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RESUMO 

 

Não há como dissociar a evolução humana da evolução do comportamento alimentar. 
Entretanto, o surgimento recente de alimentos industrializados, caracterizados por sua alta 
palatabilidade e densidade calórica, tem contribuído para o aparecimento de disfunções 
metabólicas sem precedentes na história. Dados indicam um aumento exponencial nos casos de 
sobrepeso, obesidade, diabetes e dislipidemia desde a década de oitenta, especialmente devido 
ao balanço energético positivo resultante do consumo de alimentos ricos em açúcares e 
gorduras. Estudos recentes têm demonstrado que as disfunções metabólicas periféricas, como 
hiperglicemia e hiperlipidemia, não se limitam aos prejuízos tradicionalmente associados, como 
problemas cardiovasculares, mas também afetam o Sistema Nervoso Central, especialmente em 
indivíduos geneticamente suscetíveis. Contudo, os mecanismos neurobiológicos subjacentes a 
esses eventos ainda são em grande parte desconhecidos. Diante desse cenário, este estudo teve 
como objetivo aprofundar o conhecimento sobre como disfunções metabólicas periféricas se 
relacionam com o desenvolvimento de prejuízos comportamentais. Os resultados da presente 
tese mostram que o tratamento com o fármaco hipoglicemiante metformina foi capaz de atenuar 
a alodinia mecânica e anedonia induzida pelo tratamento com estreptozotocina (STZ) em 
camundongos Swiss, um modelo experimental de diabetes do tipo 1 (DM1). Ademais, atenuou 
o aumento de peso, a hipercolesterolemia, a intolerância à glicose, o comportamento do tipo 
depressivo e a alodinia mecânica em camundongos Swiss alimentados com uma dieta rica em 
gordura saturada e frutose. Nesta tese, também foi demonstrado que a administração oral do 
extrato aquoso obtido das folhas da planta Cissus verticillata (popularmente conhecida como 
insulina vegetal) não demonstrou efeitos hipoglicêmicos, nas doses de 30 e 300 mg/kg, tanto 
no modelo experimental de DM1 em camundongos quanto em camundongos expostos à dieta 
rica em gordura saturada e frutose. No entanto, observou-se que o referido extrato foi capaz de 
aumentar o limiar de sensibilidade à dor, o qual tinha se mostrado reduzido em ambos os 
modelos experimentais. Além disso, os efeitos de uma dieta rica em gordura saturada e frutose 
sobre o comportamento e marcadores de plasticidade sináptica foram avaliados em 
camundongos nocautes para o receptor de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 
camundongos LDLr-/-, um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar. Constatou-se 
que a presença de disfunções metabólicas, como a hipercolesterolemia, implicou disfunções 
comportamentais e cognitivas, como déficit de memória, comportamento do tipo ansioso e do 
tipo depressivo. Contudo, não foram observadas disfunções morfológicas em neurônios 
hipocampais de camundongos LDLr-/-. Esses camundongos apresentaram maior 
imunoconteúdo de proteínas pré-sinápticas, como GluA1, PSD-95 e sinapsina, além de um 
número maior de dendritos na região do giro denteado do hipocampo, mesmo apresentando 
déficits comportamentais e cognitivos. Em conclusão, os resultados da presente tese permitem 
perceber como a interação entre abordagens ambientais, via dietas hipercalóricas, e genéticas 
resultam em diferentes desregulações metabólicas, cognitivas, comportamentais, 
neuroquímicas e neuromorfológicas em camundongos.  
 
Palavras-chave: metabolismo; comportamento; cognição; diabetes; hipercolesterolemia; 

neuroquímica. 
   



 

 

ABSTRACT 

 

We cannot dissociate human evolution from the evolution of eating behavior. However, the 
recent emergence of industrialized foods, characterized by their high palatability and caloric 
density, has contributed to the appearance of metabolic dysfunctions unprecedented in history. 
Data indicate an exponential increase in cases of overweight, obesity, diabetes and dyslipidemia 
since the eighties, especially due to the positive energy balance resulting from the consumption 
of foods rich in sugars and fats. Recent studies have demonstrated that peripheral metabolic 
dysfunctions, such as hyperglycemia and hyperlipidemia, are not limited to traditionally 
associated losses, such as cardiovascular problems, but also affect the Central Nervous System, 
especially in genetically susceptible individuals. However, the neurobiological mechanisms 
underlying these events are still largely unknown. Given this scenario, this study aimed to 
deepen knowledge about how peripheral metabolic dysfunctions are related to the development 
of behavioral impairments. The results of the present thesis show that treatment with the 
hypoglycemic drug metformin was able to attenuate mechanical allodynia and anhedonia 
induced by treatment with streptozotocin (STZ) in Swiss mice, an experimental model of type 
1 diabetes (DM1). Furthermore, it attenuated weight gain, hypercholesterolemia, glucose 
intolerance, depressive-like behavior and mechanical allodynia in Swiss mice fed a diet rich in 
saturated fat and fructose. In this work, it was also demonstrated that the oral administration of 
the aqueous extract obtained from the leaves of the Cissus verticillata plant (popularly known 
as vegetable insulin) did not demonstrate hypoglycemic effects, at doses of 30 and 300 mg/kg, 
in both the experimental model of DM1 in mice and in mice exposed to a diet rich in saturated 
fat and fructose. However, it was observed that this extract could increase the pain sensitivity 
threshold, which had been shown to be reduced in both experimental models. Furthermore, the 
effects of a diet rich in saturated fat and fructose on behavior and markers of synaptic plasticity 
were evaluated in low-density lipoprotein (LDL) receptor knockout mice, LDLr-/- mice, an 
experimental model of hypercholesterolemia familiar. It was found that the presence of 
metabolic dysfunctions, such as hypercholesterolemia, resulted in behavioral and cognitive 
dysfunctions, such as memory deficits, anxious-like and depressive-like behavior. However, no 
morphological dysfunctions were observed in hippocampal neurons of LDLr-/- mice. These 
mice had a higher immunocontent of presynaptic proteins, such as GluA1, PSD-95 and 
synapsin, in addition to a greater number of dendrites in the dentate gyrus of the hippocampus, 
even with behavioral and cognitive deficits. In conclusion, the results of this thesis allow us to 
understand how the interaction between environmental approaches, via high-calorie diets, and 
genetics result in different metabolic, cognitive, behavioral, neurochemical and 
neuromorphological dysregulations in mice. 
 
Keywords: metabolism; behavior; cognition; diabetes; hypercholesterolemia; neurochemistry. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

A evolução humana aconteceu em paralelo com a evolução do comportamento 

alimentar, e dois eventos parecem ter sido particularmente importantes para a interdependência 

desses fenômenos. O primeiro aconteceu há aproximadamente 790 mil anos, quando os 

hominídeos começaram a controlar o fogo, conforme apontam evidências obtidas de sementes, 

madeiras e pedras queimadas na região de Israel (Goren-Inbar et al., 2004). Estudos que visam 

entender a evolução do cérebro humano creditam ao controle do fogo — e à possibilidade de 

induzir mudanças térmicas e calóricas nos alimentos — a desproporcional complexidade desse 

órgão nos humanos, afinal, mesmo com um corpo médio, possuímos o maior cérebro entre os 

primatas, incluindo os grandes macacos (Fonseca-Azevedo; Herculano-Houzel, 2012). Embora 

essa linha de pensamento seja apoiada por parte das evidências da literatura, não há total 

concordância. Por exemplo, outra linha sugere que, na verdade, o repertório de caça e coleta 

(forrageamento) dos hominídeos se aperfeiçoou, possibilitando ingestão de alimentos mais 

calóricos, como sementes e carnes (Cornélio et al., 2016), potencializando a encefalização. 

O segundo evento ocorreu há mais ou menos 10-12 mil anos, quando os sapiens 

descobriram, provavelmente devido à maior complexidade cerebral, que plantar sementes e 

procriar animais era energeticamente menos custoso do que caçar e coletar, criando, então, o 

que seria uma das maiores revoluções da história: a agricultura (Luca et al., 2010). Desde a 

evolução do gênero Homo, que ocorreu há cerca de 2,5 milhões de anos (Dunsworth, 2010), até 

o desenvolvimento da agricultura, nossos ancestrais viveram basicamente como caçadores-

coletores. Estimativas apontam que isso corresponde a aproximadamente 84 mil gerações 

(Fenner, 2005) e que, durante esse período de caça e coleta, nosso organismo interagia com os 

alimentos de forma diferente do que acontece hoje.  

Devido à incapacidade de armazenar alimentos por falta de tecnologia, naquela época, 

a interação com a comida era intermitente, frequentemente ocorrendo períodos de jejum, o que 

provavelmente despertava mudanças neuroquímicas que induziam a busca por alimento. Por 

exemplo, o neurotransmissor dopamina, amplamente conhecido pelo envolvimento no 

comportamento motivado, é bem caracterizado como fundamental para o comportamento 

alimentar (Volkow; Wang; Baler, 2011). Em um estado de fome, neurônios dopaminérgicos 

localizados na área tegmentar ventral com projeções para o núcleo accumbens (via 

mesolímbica) apresentam aumento de atividade, o que está associado com o comportamento de 
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busca pelo alimento (Martel; Fantino, 1996). O reforço da obtenção do alimento foi importante 

para a seleção desse sistema, que é evolutivamente conservado entre diversas espécies devido 

ao seu papel fundamental para a sobrevivência, permitindo a reprodução destas. 

Nossos ancestrais, na intermitência da disponibilidade alimentar, viviam períodos com 

menor ingestão calórica associados a momentos de atividade física como um comportamento 

obrigatório para busca alimentar, resultando, portanto, em maior gasto calórico diário. 

Atualmente, no entanto, o advento dos alimentos industrializados, em especial os 

ultraprocessados, permite o aumento do aporte calórico sem esforço, resultando em excesso no 

consumo calórico com baixo gasto energético. Essa incompatibilidade evolutiva, isto é, um 

sistema que foi selecionado em um ambiente e transitou rapidamente (em termos evolutivos) 

para outro, é questão-chave no número cada vez maior de pessoas com sobrepeso, obesidade e 

doenças associadas ao sedentarismo (Sapolsky, 2021). 

 

1.1  SOBREPESO, OBESIDADE E DISLIPIDEMIA 

  

O número de pessoas com sobrepeso e obesidade, caracterizados pelo excesso de 

gordura corporal que causa prejuízos à saúde, vem aumentando exponencialmente nos últimos 

anos em todo o mundo (Ng et al., 2014; NCD Risk Factor Collaboration, 2017). Dados 

epidemiológicos indicam que o sobrepeso e a obesidade1, juntos, afetam 1/3 da população 

mundial (Koliaki; Dalamaga; Liatis, 2023). Resultado de um desequilíbrio energético, isto é, 

maior quantidade de calorias ingeridas do que gastas, o sobrepeso e a obesidade apresentam 

estreita relação com a crescente epidemia de disfunções metabólicas, como disfunções 

cardiovasculares, dislipidemia e diabetes mellitus (Rutledge; Adeli, 2007). Além disso, 

recentemente outros fatores têm se mostrado importantes na fisiopatologia do sobrepeso e da 

obesidade, como, por exemplo, alterações na microbiota (Liu et al., 2021) e privação de sono 

(Cooper et al., 2018). 

