enzimas geradoras de espécies reativas6. 
Estas citocinas pró-inflamatórias atuam como moduladores tanto na 
transmissão neuronal normal quanto anormal no cérebro7.

A ouabaína é um hormônio esteróide derivado da casca do ouabaio 
(Acokanthera ouabaio) e das sementes do estrofanto (Strophantus gratus), 
plantas também digitálicas, que podem ser encontradas em regiões 
tropicais e subtropicais8. Uma clássica ação dos esteróides cardiotônicos 
relacionou-se ao efeito inibidor sobre o transporte ativo de Na+ e de K+ 
realizado pela enzima Na+, K+-ATPase9.

	 No sistema nervoso a ouabaína possui efeitos principalmente 
no hipotálamo. Este esteóide em concentrações elevadas aumenta a 
concentração de noradrenalina nas sinapses, pois diminui a recaptação 
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desse neurotransmissor em células hipocampais10. Efeitos da ouabaína 
sobre receptores NMDA no córtex aumentam a liberação de glutamato 
e consequentemente ocorre uma excitotoxicidade glutamatérgica via 
receptores NMDA, causando a morte dos neurônios. O tratamento com 
ouabaína promove uma “downregulation” destes receptores de glutamato, 
indicando assim uma possível neuroproteção mediada por este digitálico11. 

Os lipídios de membrana do sistema nervoso central são representados 
principalmente por gangliosídios, fosfolipídios e colesterol12. Os lipídeos 
no cérebro também possuem um papel em processos de sinalização 
intracelular, podendo destacar sua participação na neurotransmissão, 
proliferação celular, crescimento e neuroproteção13.

O colesterol é componente lipídico essencial para membranas 
biológicas, pois age estruturalmente, modulando propriedades físico-
químicas e contribuindo para formação de microdomínios de membranas 
através de modificações no comportamento e na função de algumas 
proteínas de membrana14. 

O presente trabalho tem como objetivo investigar possíveis alterações 
bioquímicas ocorridas em membranas obtidas de hipocampo de ratos 
tratados com ouabaína e LPS.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de fração de membrana de hipocampo de ratos que 
receberam tratamento com ouabaína e lipopolissacarídeo foram cedidas 
pelo Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciências Biomédicas 
da Universidade de São Paulo, coordenado pelo Prof.Dr. Cristoforo Scavone.

Os animais foram divididos em quatro grupos que receberão uma 
administração intraperitoneal de salina ou ouabaína (1,8 µg/Kg) 20 
minutos antes da adminstração de uma segunda injeção de salina estéril 
livre de pirógenos (Hospital das Clínicas), ou de LPS (Escherichia Coli 
0111:B4 Sigma#L-2630) dissolvido em salina, correspondendo a uma dose 
de 200 µg/Kg. Todas as administrações foram feitas no período da manhã. 

Ao decorrer 120 minutos após a adminstração do LPS15. Os animais foram 
sacrificados por decapitação e o cérebro foi rapidamente retirado em 
solução fria de tampão-fosfato. 

Determinou-se a concentração de proteínas totais utilizando a 
soroalbumina bovina (BSA) como padrão16.

Retirou-se uma alíquota da amostra para a realização da extração dos 
lipídeos17. Foi determinada a concentração do fosfato inorgânico liberado 
pela hidrólise dos fosfolipídios18. 

Determinou-se a concentração de colesterol total19.
Utilizou-se o programa GhaphPad Prism 5 para expressar os valores  

como média ± Erro Padrão da Média e submetidos à análise de variância 
(ANOVA) de uma via seguido com pós-teste de Tukey.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Encontraram-se alterações não significativas na determinação de 
colesterol total (figura 1). 

Figura 1: Concentração de Colesterol total
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Já na determinação de fosfato liberado pela hidrolise de fosfolipídios 
encontrou-se uma redução significativa de 23,75 % nos grupos de tratados 
com LPS e um aumento de 26,33 % no grupo tratado com ouabaína (figura 2).
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Figura 2: Concentração de Pi total
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	 Esses resultados demonstram que o LPS causa alteração na 
membrana plasmática podendo ser uma das causas de morte celular 
neuronal, em contrapartida a administração de ouabaína impede essa 
perda de fosfolipídios causando assim uma neuroproteção contra processo 
neuroinflamatórios.

CONCLUSÕES

Os fosfolipídios e colesterol são componentes estruturais de 
membrana e é necessária para viabilidade e proliferação celular e também 
está envolvida na fluidez, a permeabilidade iônica, tráfico de membrana, 
formação de mielina. Os dados obtidos mostraram que há um aumento 
e uma diminuição de fosfolipídios, após tratamento de ouabaína e LPS, 
respectivamente.
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