O perfil clínico do sobrepeso e da obesidade é diretamente influenciado pela forma 

com que o organismo estoca energia. Se o excesso de energia resultar em hiperplasia do tecido 

adiposo subcutâneo (crescimento do tecido devido ao número de células), ocorrerá uma 

 
1O critério para definir a obesidade é o IMC1 (Índice de Massa Corporal), que varia entre baixo peso (<18,5 
kg/m2) até obesidade grave ou mórbida (≥40 kg/m2), embora outros fatores sejam importantes, e.g., 
circunferência abdominal (WHO, 2000).  
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adaptação metabólica funcional, pois o crescimento desse tecido atuará como um “dreno 

metabólico”, impedindo que a gordura seja armazenada em tecidos magros, como fígado, 

coração e rins, atenuando potenciais riscos gerados pelo acúmulo de gordura. No entanto, o 

tecido adiposo pode sofrer hipertrofia, isto é, ocorre o armazenamento da gordura em 

adipócitos, que, com o tempo, podem romper-se, gerando o recrutamento de macrófagos e/ou 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, de modo a conferir um perfil de risco 

cardiometabólico ao indivíduo e favorecendo o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 

(DM2), problemas vasculares e dislipidemia (Gonzáles-Muniesa et al., 2017).  

A dislipidemia é caracterizada por hipertrigliceridemia, aumento da secreção hepática 

de lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL, do inglês Very Low Density Lipoprotein) e 

redução da lipoproteína de alta densidade (HDL, do inglês High Density Lipoprotein). No 

sobrepeso e na obesidade descompensados, frente a uma alimentação desbalanceada, o 

triglicerídeo, que deveria ser captado por quilomícrons e hidrolisado, acaba extravasando para 

a circulação sistêmica, favorecendo a síntese de VLDL pelo fígado e, por consequência, a 

dislipidemia (Yki et al., 2019). 

 

1.2  DIABETES MELLITUS 

 

O diabetes mellitus é uma doença metabólica caracterizada por hiperglicemia 

ocasionada pela deficiência na secreção ou resistência à ação da insulina (American Diabetes 

Association, 2015). Os principais tipos dessa doença incluem diabetes mellitus tipo 1 (DM1), 

tipo 2 (DM2) e diabetes mellitus gestacional (Saeedi et al., 2019). A previsão é que o número 

de pessoas com diabetes no mundo cresça nos próximos anos, podendo chegar a 11,3% em 

2030 (International Diabetes Federation, 2022).  

O diagnóstico da DM é clínico e envolve a análise de marcadores que indicam 

hiperglicemia. Segundo a American Diabetes Association, o diagnóstico de diabetes é feito 

analisando os seguintes marcadores: 

- Hemoglobina glicada (A1C): menos ou até 5,7% (normal), 5,7% a 6,4% (pré-

diabetes) e 6,5% ou mais (diabético); 

- Glicose sanguínea em jejum: menos que 99 mg/dL (normal), de 100 mg/dL até 125 

mg/dL (pré-diabetes) e 126 mg/dL ou mais (diabetes); e 
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- Teste oral de tolerância à glicose: menos que 140 mg/dL (normal), de 140 mg/dL até 

200 mg/dL (pré-diabetes) e 200 mg/dL ou mais (diabetes). 

 

A DM2, responsável por aproximadamente 90% dos casos de diabetes (Saeedi et al., 

2019), surge de um desequilíbrio entre a secreção, depuração e ação da insulina em tecidos 

sensíveis a ela (Zheng et al., 2018). Os principais propulsores da epidemia global de DM2 

incluem o envelhecimento populacional, o sedentarismo e a disponibilidade de alimentos 

ultraprocessados, caracterizados por terem alta densidade energética, serem gordurosos e 

açucarados, e com elevada capacidade obesogênica e diabetogênica (American Diabetes 

Association, 2015; Zheng et al., 2018). O sobrepeso e a obesidade favorecem o aparecimento 

da DM2 por diversas formas, e, classicamente, o aumento da resistência da ação da insulina, o 

 baixo colesterol HDL, o VLDL alto e os triglicerídeos totais elevados são indicadores 

de risco para eventos de doença cardíaca coronária em pacientes com DM2 (Mooradian et al., 

2009).  

Em termos fisiológicos, a disfunção na sinalização da insulina é resultado de um 

desequilíbrio na fosforilação de seus substratos, sendo que maior fosforilação do substrato do 

receptor de insulina 1 (IRS-1) em tirosina inicia a cascata de sinalização intracelular, ao passo 

que maior fosforilação do IRS-1 em resíduos de serina atenua a via de sinalização (Petersen; 

Shulman, 2018). O aumento da fosforilação em resíduos de serina não tem explicação única, 

podendo ser consequência de inúmeros fatores. Porém, dados apontam que o aumento de 

citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral α (TNF-α, do inglês Tumor 

Necrosis Factor alpha) dentre outros, podem atuar no aumento da fosforilação em serina, 

indicando que mediadores inflamatórios têm um papel na homeostase sistêmica de glicose 

(Hotamisligil et al., 1996; Horng; Hotamisligil, 2011).  

Uma das vias que favorecem o aparecimento da inflamação sistêmica de baixo grau é 

a hipertrofia dos adipócitos, justificando, do ponto de vista mecanicista, como o sobrepeso e a 

obesidade aumentam o risco de desenvolvimento de DM2 (DeFronzo et al., 2015). Após a 

hipertrofia do adipócito, uma série de fatores pró-inflamatórios é liberada, como interleucina-

6, TNF-α, proteína ligante de retinol 4 (RBP-4, do inglês Retinol-Binding Protein 4), dentre 

outros. O prejuízo funcional aparece quando esse perfil pró-inflamatório sinaliza receptores 

que, em última instância, favorecem a fosforilação do IRS-1 em resíduos de serina, atenuando 
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a via de sinalização intracelular da insulina. Outros mecanismos, como estresse oxidativo e 

disfunção mitocondrial, também atuam em conjunto nesse contexto (DeFronzo et al., 2015).  

Clinicamente, os tratamentos de entrada para a DM2 envolvem a mudança no estilo de 

vida e o fármaco metformina. A metformina é um medicamento amplamente prescrito para a 

DM2. Seu mecanismo de ação primário não é totalmente elucidado, mas sabe-se que envolve a 

ativação da proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), uma enzima 

envolvida no balanço energético celular. Essa ativação reduz a glicose no sangue, 

predominantemente por diminuir a produção hepática, aumentando a captação de glicose 

independente da insulina nos tecidos periféricos, o que melhora a sensibilidade à insulina (Rena 

et al., 2017) e promove o metabolismo dos ácidos graxos (Zang et al., 2004). Diferentemente 

da DM1, a DM2 pode ser manejada, em estágios não graves, sem a necessidade da reposição 

de insulina. De acordo com a Federação Internacional de Diabetes, cerca de 1 em cada 10 

adultos vive com a diabetes (10,5%), sendo que desse total cerca de 10% apresentam DM1. 

A DM1 é uma doença crônica autoimune caracterizada por aumento dos níveis de 

glicose sanguínea (hiperglicemia), resultado da deficiência insulínica proveniente da perda de 

massa pancreática (Katsarou et al., 2017). Os fatores de risco para a DM1 são uma combinação 

que envolve predisposição genética associada a fatores ambientais que promovem a destruição 

autoimune específica de células beta pancreáticas produtoras de insulina (Atkinson; Eisenbarth, 

2001).  

Embora o evento desencadeante da DM1 seja desconhecido, por se tratar de uma 

doença imunomediada, o mecanismo é relativamente conhecido. As células betas pancreáticas 

produtoras de insulina interagem com células T CD4+ do sistema imunológico e acredita-se 

que algum fator ambiental, possivelmente um vírus (Katsarou et al., 2017), desencadeie uma 

resposta imunológica contra as células beta pancreáticas. A produção de anticorpos e o 

recrutamento de células do sistema imunológico resultam no ataque às células produtoras de 

insulina. Além disso, embora normalmente nosso organismo possua um sistema de 

histocompatibilidade mediado pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do 

inglês Major Histocompatibility Complex) que forma uma barreira protetora frente às reações 

autoimunes, dados indicam que na DM1 esse complexo está disfuncional, favorecendo a 

destruição de células beta pancreáticas pelo sistema imunológico do indivíduo (Katsarou et al., 

2017).  
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Classicamente, a DM1 é dividida em três grandes estágios. O estágio 1 é caracterizado 

pela presença de anticorpos, perda de células beta pancreáticas, mas ausência de hiperglicemia. 

O estágio 2 compreende a presença de anticorpos, aumento da perda de células beta 

pancreáticas e início da hiperglicemia, que se agravará no estágio 3 (clínico), quando os 

sintomas clássicos da DM1 surgem. O pico de diagnósticos de DM1, indicando presença do 

estágio 3, ocorre por volta dos 10 aos 14 anos de idade (Katsarou et al., 2017). Devido à perda 

das células beta pancreáticas produtoras de insulina, o tratamento envolve majoritariamente a 

reposição de insulina. Graças ao advento da tecnologia, atualmente temos diferentes categorias 

de insulina com diferentes tempos de ação (Pathak et al., 2019). 

Entre as complicações da diabetes, a neuropatia diabética é uma condição clinicamente 

comum tanto na DM1 quanto na DM2. Caracterizada por danos aos nervos periféricos, a 

neuropatia diabética pode ocorrer em até metade dos pacientes com diabetes (Feldman et al., 

2019) e seu mecanismo patogênico, tendo como principal alvo neurônios sensoriais, envolve 

diversas vias. Por exemplo, a hiperglicemia e a dislipidemia, associadas à sinalização 

disfuncional da insulina, favorecem a atividade de diversas vias nocivas para os neurônios 

sensoriais periféricos, como vias inflamatórias, espécies reativas de oxigênio (estresse 

oxidativo), estresse osmótico, danos ao DNA, disfunção mitocondrial e apoptose (Feldman et 

al., 2019). Alguns lipídios, como a lipoproteína de baixa densidade (LDL), são oxidados pelas 

espécies reativas de oxigênio e ativam uma série de cascatas de sinalização intracelular, 

favorecendo a lesão nervosa progressiva (Vincent et al., 2009). Paralelamente, a hiperglicemia 

e a dislipidemia atuam aumentando os produtos de glicação avançada (AGE, do inglês 

Advanced Glycation End-products), que se ligam a um receptor específico (RAGE), 

favorecendo a sinalização inflamatória.  

É importante ressaltar que a presença de dano tecidual não necessariamente significa 

dor. Dos pacientes com neuropatia diabética, aproximadamente 30-50% deles desenvolvem dor 

neuropática (Abbott et al., 2011). A dor pode ser constante e acompanhada de alodinia cutânea, 

ou seja, dor causada por estímulo que normalmente não geraria dor, afetando substancialmente 

a qualidade de vida dos pacientes (Schreiber et al., 2015). Os mecanismos da dor neuropática 

ainda estão em investigação, mas um dos potenciais caminhos envolve o aumento do 

metilglioxal, um potente precursor dos AGEs. Por exemplo, Bierhaus et al. (2012) mostraram 

que pacientes com diabetes e dor neuropática apresentavam maior concentração plasmática de 

metilglioxal que pacientes diabéticos sem dor (Bierhaus et al., 2012). Além disso, os autores 
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mostraram que a administração de metilglioxal em modelos animais de dor neuropática 

induzida por estreptozotocina aumentou a ativação de canais de sódio voltagem-dependentes, 

facilitando potenciais de ação em neurônios nociceptivos, possivelmente sendo essa a via pela 

qual a dor é facilitada (Bierhaus et al., 2012). 

Apesar das complicações bem conhecidas relacionadas ao diabetes, i.e., neuropatia 

diabética, lesões vasculares e renais, arteriosclerose etc., evidências convergentes indicam que 

tanto a DM1 quanto a DM2 provocam alterações ao nível do Sistema Nervoso Central (SNC) 

(Wrighten et al., 2009; Pruzin et al., 2018). Por exemplo, sabe-se que elevações persistentes na 

glicemia, quadro frequentemente observado em pacientes com sobrepeso, obesidade e diabetes, 

são um fator de risco para demência, mesmo entre pessoas sem diabetes (Crane et al., 2013). 

Além disso, observou-se que elevação pontual na glicemia2 foi capaz de reduzir a aprendizagem 

dependente de hipocampo em sujeitos saudáveis não obesos (Attuquayefio et al., 2017).  

 

1.3  PROBLEMAS METABÓLICOS E DISFUNÇÕES COGNITIVAS 

 

As primeiras evidências de que disfunções metabólicas se correlacionam com 

disfunções cognitivas surgiram na década de 90, quando se observou que pacientes com DM2 

apresentavam maiores riscos de desenvolver demência (Ott et al., 1996; Ott et al., 1999). 

Subsequentes estudos epidemiológicos confirmaram essa associação (Crane et al., 2013) e 

demonstraram que alterações metabólicas, como hiperglicemia ou resistência à insulina, 

definida aqui como baixa responsividade celular à insulina, correlacionam-se positivamente 

com o desenvolvimento de demência, a exemplo da doença de Alzheimer (Okereke et al., 

2008).  

Estudos adicionais demonstraram que pacientes com diabetes apresentam mais 

comumente transtornos psiquiátricos (Maia et al., 2012), como ansiedade (Grigsby et al., 2002) 

e depressão. Por exemplo, Anderson et al. (2001) revisaram estudos da literatura e mostraram 

que a probabilidade de pacientes com diabetes desenvolverem depressão é duas vezes maior 

quando comparados aos seus controles. Por outro lado, há evidências que sugerem não haver 

associação entre ambas as patologias e que a presença de diabetes não prediz o aparecimento 

de sintomas de depressão e ansiedade (Engum, 2007). Além disso, Palinkas et al. (2004) 

 
2Quatro dias de um café hipercalórico. Calorias do café da manhã do grupo experimental: 3658 kJ - Calorias do 
café da manhã do grupo controle: 2941 kJ. 
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mostraram que a presença de sintomas de depressão prediz o aparecimento de sintomas 

diabéticos, mas não o contrário.  

Os mecanismos pelos quais as disfunções metabólicas levam ao desenvolvimento de 

problemas cognitivos, comportamentais e aumento da sensibilidade à dor não foram totalmente 

elucidados. Estudos com modelos animais de disfunções metabólicas induzidas por dietas 

hipercalóricas sugerem diversos mecanismos envolvidos. Por exemplo, no contexto da perda 

de memória, Moreira et al. (2014) mostraram que camundongos Swiss alimentados com dieta 

rica em gordura/colesterol por 8 semanas apresentaram aumento das concentrações plasmáticas 

de colesterol, triglicerídeos e prejuízo na memória espacial, além do aumento da atividade da 

enzima acetilcolinesterase, alvo de medicamentos visando ao tratamento paliativo da Doença 

de Alzheimer (DA). Adicionalmente, Braga et al. (2021) mostraram que camundongos C57Bl/6 

fêmeas submetidas a uma dieta hipercalórica (61% rica em gordura saturada) desenvolveram 

disfunções metabólicas, como intolerância à glicose, hiperlipidemia e aumento do peso, bem 

como disfunções comportamentais, como comportamento do tipo depressivo.  

Nessa linha, de Souza et al. (2021) mostraram que camundongos Swiss fêmeas e 

machos alimentados com uma dieta rica em frutose apresentam alterações metabólicas, como 

intolerância à glicose, aumento do peso, aumento do colesterol e triglicerídeos, bem como 

disfunções comportamentais do tipo depressivo e ansioso. Ademais, nosso laboratório mostrou 

que camundongos nocautes para o receptor LDL (LDLr-/-), um modelo experimental de 

hipercolesterolemia familiar, de meia-idade são mais suscetíveis a um déficit de memória de 

curto e longo prazo avaliados no teste de esquiva inibitória do tipo step-down, associado ao 

aumento da atividade da enzina acetilcolinesterase (AChE) no córtex pré-frontal, quando 

comparado à animais controles para genótipo (Moreira et al., 2012).  

Adicionalmente, nosso grupo mostrou que o comprometimento cognitivo em 

camundongos LDLr-/- foi acompanhado por uma exacerbação da apoptose neuronal em regiões 

cerebrais relacionadas à formação de memória, mas não por alterações no processamento ou 

nos níveis de β-amiloide (de Oliveira et al., 2020), um peptídeo relacionado com a 

neurobiologia da DA. Além disso, estudos demonstraram que o encéfalo afetado pela DA, 

principal tipo de doença neurodegenerativa caracterizada por causar perda de memória e 

alteração do humor, apresenta disfunções e alterações na cascata de sinalização da insulina 

semelhantes àquelas vistas nos tecidos periféricos de pacientes com DM2 (Bomfim et al., 2012; 

Talbot et al., 2012), sugerindo que as patologias possam compartilhar mecanismos semelhantes. 



24 

 

 

Nesse contexto, abordagens terapêuticas usando drogas antidiabéticas para melhorar a 

sinalização da insulina poderiam prevenir as disfunções cognitivas e comportamentais 

induzidas por DM1 e DM2. 

Embora exista um grande avanço no entendimento dos mecanismos fisiopatológicos 

que associam a DM a outras patologias, os estudos ainda buscam entender a relação entre os 

dois fenômenos. No contexto da neuropatia diabética, por exemplo, estudos com modelos 

animais procuram entender como a hiperglicemia afeta o organismo tanto a nível periférico 

quanto a nível central. Nesses estudos, a DM1 é comumente induzida via administração de 

estreptozotocina (STZ, do inglês Streptozotocin), uma toxina que destrói células beta 

pancreáticas secretoras de insulina, causando deficiência nesse hormônio, o que resulta em uma 

fisiopatologia semelhante à DM1. No modelo animal de DM1, a hiperglicemia gerada via 

administração de STZ é feita usando um dos dois paradigmas recomendados: uma única dose 

alta (aproximadamente 150 mg/kg) ou múltiplas doses baixas consecutivas (aproximadamente 

50 mg/kg/dia por 5 dias) de STZ (O'Brien, P. et al., 2014). Por exemplo, o estudo de Kellog e 

Pop-Busui (2005) mostrou que o tratamento de camundongos C57Bl/6 com 40 mg/kg de STZ 

por quatro dias foi suficiente para induzir aumento de até 4x na glicemia. Além disso, os autores 

mostraram que os animais desenvolveram neuropatia diabética com esse mesmo protocolo de 

tratamento.  

Diferentemente do modelo de DM1 no qual a destruição química das células 

produtoras de insulina resulta em hiperglicemia semelhante à condição humana, no DM2 

existem diferentes tipos de modelos que podem abranger distintos níveis de resistência à 

insulina de acordo com o comprometimento metabólico. Por exemplo, existe o modelo que 

envolve modificações nos genes que codificam a leptina, um hormônio responsável pela 

regulação energética e saciedade. Mutações nesse gene resultam na impossibilidade de 

produção da leptina, gerando aumento do consumo calórico, que, em última análise, ocasiona 

obesidade grave e disfunções metabólicas severas observadas na DM2 avançada em humanos 

(Drel et al., 2006).  

Estratégias dietéticas, no entanto, são também usadas para induzir modelos animais de 

DM2 naqueles sem alterações genéticas. Nesses casos, os animais são expostos a uma dieta rica 

em açúcar e/ou gordura capaz de induzir disfunções metabólicas semelhantes àquelas 

encontradas em pacientes com DM2, como resistência à ação da insulina e hiperglicemia. 

Interessantemente, os animais nesse padrão dietético apresentam um início gradual de 
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desequilíbrios metabólicos que são característicos da condição humana, como ganho de peso, 

aumento da adiposidade, hiperinsulinemia moderada, intolerância à glicose e neuropatia 

diabética (Obrosova et al., 2007; Guilford et al., 2011).  

A nível de SNC, essas alterações metabólicas induzidas por dieta hipercalórica podem 

gerar uma série de complicações, a saber: aumento do estresse oxidativo (Fuentes et al., 2023), 

inflamação (Elzinga et al., 2022), redução da plasticidade sináptica (González et al., 2023), 

disfunção mitocondrial (Langley et al., 2020), dentre outras. Os tratamentos atuais para 

complicações decorrentes de um estilo de vida desadaptativo têm em sua maioria alvos 

periféricos. Dadas as complicações centrais, é importante entender como a terapêutica age a 

nível de SNC, bem como investigar novas possibilidades interventivas. 

Diante desse cenário, este estudo empregou uma combinação de abordagens 

ambientais e genéticas para induzir disfunções metabólicas em camundongos, procurando 

relacioná-las com o desenvolvimento de prejuízos comportamentais, cognitivos e 

neuroquímicos, buscando também avaliar potenciais intervenções farmacológicas. Aqui, temos 

a hipótese de que as disfunções metabólicas se relacionam com prejuízos comportamentais, 

possuindo correlatos neurobiológicos, o que será exacerbado por vulnerabilidades genéticas. 

Para melhor organização e entendimento do conteúdo, a presente Tese foi dividida em 

três diferentes seções, estruturadas e discutidas de forma independente. Na seção dois, tivemos 

como objetivo caracterizar a presença de prejuízos metabólicos e comportamentais em 

camundongos modelos de diabetes tipo 1 e de disfunções metabólicas induzidas por dieta rica 

em gordura saturada e frutose, bem como avaliar os potenciais efeitos preventivos do fármaco 

metformina. Na seção três, usando os mesmos modelos animais, procuramos avaliar os 

potenciais efeitos preventivos do extrato aquoso da planta Cissus verticillata, popularmente 

usada como insulina vegetal. Por fim, na seção quatro, procuramos avaliar os efeitos de uma 

dieta rica em gordura saturada e frutose em parâmetros metabólicos e comportamentais, 

buscando correlacioná-los com marcadores de plasticidade sináptica, tanto em nível 

neuroquímico quanto morfológico, em camundongos LDLr-/- e camundongos C57Bl/6 do tipo 

selvagem. 
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2 AVALIAÇĀO DOS EFEITOS PROTETORES DO FÁRMACO 

HIPOGLICEMIANTE METFORMINA EM ALTERAÇÕES METABÓLICAS, 

COMPORTAMENTAIS E NEUROQUÍMICAS INDUZIDAS POR UMA DIETA 

RICA EM GORDURA E FRUTOSE, E EM MODELO DE DIABETES TIPO 1 

INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA (STZ) EM CAMUNDONGOS 

 

Considerando dados da literatura mostrando que (i) ambas as formas de DM alteram o 

comportamento e o metabolismo dos camundongos, (ii) que os medicamentos antidiabéticos 

podem prevenir lesões cerebrais induzidas pelo DM e (iii) que a metformina é um medicamento 

amplamente prescrito para DM2, a presente seção teve como objetivo determinar se a 

metformina exerce efeitos benéficos sobre os desfechos metabólicos e comportamentais no 

modelo T1D induzido por STZ e no modelo de disfunção metabólica induzida por HFFD em 

camundongos e sua relação com o metabolismo periférico da glicose. 

 

2.1  INTRODUÇÃO 

 

O Diabetes Mellitus é uma doença metabólica caracterizada por hiperglicemia devido 

à secreção ou ação prejudicada da insulina (American Diabetes Association, 2015). Os 

principais tipos desta doença incluem diabetes mellitus tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2) e diabetes 

mellitus gestacional (Saeedi et al., 2019). De acordo com a Federação Internacional de Diabetes 

(2021), a prevalência mundial estimada de diabetes (DM1 e DM2 combinadas) em pessoas com 

idade entre 20 e 79 anos aumentou de 151 milhões em 2000 para 463 milhões em 2019 e 537 

milhões em 2021. A DM1 resulta da combinação de uma predisposição genética associada a 

fatores ambientais que promovem a destruição autoimune específica das células beta 

pancreáticas produtoras de insulina (Atkinson; Eisenbarth, 2001). Por outro lado, o DM2, que 

é responsável por aproximadamente 90% dos casos (Saeedi et al., 2019), surge de um 

desequilíbrio entre a ação da insulina nos tecidos sensíveis a ela (resistência à insulina), a sua 

secreção (disfunção das células beta no DM2) e a sua depuração (Zheng et al., 2018). 

Apesar das complicações bem reconhecidas relacionadas ao diabetes, evidências 

convergentes indicam que tanto o DM1 quanto o DM2 têm impacto significativo na plasticidade 
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cerebral e na neurotransmissão, levando a comorbidades (Wrighten et al., 2009; Pruzin et al., 

2018). Em particular, as taxas de depressão entre indivíduos com DM1 ou DM2 ao longo da 

vida são duas vezes mais altas do que na população em geral (Ducat et al., 2014). Além disso, 

a neuropatia diabética também é uma complicação comum de DM1 e DM2 (Feldman et al., 

2019).  

A dor pode ser constante e acompanhada de alodinia cutânea, afetando 

substancialmente a qualidade de vida dos pacientes (Schreiber et al., 2015). Adicionalmente às 

evidências clínicas, estudos pré-clínicos demonstraram que roedores alimentados com uma 

dieta ocidental (HFFD), rica em gordura e açúcar, apresentam deficiências metabólicas e 

comportamentais, como, por exemplo, obesidade, dislipidemia, resistência à insulina e 

comportamentos depressivos e ansiosos (Zemdegs et al., 2016; Hassan et al., 2019; De Souza 

et al., 2021). Além disso, evidências pré-clínicas sugerem que o DM1 induzido por STZ está 

associado a deficiências comportamentais em camundongos, por exemplo, comportamentos 

semelhantes à ansiedade e ao tipo depressivo (Yuan et al., 2019). Modelos de camundongos 

com obesidade induzida por dieta e DM1 induzido por STZ em camundongos também estão 

associados ao fenótipo de neuropatia (O'Brien et al., 2018). 

É digno de nota que várias linhas de evidência apontam para o desenvolvimento de 

resistência cerebral à insulina como uma possível ligação entre diabetes e distúrbios 

neuropsiquiátricos (Rasgon; Kenna, 2005). Nesse contexto, abordagens terapêuticas utilizando 

medicamentos antidiabéticos para melhorar a sinalização da insulina poderiam prevenir a 

disfunção cerebral induzida por DM1 e DM2. A metformina, por exemplo, é um medicamento 

amplamente prescrito para DM2. Seu principal mecanismo de ação envolve a ativação da 

proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), uma enzima relacionada ao 

equilíbrio energético celular e de todo o organismo. Essa ativação diminui a glicose no sangue, 

predominantemente regulando de modo negativo a produção do fígado, o que aumenta a 

captação de glicose independente da insulina nos tecidos periféricos, diminuindo os níveis 

circulantes de insulina (Rena et al., 2017) e promovendo o metabolismo dos ácidos graxos 

(Zang et al., 2004).  

A existência de dados que sugerem associação entre DM, transtornos psiquiátricos e 

neurológicos levou ao interesse em entender os efeitos da metformina no SNC. De fato, estudos 

já demonstraram potencial efeito terapêutico do fármaco em pessoas diagnosticadas com 

depressão. Por exemplo, Guo et al. (2014) recrutaram 58 participantes com diagnóstico de 
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depressão e DM2, e dividiram em dois grupos, um tratado com metformina e outro tratado com 

placebo, durante 24 semanas. Como resultado, notou-se que o tratamento crônico com 

metformina melhorou o desempenho cognitivo em pacientes deprimidos com DM2. Além 

disso, os sintomas depressivos foram negativamente correlacionados com o desempenho 

cognitivo nos participantes tratados com metformina, levantando a possibilidade de que a 

administração suplementar de medicamentos antidiabéticos pode melhorar a recuperação da 

depressão em pacientes com essas duas patologias.  

Na mesma direção, dados mostraram que pacientes com DM2 que usaram metformina 

como tratamento apresentaram redução do declínio das funções cognitivas na velhice e 

apresentaram menor risco de desenvolver demência quando comparado aos que não usaram 

metformina (Samaras et al., 2020). Em modelos animais, os efeitos da metformina a nível de 

SNC são estudados visando encontrar os potenciais mecanismos que explicam tais efeitos 

terapêuticos. Por exemplo, Fang et al. (2020) mostraram que camundongos C57Bl/6 tratados 

com metformina apresentaram melhora dos comportamentos depressivos induzidos por estresse 

social e apontaram como potencial mecanismo para esse efeito o aumento da expressão do fator 

neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF, da sigla em inglês Brain-Derived Neurotrophic 

Factor). Além disso, outros estudos avaliaram diversos potenciais alvos terapêuticos da 

metformina no SNC em contextos de disfunções comportamentais, a exemplo da diminuição 

da inflamação (Du et al., 2022), das alterações em nível mitocondrial (Lin et al., 2022) e 

modificações no padrão de aminoácidos circulantes (Zemdegs et al., 2016).  

 

2.2  OBJETIVOS 

 

2.2.1  Objetivo geral 

 

Caracterizar, em camundongos Swiss, a presença de prejuízos metabólicos e 

comportamentais em modelo de diabetes do tipo 1 induzido por STZ e de disfunções 

metabólicas induzida por uma dieta rica em gordura saturada e frutose, avaliando os potenciais 

efeitos preventivos do fármaco hipoglicemiante metformina. 

 

2.2.2  Objetivos específicos 
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Avaliar os parâmetros: 

a) Metabólicos: 

- Acompanhamento da massa corporal dos animais. 

- Medidas da concentração plasmática de colesterol total, glicose e insulina. 

- Mensuração indireta da secreção de insulina por meio do Teste de Tolerância à 

Glicose. 

 

b) Comportamentais: 

- Locomoção espontânea e comportamento do tipo ansioso no Teste do Campo Aberto. 

- Avaliação do comportamento do tipo depressivo no Teste da Suspensão pela Cauda. 

- Avaliação do comportamento do tipo anedônico por meio do Teste de Borrifagem de 

Sacarose. 

- Mensuração do limiar de alodinia mecânica por meio do Teste de Von Frey. 

 

c) Neuroquímicos: 

- Quantificação do imunoconteúdo da enzima GSK-3β fosforilada no hipocampo e no 

córtex pré-frontal.  

 

2.3  ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos com três meses de idade ao início dos 

protocolos, provenientes do biotério central da universidade. Inicialmente os animais foram 

alojados em gaiolas coletivas, mantidos em um ambiente de temperatura controlada entre 22 e 

24 graus, de acordo com as recomendações do Guia Brasileiro de Criação e Utilização de 

Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa Científica do CONCEA (Resolução Normativa 

13, 2013). Todos os animais tiveram livre acesso a água e comida. O ciclo de luminosidade 

claro/escuro foi de 12h, iniciando o ciclo claro às 6h da manhã. Todos os procedimentos 

utilizados no presente estudo foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o uso de 

Animais (CEUA/UFSC), de acordo com a Lei Federal 11.794, de 2008, sob o número 

3143051019. 

Em todos os delineamentos experimentais, de todas as seções da presente tese, onde 

constar a administração de fármacos e/ou drogas por meio da via intraperitoneal (i.p.), um 
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volume de administração de 0,1 mL por 10 gramas de peso corporal dos animais foi respeitado. 

Os animais foram monitorados em suas gaiolas-moradias diariamente e, na presença de sinais 

clínicos indicativos de dor ou estresse — ambulação prejudicada, não permitindo aos animais 

acesso a comida e água; excessiva perda de peso; prolongada dificuldade de se manter na 

posição vertical, dentre outros sinais indicativos de um estado moribundo —, os animais foram 

imediatamente excluídos do estudo sendo realizada a eutanásia destes (humane endpoint), de 

acordo com Stokes (2002). Nestes casos, os animais foram eutanasiados por meio de 

administração de dose excessiva de uma mistura dos anestésicos cetamina (150 mg/kg; i.p.) e 

xilazina (30 mg/kg; i.p.). A análise dos parâmetros de eutanásia humanitária teve como base o 

documento ENV/JM/MONO(2000) da OECD “GUIDANCE DOCUMENT ON THE 

RECOGNITION, ASSESSMENT, AND USE OF CLINICAL SIGNS AS HUMANE ENDPOINTS 

FOR EXPERIMENTAL ANIMALS USED IN SAFETY EVALUATION”.  

 

2.4  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL. 

 

A DM1 foi induzida por injeção intraperitoneal (i.p.) de STZ (50 mg/kg, Sigma-

Aldrich, EUA), dissolvida em tampão citrato 1 M, pH 4,5, por cinco dias consecutivos (Like; 

Rossini, 1976). A glicemia foi monitorada dentro de dois dias após a última injeção de STZ, e 

os animais com glicemia ≥250 mg/dL por dois testes consecutivos foram considerados 

diabéticos. Na sequência, camundongos controle e diabéticos (N 6-7) foram tratados por 21 

dias com veículo ou metformina, na dose de 200 mg/kg/dia, via gavagem oral (o.g.) todos os 

dias. Após dezoito dias de tratamentos, uma bateria de testes comportamentais relacionados ao 

fenótipo do tipo ansiogênico, depressivo e limiar de alodinia mecânica foi conduzida da 

seguinte forma: Teste do Campo Aberto (dia 18), Teste da Suspensão pela Cauda/Teste da 

Borrifagem de Sacarose (dia 19) e Teste de Von Frey (dia 20). O Teste da Borrifagem de 

Sacarose foi realizado com um grupo independente de animais e apenas nos animais modelos 

de DM1, visto que a presença de frutose na água de beber pode enviesar o dado no modelo de 

disfunção metabólica induzida por dieta. Um dia depois do último teste, os animais foram 

privados de comida por seis horas, foi realizada a dosagem da glicose dos animais e, em seguida, 

eles foram anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; 

i.p.) para coleta de material. 
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Figura 1. Desenho experimental 1: modelo de diabetes tipo 1 induzido por estreptozotocina. 
 

Para induzir alterações metabólicas via dieta, dois grupos de camundongos (N 18) 

foram separados de modo aleatório  e alimentados diariamente com diferentes dietas por 15 

dias: dieta padrão (DP) para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital; 137 Quimtia Nutrientes SA, 

Brasil) ou dieta rica em gordura saturada (60%) (PragSoluções) mais água potável filtrada 

contendo 10% de frutose (p/v; LabSynth, Brasil) (HFFD, do inglês High-Fat-Fructose Diet) 

conforme anteriormente padronizado por nosso grupo (Veloso et al., 2021). A água contendo 

frutose foi renovada a cada dois dias. Na sequência, ambos os grupos foram tratados, por 21 

dias, com veículo ou metformina, na dose de 200 mg/kg/dia todos os dias via o.g. Após 17 dias 

de tratamentos, iniciou-se uma bateria de testes comportamentais, composta pelo Teste do 

Campo Aberto (dia 33), Teste de Suspensão da Cauda (dia 34) e o Teste de Von Frey (dia 35). 

Um dia após o último teste, os camundongos foram privados de comida por seis horas, e o Teste 

de Tolerância à Glicose foi realizado (dia 37). Um dia depois, os camundongos foram 

novamente privados de comida por seis horas, anestesiados para coleta de sangue via punção 

cardíaca e posteriormente o córtex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados para determinar 

os níveis de pGSK-3β. 

 
Figura 2. Desenho experimental 2: modelo de disfunções metabólicas induzidas por dieta rica em gordura e 
frutose. 
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2.5  EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS, METABÓLICOS E 

NEUROQUÍMICOS 

 

Para todos os parâmetros comportamentais analisados, ressalta-se que os 

pesquisadores estavam em uma sala separada avaliando o comportamento dos animais por meio 

de uma webcam colocada na sala experimental e completamente cegos aos grupos 

experimentais. Os experimentos foram realizados no horário da manhã, entre 9 e 12h, em uma 

sala com temperatura controlada em 22 graus e com luminosidade em torno de 20-30 lux (luz 

vermelha). 

 

2.5.1  Teste do Campo Aberto 

 

O campo aberto foi usado para avaliar as atividades locomotoras e exploratórias 

induzidas por um novo ambiente. O aparelho, feito de madeira e revestido com fórmica 

impermeável, tinha 50 cm de largura × 50 cm de profundidade × 40 cm de altura. Cada 

camundongo foi colocado no centro do campo aberto e permitiu explorar o aparelho por 5 

minutos livremente. Foram avaliados os seguintes parâmetros comportamentais: % de 

cruzamentos no centro, tempo no centro e número total de cruzamentos. 

 

2.5.2  Teste de Suspensão pela Cauda 

 

Desenvolvido por Steru et al. (1985), este teste parte da premissa de que um animal 

submetido a uma situação estressante e inevitável apresenta dois tipos de comportamentos: a 

agitação característica da tentativa de fuga da situação estressante e a imobilidade. Os 

camundongos, isolados tanto acusticamente quanto visualmente, foram suspensos 30 cm acima 

do chão por fita adesiva colocada a aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. O tempo para a 

primeira imobilidade e o tempo total de imobilidade foi registrado manualmente durante um 

período de 6 minutos por um observador experiente. 

 

2.5.3  Teste da Borrifagem de Sacarose 
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Este teste seguiu o protocolo descrito por Isingrini et al. (2010) com pequenas 

modificações. Especificamente, ele consistiu em esguichar uma solução de sacarina a 10% no 

dorso de um camundongo colocado individualmente em sua gaiola. Por causa de sua 

viscosidade, a solução de sacarina suja a pele do camundongo e os animais iniciam o 

comportamento de autolimpeza. Após a aplicação da solução de sacarina, o tempo de 

autolimpeza e a latência foram registrados por um período de 5 min como um índice de 

autocuidado e comportamento motivacional, considerado paralelo a alguns sintomas de 

depressão, como o comportamento apático.  

 

2.5.4  Análise da alodinia mecânica pelo Teste de Von Frey 

 

A alodinia mecânica foi avaliada de acordo com o método descrito por Chaplan et al. 

(1994). Os camundongos foram aclimatados por uma hora em caixas de acrílico em uma 

plataforma elevada com o chão composto de tela de arame para permitir o acesso à superfície 

ventral das patas traseiras. Filamentos de Von Frey (0,02; 0,07; 0,16; 0,4; 1,4; 4,0; 8,0 gramas) 

foram aplicados verticalmente sobre a superfície plantar da pata traseira direita até observar sua 

curvatura sutil. O primeiro filamento usado foi de 0,4 g e o próximo filamento foi aumentado 

ou diminuído de acordo com a resposta de retirada da pata. A frequência de resposta é 

considerada após 6 aplicações dos filamentos de Von Frey, e o limiar mediano de retirada da 

pata foi determinado usando uma adaptação do método de Dixon. 

 

2.5.5  Análise dos parâmetros de glicose e colesterol 

 

A tolerância à glicose foi avaliada após seis horas de jejum calórico (das 06:00 às 

12:00) e uma injeção i.p. de 2 g/kg de glicose (Sigma Aldrich). A glicose no sangue foi retirada 

através de um pequeno corte na ponta da cauda após 0, 15, 30, 60 e 120 minutos usando um 

glicosímetro (Accu-check, Roche Diagnostic). A área sob a curva para glicose no sangue 

(AUC) foi calculada após a normalização pelos valores de linha de base (tempo 0). O colesterol 

total foi medido no plasma por meio do kit enzimático de acordo com as instruções do fabricante 

(Gold Analisa Diagnóstica Ltda, Brasil). Os resultados foram expressos em mg/dL. Os níveis 

de insulina no plasma em jejum foram quantificados pelo sistema AlphaLisa® (PerkinElmer, 

Waltham, MA, EUA, cat. No. AL204) de acordo com as instruções do fabricante. 
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2.5.6  Imunodetecção de proteínas usando a técnica ELISA 

 

Os cérebros foram removidos e o hipocampo e o córtex pré-frontal foram 

imediatamente dissecados e homogeneizados com tampão PBS contendo 0,05% de Tween 20, 

0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM de cloreto de benzetônio, 10 mM de EDTA 

e 20 IU de aprotinina A. Os homogenatos foram centrifugados a 3000 × g por 10 min e os 

sobrenadantes foram armazenados em um freezer com temperatura em -80 °C até os ensaios 

para a determinação dos níveis de pGSK-3β serem realizados. Os níveis de pGSK-3β foram 

avaliados usando kits de ensaio imunoenzimático (ELISA) de acordo com as recomendações 

do fabricante (R&D Systems, EUA), e os resultados são expressos em picogramas por 

miligrama de proteína em cada amostra. O conteúdo de proteína foi avaliado pelo método de 

Bradford. 

 

2.5.7  Escores Z 

 

A normalização Z é uma metodologia que padroniza as observações obtidas em 

diferentes momentos e em diferentes coortes, permitindo assim a sua comparação e/ou 

compilação. Ferramentas matemáticas foram usadas para normalizar os dados brutos 

metabólicos e comportamentais para a média dos grupos controle dentro de cada coorte 

experimental. Os dados foram então integrados em um único valor denominado escores z 

metabólicos e neurocomportamentais, respectivamente. Seus valores foram obtidos subtraindo 

a média das observações em uma população do valor individual de cada animal e dividindo essa 

diferença pelo desvio padrão da população, conforme descrito anteriormente (Zemdegs et al., 

2016). Esse tipo de normalização permite que dados em diferentes escalas sejam comparados.  

 
O escore z metabólico para o modelo DM1 induzido por STZ e o modelo de disfunção 

metabólica induzida por HFFD incluiu glicemia, variação de massa corporal e níveis de 



35 

 

 

colesterol e insulina no plasma. O escore z neurocomportamental para o modelo DM1 induzido 

por STZ e o modelo de disfunção metabólica induzida por HFFD incluiu os parâmetros medidos 

em campo aberto (porcentagem de cruzamentos de centro e tempo de centro em segundos), 

Teste de Suspensão de Cauda (latência para imobilidade e tempo de imobilidade) e Teste de 

Von Frey (limiar mecânico de 50%). Vale ressaltar que, para evitar qualquer efeito ponderado 

dos testes com mais de um parâmetro medido, calculamos a média desses parâmetros 

comportamentais normalizados nos testes para obter um único valor por animal e teste 

comportamental. 

 

2.6  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados são expressos como média + erro padrão da média (EPM). As análises 

estatísticas foram realizadas por meio de Análise de Variância (ANOVA) de duas vias (fatores: 

modelo, tratamento), com medidas repetidas quando apropriado. Após efeitos de interação 

significativos, testes post-hoc foram realizados (Teste de Newman-Keuls). A relação linear 

entre os escores z metabólicos e neurocomportamentais foi analisada pelo r de Pearson após um 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk. O nível de significância aceito para todos os testes foi 

p≤0,05. Todos os testes foram realizados com o pacote de software STATISTICA® (StatSoft 

Inc, Tulsa, OK, EUA). 

 

2.7  RESULTADOS 

 

Modelo de DM1 induzido por STZ 

Na primeira parte do estudo, o DM1 foi induzido por múltiplas injeções de STZ em 

camundongos. Após isso, foram avaliados os efeitos da administração crônica de metformina 

em desfechos metabólicos e comportamentais. A ANOVA de duas vias indicou que 

camundongos tratados com STZ exibiram perda de peso corporal [efeito principal significativo 

de STZ, F (1,21) = 24,97, p≤0,0001; Fig. 3A]. Como esperado, os camundongos tratados com 

STZ apresentaram níveis mais elevados de glicose no sangue [efeito principal significativo de 

STZ, F (1,21) = 236,47, p≤0,00001; Fig. 3C] e níveis mais baixos de insulina no plasma [efeito 

principal significativo de STZ, F (1,21) = 6,11, p≤0,05; Fig. 3D], enquanto a metformina não 
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afetou ambos os parâmetros. Além disso, a ANOVA de duas vias não indicou efeitos 

significativos nos níveis de colesterol no plasma (Fig. 3B). 

 
Figura 3. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações metabólicas induzidas por STZ em camundongos 
Swiss machos. (A) Variação da massa corporal (g), (B) Níveis de colesterol plasmático total, (C) Níveis basais de 
glicose em jejum e (D) Níveis de insulina no plasma em jejum. Os dados são expressos como média + EPM (n = 
6-7 animais por grupo). & denota o efeito principal de STZ por ANOVA de duas vias (p≤0,05). 

 

Em relação aos resultados comportamentais, a ANOVA de duas vias indicou que 

camundongos tratados com STZ apresentaram uma diminuição na porcentagem de cruzamentos 

centrais no Teste do Campo Aberto [efeito significativo para o tratamento com STZ, F (1,21) = 

13,86, p≤0,005; Fig. 4A], embora a ANOVA não tenha indicado efeitos significativos no tempo 

no centro (Fig. 4B) e nos cruzamentos totais (Fig. 4C). Além disso, a ANOVA de duas vias não 

indicou efeitos significativos na latência para imobilidade (Fig. 4E) e no tempo de imobilidade 

total no Teste de Suspensão pela Cauda (Fig. 4F). Finalmente, a ANOVA de duas vias indicou 

um efeito principal para a interação entre STZ e metformina [F (1,21) = 11,20, p≤0,005] na 

alodinia mecânica, caracterizado pela redução do limiar de retirada da pata. As comparações 

post-hoc subsequentes revelaram aumento da alodinia mecânica de camundongos tratados com 
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STZ em comparação com o grupo controle tratado com veículo (p≤0,05), sendo que o 

tratamento com metformina reverteu esse fenômeno (p≤0,05; Fig. 4D).  

Em uma coorte experimental separada, o Teste da Borrifagem de Sacarose foi usado 

para avaliar o comportamento de autocuidado em camundongos. A ANOVA de duas vias não 

indicou efeitos significativos na latência para o comportamento de autolimpeza (Fig. 4G). Por 

outro lado, a ANOVA de duas vias indicou um efeito principal para a interação entre o 

tratamento com STZ o tratamento com metformina [F (1,20) = 13,26, p≤0,005] no tempo de 

autolimpeza. As comparações post-hoc subsequentes revelaram menor tempo de autolimpeza, 

indicativo de comportamento do tipo depressivo, em camundongos veículo tratados com STZ 

quando comparados com seu grupo controle (p≤0,05) e em comparação com camundongos 

tradados com STZ e tratados com metformina (p≤0,05; Fig. 4H), indicando que o tratamento 

com metformina reverteu o fenótipo do tipo depressivo induzido pelo tratamento com STZ. 

 

 
Figura 4. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações neurocomportamentais induzidas por STZ. Teste 
do Campo Aberto (A-C), no Teste de Von Frey (D), no Teste de Suspensão pela Cauda (E-F) e no Teste da 
Borrifada de Sacarose (G-H) em camundongos Swiss machos. (A) Cruzamentos do centro (%), (B) Tempo do 
centro (%), (C) Cruzamentos totais, (D) Limiar mecânico de 50% (g), (E) Latência para imobilidade (s), (F) Tempo 
de imobilidade (s), (G) Latência para autolimpeza (s) e (H) Tempo de autolimpeza (s). Os dados são expressos 
como média + EPM (n = 6-7 animais por grupo). & denota o efeito principal de STZ por ANOVA de duas vias 
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(p≤0,05), X indica interação STZ-metformina significativa por ANOVA de duas vias (p≤0,05); “*” P≤0,05 vs. 
grupo veículo controle, “#” p≤0,05 vs. grupo STZ veículo (Teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Modelo de obesidade induzida por dieta rida em gorduras saturadas e rica em frutose 

(HFFD) 

Em um novo conjunto de experimentos, disfunções metabólicas foram induzidas pela 

alimentação com dieta rica em gorduras saturadas e em frutose (HFFD) por quinze dias. Em 

seguida, procuramos determinar os efeitos da administração crônica de metformina em 

desfechos metabólicos, comportamentais e neuroquímicos em camundongos alimentados em 

suas respectivas dietas por mais 21 dias. A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo 

para a interação entre dieta e metformina [F (1,32) = 6,55, p≤0,05] no ganho de peso corporal. 

As comparações post-hoc subsequentes revelaram maior ganho de peso corporal de 

camundongos alimentados com HFFD quando comparados aos animais alimentados com dieta 

padrão. Além disso, houve maior ganho de peso corporal em camundongos alimentados com 

HFFD e tratados com veículo em comparação com camundongos alimentados com HFFD e 

tratados com metformina (p≤0,05; Fig. 5A). Camundongos alimentados com HFFD e tratados 

com metformina apresentaram maior ganho de peso corporal quando comparados aos animais 

tratados com metformina e alimentados com dieta padrão (p≤0,05; Fig. 5A).  

A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para a interação entre dieta e 

metformina [F (1,32) = 4,49, p≤0,05] nos níveis de colesterol plasmático. As comparações post-

hoc subsequentes revelaram níveis mais elevados de colesterol no plasma de camundongos 

alimentados com HFFD tratados com veículo comparado aos animais tratados com veículo e 

alimentados com dieta padrão (p≤0,05; Fig. 5B). Camundongos alimentados com HFFD 

tratados com metformina também apresentaram níveis mais elevados de colesterol no plasma 

quando comparado aos animais tratados com metformina e alimentados com dieta padrão 

(p≤0,05; Fig. 5B). 

A alimentação com HFFD resultou em níveis mais elevados de glicose no sangue 

[efeito principal significativo da dieta, F (1,32) = 4,98, p≤0,05; Fig. 5C] e níveis mais elevados 

de insulina no plasma [efeito principal significativo da dieta, F (1,32) = 8,14, p≤0,01; Fig. 5D] 

em camundongos. No Teste de Tolerância à Glicose, por outro lado, a ANOVA de duas vias 

indicou um efeito principal para dieta [F (1,32) = 9,42, p≤0,005], para a interação entre dieta e 

metformina [F (1,32) = 7,56, p≤0,01], para repetição [F (4,128) = 133,33, p≤0,00005], bem 

como para interação de tratamento e dieta [F (4,128) = 6,04, p≤0.0005], e para interação entre 
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repetição, dieta e tratamento [F (4,128) = 3,69, p≤0,01]. As comparações post-hoc subsequentes 

revelaram níveis mais elevados de glicose no sangue nos camundongos alimentados com HFFD 

e tratados com veículo quando comparados aos animais alimentados com dieta padrão e tratados 

com veículo (p≤0,05).  

Ainda, aqueles animais alimentados com HFFD e tratados com veículo apresentaram 

níveis mais elevados de glicose no sangue quando comparados aos animais alimentados com 

HFFD, mas tratados com metformina, nos tempos 30 e 60 minutos após a administração de 

glicose (p≤0,05; Fig. 5E). A ANOVA de duas vias também indicou um efeito principal para a 

interação entre dieta e metformina [F (1,32) = 5,80, p≤0,05] nos valores de AUC dos níveis de 

glicose no sangue em camundongos. As comparações post-hoc subsequentes revelaram valores 

de AUC mais elevados em camundongos alimentados com HFFD e tratados com veículo 

quando comparados aos animais alimentados com dieta padrão e tratados com veículo (p≤0,05). 

Os animais alimentados com HFFD e tratados com metformina apresentaram diminuição da 

AUC quando comparados aos animais HFFD tratados com veículo (p≤0,05; Fig. 5F). 

 

 
Figura 5. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações metabólicas induzidas por HFFD em 
camundongos Swiss machos. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações metabólicas induzidas por 
HFFD em camundongos Swiss machos. (A) Variação da massa corporal (g), (B) Níveis de colesterol no plasma, 
(C) Níveis basais de glicose em jejum, (D) Níveis de insulina no plasma em jejum, (E) Teste de Tolerância à 
Glicose e (F) Área sob a curva de glicose no teste de tolerância. Os dados são expressos como média + EPM (n = 
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9 animais por grupo). & denota o efeito principal de HFFD por ANOVA de dois fatores (p≤0,05), X indica 
interação significativa de HFFD e metformina por ANOVA de duas vias (ou repetição significativa por HFFD por 
interação da metformina) (p≤0,05); “*” P≤0,05 vs. veículo grupo controle, “#” p≤0,05 vs. HFFD veículo, “£” 
p≤0,05 vs. metformina grupo controle (Teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Além disso, a ANOVA de duas vias não indicou efeitos significativos na porcentagem 

de cruzamentos de centro (Fig. 6A), no tempo no centro (Fig. 6B) e nos cruzamentos totais (Fig. 

6C) no Teste do Campo Aberto. Por outro lado, a ANOVA de duas vias indicou um efeito 

principal para a interação entre dieta e tratamento [F (1,32) = 4,98, p≤0,05] na latência para 

imobilidade no Teste de Suspensão pela Cauda. As comparações post-hoc subsequentes 

revelaram menor latência para imobilidade de camundongos alimentados com HFFD tratados 

com veículo quando comparados aos animais alimentados com dieta padrão e tratados com 

veículo (p≤0,05). 

Além disso, a ANOVA de duas vias também indicou um efeito principal para a interação 

entre dieta e metformina [F (1,32) = 3,81, p≤0,05] no tempo total de imobilidade. As 

comparações post-hoc subsequentes revelaram maior tempo de imobilidade, indicativo de 

comportamento passivo de enfrentamento ao estresse, em camundongos alimentados com 

HFFD tratados com veículo em comparação com os animais tratados com dieta padrão e 

tratados com veículo (p≤0,05). Além disso, as análises mostraram que os animais alimentados 

com HFFD, mas tratados com metformina, apresentaram reversão no tempo de imobilidade 

quando comparados aos animais alimentados com HFFD e tratados com veículo (p ≤ 0,05; Fig. 

6E).  

Finalmente, a ANOVA de duas vias também indicou um efeito principal para a interação 

entre dieta e tratamento [F (1,32) = 4,37, p≤0,005] na alodinia mecânica. As comparações post-

hoc subsequentes revelaram alodinia mecânica aumentada de camundongos alimentados com 

HFFD e tratados com veículo em comparação aos animais alimentados com dieta padrão e 

tratados com veículo (p≤0,05). Além disso, os animais tratados com metformina e alimentados 

com HFFD apresentaram uma tendência na reversão do aumento da alodinia mecânica quando 

comparado aos animais alimentados com HFFD e tratados com veículo (p = 0,057; Fig. 6F). 
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Figura 6. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações neurocomportamentais induzidas por HFFD. Teste 
do Campo Aberto (A-C), no Teste de Suspensão pela Cauda (D-E) e no Teste de Von Frey (F). (A) Cruzamentos 
do centro (%), (B) Tempo do centro (s), (C) Cruzamentos totais, (D) Latência para imobilidade (s), (E) Tempo de 
imobilidade (s) e (F) 50% Limiar mecânico (g). Os dados são expressos como média + EPM (n = 9 animais por 
grupo). X indica interação HFFD-por-metformina significativa na ANOVA de duas vias (p≤0,05); “*” p≤0,05 vs. 
grupo controle tratado com veículo, “#” p≤0,05 vs. grupo HFFD tratado com veículo (Teste post-hoc de Newman-
Keuls). 

 

Em seguida, determinamos se os efeitos comportamentais resultantes da alimentação 

com HFFD foram acompanhados por modificações no status de fosforilação do GSK-3β no 

córtex pré-frontal e no hipocampo. A ANOVA de duas vias indicou um efeito principal para a 

interação entre dieta e metformina [F (1,32) = 4,66, p≤0,005] nos níveis de pGSK-3β no córtex 

pré-frontal. As comparações post-hoc subsequentes revelaram uma tendência de níveis mais 

baixos de pGSK-3β em camundongos alimentados com HFFD tratados com veículo quando 

comparados aos animais alimentados com dieta padrão e tratados com veículo (p = 0,07). Além 
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disso, revelou uma tendência de níveis mais baixos de pGSK-3β em camundongos do grupo 

alimentado com dieta padrão e tratado com metformina em comparação ao grupo alimentado 

com dieta padrão e tratado com veículo (p = 0,06; Fig. 7A).  

A ANOVA de duas vias também indicou um efeito principal para a interação da dieta 

com a metformina [F (1,32) = 11,36, p≤0,005] nos níveis de pGSK-3β no hipocampo. As 

comparações post-hoc subsequentes revelaram níveis mais baixos de pGSK-3β em 

camundongos alimentados com HFFD tratados com veículo comparados aos animais 

alimentados com dieta padrão e tratados com metformina (p≤0,0005). Além disso, revelou 

níveis mais baixos de pGSK-3β em camundongos do grupo controle tratado com metformina 

quando comparado ao grupo controle tratado com veículo (p≤0,0005; Fig. 7B). 

 

 
Figura 7. Efeitos do tratamento com metformina nas alterações dos níveis de pGSK-3β no cérebro induzidas por 
HFFD em camundongos Swiss machos. (A) Níveis de pGSK-3β (% do controle) no córtex pré-frontal e (B) Níveis 
de pGSK-3β (% do controle) no hipocampo. Os dados são expressos como média + EPM (n = 9 animais por 
grupo). X indica interação significativa de HFFD e metformina na ANOVA de duas vias (p≤0,05); “*” p≤0,05 vs. 
grupo controle tratado com veículo (Teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Escores Z metabólicos e neurocomportamentais 

Os escores Z metabólicos e neurocomportamentais que normalizam cada dado bruto 

para a média do grupo controle e integram todos os parâmetros em um único valor também 
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foram estabelecidos para ambos os protocolos experimentais. A ANOVA de duas vias indicou 

que o tratamento com STZ resultou em um aumento geral no escore Z metabólico [efeito 

principal significativo de STZ, F (1,21) = 294,06, p≤0,00001; Fig. 8A]. Além disso, a ANOVA 

de duas vias indicou que o tratamento com STZ também resultou em um aumento geral no 

escore Z neurocomportamental [efeito principal significativo de STZ, F (1,21) = 5,40, p≤0,05; 

Fig. 8B]. A interação entre o tratamento com STZ e metformina não foi significativa [F (1,21) 

= 2,98, p = 0,09]. As comparações post-hoc subsequentes foram realizadas e revelaram um 

escore Z neurocomportamental mais alto de camundongos tratados com STZ e com veículo em 

comparação com animais tratados com salina e veículo (p≤0,05) e com camundongos tratados 

com STZ e metformina (p≤0,05; Fig. 8B). 

Além disso, a ANOVA de duas vias indicou um efeito para a interação entre dieta e 

tratamento com metformina [F (1,32) = 9,06, p≤0,01] no escore Z metabólico. As comparações 

post-hoc subsequentes revelaram uma pontuação Z metabólica mais alta de camundongos 

alimentados com HFFD e tratados com veículo em comparação com os animais alimentados 

com dieta padrão e tratados com veículo (p≤0,05), e com camundongos alimentados com HFFD 

e tratados com metformina (p≤0,05; Fig. 8C). Camundongos alimentados com HFFD e tratados 

com metformina apresentaram um escore Z metabólico mais alto do que seu respectivo grupo 

controle (p≤0,05; Fig. 8C).  

A ANOVA de duas vias também indicou um efeito principal para a interação entre 

dieta e metformina [F (1,32) = 8,58, p≤0,01] no escore Z neurocomportamental. As 

comparações post-hoc subsequentes revelaram um escore Z neurocomportamental mais alto de 

camundongos alimentados com HFFD e tratados com veículo em comparação com os animais 

alimentados com dieta padrão e tratados com veículo (p≤0,01), e com camundongos 

alimentados com HFFD e tratados com metformina (p≤0,005; Fig. 8D). Além disso, uma 

correlação positiva significativa entre os escores Z metabólicos e neurocomportamentais foi 

revelada após o modelo DM1 induzido por STZ (Pearson r = 0,5155, p≤0,01; Fig. 8C) e o 

modelo de obesidade induzida por HFFD (Pearson r = 0,4649, p≤0,005; Fig. 8F). 
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Figura 8. Escores z metabólicos e neurocomportamentais de camundongos injetados com STZ e camundongos 
alimentados com HFFD. Correlação entre escores z metabólicos e emocionais em camundongos injetados com 
STZ (C) e camundongos alimentados com HFFD (F). Os dados são expressos como média + EPM (n = 6-9 animais 
por grupo). & denota o efeito principal de HFFD por ANOVA de dois fatores (p≤0,05). & denota o efeito principal 
de STZ por ANOVA de duas vias (p≤0,05), X indica interação significativa de HFFD por metformina por ANOVA 
de duas vias (ou repetição significativa por HFFD por interação de metformina) (p≤0,05); “*” p≤0,05 vs. grupo 
controle relacionado ao veículo, “#” p≤0,05 vs. grupo HFFD relacionado ao veículo, “£” p≤0,05 vs. grupo controle 
relacionado à metformina (Teste post-hoc de Newman-Keuls). (C, F) Os pontos pretos correspondem aos 
camundongos veículo/controle e os pontos cinzas, aos camundongos STZ/controle ou HFFD/controle. 

 

2.8  DISCUSSÃO 

 

A presente seção teve como objetivo determinar os efeitos da metformina em 

desfechos metabólicos e neurocomportamentais em modelo experimental de DM1, induzida 

por STZ, e em modelo experimental de disfunções metabólicas induzidas por dieta 

hipercalórica, ambos em camundongos Swiss machos. Os dados mostram que o tratamento com 

STZ induziu hipoinsulinemia e hiperglicemia em jejum, perda de massa corporal, alodinia 

mecânica, comportamento do tipo ansioso e diminuição do comportamento de autocuidado. 

Nos animais alimentados com HFFD, observou-se aumento da massa corporal, 

hipercolesterolemia, hiperinsulinemia e hiperglicemia em jejum, intolerância à glicose, alodinia 
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mecânica e comportamento passivo de enfrentamento ao estresse (tipo-depressivo). No modelo 

STZ, a metformina reverteu os déficits neurocomportamentais sem efeitos benéficos nos 

parâmetros metabólicos. Por outro lado, atenuou o ganho de massa corporal, a 

hipercolesterolemia, a intolerância à glicose e os déficits comportamentais nos animais 

alimentados com HFFD. 

Evidencias clínicas indicam que pacientes com DM1 e DM2 apresentam comorbidades 

psiquiátricas, como transtornos de humor (Anderson et al., 2001; Khaledi et al., 2019). Um 

estudo de meta-análise conduzido por Lustman et al. (2000) mostrou que a depressão está 

associada à hiperglicemia em pacientes com DM1 ou DM2. Além disso, Phillips e Perry (2015) 

mostraram que indivíduos com obesidade e distúrbios metabólicos apresentam risco aumentado 

para o desenvolvimento de ansiedade e sintomas depressivos quando comparados aos 

indivíduos obesos sem disfunções metabólicas. Na mesma linha dos estudos clínicos, a DM1 

induzida por STZ e disfunções metabólicas induzidas por HFFD são capazes de induzir 

alterações comportamentais em modelos animais, como comportamento do tipo ansioso e 

depressivo (Huang et al., 2016; Vagena et al., 2019). No entanto, no presente estudo, a 

metformina reverteu o comportamento passivo de enfrentamento ao estresse, mesmo que não 

tenha modificado a hiperinsulinemia e hiperglicemia em jejum induzida por HFFD. Além disso, 

o tratamento com metformina reverteu o comportamento do tipo anedônico induzido por STZ, 

sem alterar os parâmetros metabólicos nos animais modelos de DM1.  

Considerando que a inflamação sistêmica é uma característica-chave na fisiopatologia 

da depressão, Mudgal et al. (2019) mostraram que a metformina reduziu a neuroinflamação 

induzida por lipopolissacarídeo administrado intraperitonealmente em camundongos. Nesse 

sentido, poderia se especular que a HFFD induziu um quadro de neuroinflamação nesses 

animais (Cavaliere et al., 2019). Na mesma linha, Zemdegs et al. (2016) mostraram que 

camundongos machos C57Bl/6 alimentados com dieta hipercalórica (45% de gordura) por 16 

semanas apresentaram uma redução significativa no tempo de autolimpeza no Teste da 

Borrifagem de Sacarose e que esse fenótipo foi revertido pela metformina.  

Embora a propriedade anti-inflamatória da metformina também possa explicar esses 

efeitos benéficos, hipóteses alternativas têm sido propostas. Nesse estudo em particular, foi 

demonstrado que camundongos alimentados com dieta rica em gordura exibiram resistência à 

insulina e elevados níveis circulantes de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAAs). Como os 

BCAAs regulam o influxo de triptofano no encéfalo, o trabalho mostrou que camundongos 
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alimentados com a dieta rica em gordura exibiram prejuízo na atividade elétrica dos neurônios 

serotoninérgicos da rafe dorsal, bem como diminuição nas concentrações de serotonina 

extracelular do hipocampo. Notavelmente, o tratamento crônico com metformina reduziu os 

níveis circulantes de BCAAs e estimulou a liberação de serotonina no hipocampo ventral, 

promovendo, assim, efeitos do tipo antidepressivo em camundongos alimentados com a dieta 

rica em gordura (Zemdegs et al., 2016). Esses efeitos benéficos ecoam descobertas recentes que 

mostram que a administração aguda de metformina (50, 100 e 200 mg/kg; i.p.) induziu efeitos 

do tipo antidepressivo em camundongos (Ai et al., 2020). Os autores relataram que os efeitos 

da metformina foram de ação rápida e duraram pelo menos cinco dias após uma única injeção. 

Mecanicamente, eles relataram que o efeito do tipo antidepressivo foi dependente da atividade 

da AMPK (Ai et al., 2020). 

Em relação ao modelo DM1, nossos resultados indicaram que o tratamento com STZ 

não influenciou o tempo de imobilidade total no Teste de Suspensão pela Cauda. Vale ressaltar 

que estudos anteriores mostraram que camundongos tratados com STZ apresentaram um 

fenótipo semelhante à depressão no referido teste (Ho et al., 2012; Huang et al., 2016). Assim, 

considerando que nosso resultado não deve descartar a possibilidade de que o tratamento com 

STZ possa resultar em sintomas depressivos em camundongos, reforçamos nossa abordagem 

avaliando, em uma coorte separada, um comportamento distinto, mas complementar, ou seja, o 

comportamento de autocuidado no Teste da Borrifagem de Sacarose.  

Nossos resultados indicaram que os animais tratados com STZ apresentaram redução 

no comportamento de autolimpeza e que o tratamento com metformina reverteu esse fenótipo. 

Em semelhante direção, Ho et al. (2012) mostraram que o fenótipo do tipo depressivo induzido 

por STZ foi normalizado pela administração subcutânea de insulina crônica, que também 

reverteu a hiperglicemia induzida por STZ e perda de peso corporal. Por outro lado, Huang et 

al. (2016) mostraram que a rosiglitazona, uma droga anti-hiperglicêmica e sensibilizadora à 

insulina, falhou em reverter a hiperglicemia induzida por STZ e o fenótipo do tipo depressivo.  

Considerando que aqui a metformina também falhou em reverter a hiperglicemia 

induzida por STZ, pode-se supor que seus efeitos semelhantes aos antidepressivos fossem 

independentes da ação sobre a glicose periférica. No entanto, embora nossos achados reforcem 

o potencial terapêutico da metformina para depressão associada ao DM1 e DM2, mais estudos 

são necessários para caracterizar os mecanismos subjacentes. Notavelmente, também há 

evidências clínicas que apoiam um papel adjuvante da metformina no tratamento do transtorno 
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depressivo maior em pacientes adultos sem outras comorbidades, como diabetes (Abdallah et 

al., 2020).  

Em relação à ansiedade, analisada no Teste do Campo Aberto, que usa a aversão 

natural dos animais por espaços abertos desconhecidos, não observamos nenhuma diferença 

significativa entre os grupos nos parâmetros analisados em camundongos alimentados com 

HFFD. Por outro lado, observamos que o tratamento com STZ induziu uma diminuição na 

porcentagem de cruzamentos centrais, indicativo de comportamento do tipo ansiogênico, 

embora a metformina não tenha revertido tal comprometimento. Estudos publicados em ambos 

os modelos apresentam resultados mistos.  

Gupta et al. (2014) mostraram que camundongos com DM1 induzida por STZ 

apresentaram fenótipos semelhantes à ansiedade no Teste de Labirinto em Cruz Elevado. 

Zemdegs et al. (2016) mostraram que camundongos C57Bl/6 alimentados com dieta rica em 

gordura apresentaram um comportamento semelhante à ansiedade no Teste do Campo Aberto. 

Por outro lado, Ho et al. (2012) mostraram que camundongos com DM1 induzida por STZ não 

apresentaram fenótipos semelhantes à ansiedade no Teste do Labirinto em Cruz Elevado. No 

Teste do Campo Aberto, O'Flaherty et al. (2019) também mostraram que ratos alimentados com 

alto teor de frutose não tiveram aumento de comportamento semelhante ao de ansiedade.  

Embora essas diferenças sejam difíceis de conciliar com nossas descobertas e com elas 

mesmas, elas podem estar ligadas a diferenças nas espécies e linhagens animais ou a 

procedimentos experimentais diferentes (por exemplo, duração da exposição à dieta). No 

entanto, vale ressaltar que Zemdegs et al. (2016) mostraram que as respostas do tipo 

ansiogênico induzidas pela dieta rica em gordura em camundongos foram parcialmente 

revertidas pela metformina. 

Também observamos que tanto o modelo animal de DM1 quanto o de DM2 exibiram 

alodinia mecânica, enquanto a administração de metformina produziu efeitos analgésicos em 

ambas as condições. É importante ressaltar que uma proporção considerável de pacientes 

diabéticos sofre de alodinia e hiperalgesia graves (Didangelos et al., 2014). Em concordância 

com nossas observações, Dias et al. (2019) mostraram que camundongos tratados com STZ 

apresentavam alodinia mecânica e à temperatura em 6 semanas após a indução do diabetes. Da 

mesma forma, Cooper et al. (2017) demonstraram que camundongos C57Bl/6 alimentados com 

dieta rica em gordura também desenvolveram alodinia mecânica, e os autores associaram essa 
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hipersensibilidade à expressão elevada de RNAm do receptor de potencial transitório anquirina 

1 (TRPA1) no gânglio da raiz dorsal.  

Vale ressaltar que Wang et al. (2018) lançaram luz sobre uma ligação funcional entre 

AMPK e TRPA1 nos neurônios ganglionares da raiz dorsal, em que a ativação da AMPK resulta 

na regulação negativa do TRPA1 associado à membrana e sua atividade de canal. Além disso, 

Chowdhury et al. (2013) mostraram que a hiperglicemia altera o perfil energético dos neurônios 

ganglionares da raiz dorsal, levando à regulação negativa da expressão, fosforilação e atividade 

da AMPK. Notavelmente, o tratamento com metformina, um ativador de AMPK, inibiu a 

ativação de TRPA1 induzida por alta glicose em cultura de neurônios ganglionares da raiz 

dorsal (Wang et al., 2018).  

Com base em tais evidências, e considerando que a metformina falhou em reverter a 

hiperglicemia induzida pelo tratamento com STZ e HFFD, pode-se supor que a ativação de 

AMPK induzida por metformina apoiaria os efeitos analgésicos desta em ambos os modelos, 

conforme aqui observado. De acordo com esses resultados, estudos pré-clínicos demonstraram 

os efeitos antinociceptivos da metformina em roedores (Baeza-Flores et al., 2020), que parece 

ser independente do controle glicêmico (Price et al., 2016). 

Os efeitos benéficos da metformina no metabolismo periférico foram atribuídos a 

vários processos periféricos, incluindo a ativação da via AMPK, redução na gliconeogênese 

hepática e estimulação da captação de glicose no músculo esquelético (Rena et al., 2017). Além 

disso, Patanè et al. (2000) apresentaram evidências de que a metformina também tem um efeito 

benéfico direto sobre o metabolismo e a função das células β-pancreáticas expostas a 

concentrações elevadas de lipídios ou glicose. No entanto, ao contrário de outros estudos 

(Zemdegs et al., 2016), a metformina falhou em restaurar a hiperinsulinemia e a hiperglicemia 

em jejum em camundongos alimentados com HFFD, embora tenha melhorado a tolerância à 

glicose.  

Com base nessa observação, pode-se supor que a metformina, um agente de 

sensibilização à insulina com ações atribuídas à ativação de sinalização da AMPK (Zhou et al., 

2001), provavelmente agiu aumentando a captação de glicose nos tecidos periféricos, de forma 

independente da insulina, em face a um desafio de glicose. No entanto, mais estudos são 

necessários para analisar os níveis de insulina no sangue durante o Teste de Tolerância à Glicose 

e realizar um teste de tolerância à insulina. Também mostramos que a metformina atenuou o 

ganho de peso corporal e a hipercolesterolemia induzida pelo HFFD. A esse respeito, Zang et 
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al. (2004) mostraram que a AMPK regula negativamente a atividade da acetil-CoA carboxilase 

e o conteúdo de lipídios hepáticos. 

Com base no método do escore Z, normalizamos cada parâmetro a partir da média dos 

valores correspondentes observados no grupo controle (tratado com veículo ou alimentado com 

dieta padrão) e os integramos em um único escore. Portanto, obtivemos os escores Z 

metabólicos e neurocomportamentais, que foram significativamente aumentados em 

camundongos tratados com STZ e camundongos alimentados com HFFD, em comparação com 

seus respectivos grupos controles. Deve-se observar que não incluímos os dados do Teste da 

Borrifagem de Sacarose nesse escore, pois o experimento comportamental não foi realizado na 

mesma coorte de animais nem foi realizado em camundongos com obesidade induzida por 

HFFD.  

De acordo com nossas observações, camundongos com DM1 induzida por STZ e 

camundongos com obesidade induzida por HFFD exibiram disfunções neurocomportamentais, 

enquanto o tratamento crônico com metformina reverteu esses déficits. Considerando os 

distúrbios metabólicos, a metformina foi capaz de reverter aqueles induzidos por HFFD, ao 

passo que não influenciou os distúrbios metabólicos induzidos por STZ. Com base nessa 

observação, os efeitos benéficos da metformina em déficits neurocomportamentais induzidos 

por STZ não foram mediados pela melhoria da sinalização periférica da insulina. Nesse sentido, 

o uso de metformina em DM1 é menos frequente e menos estudado, e há evidências limitadas 

de que a metformina pode diminuir a necessidade de uso de insulina (Livingstone et al., 2017). 

Para obter informações sobre os mecanismos subjacentes às disfunções 

neurocomportamentais induzidas por STZ e HFFD e os efeitos benéficos da metformina, 

focamos nossa atenção em GSK-3β, uma proteína quinase que está envolvida em distúrbios 

neuropsiquiátricos e tratamentos relacionados (Li; Jope, 2010). As primeiras evidências 

mostrando que essa enzima está envolvida em transtornos psiquiátricos veio das observações 

de que ela é diretamente modulada pelo lítio, principal estabilizador de humor (Klein; Melton, 

1996). Na mesma linha de evidência, a GSK-3β é regulada por proteínas que parecem estar 

envolvidas em transtornos de humor, como o BDNF (Li; Jope, 2010).  

No presente estudo, camundongos alimentados com HFFD apresentaram uma redução 

significativa nos níveis da GSK-3β fosforilada no hipocampo e no córtex pré-frontal. Na 

maioria dos tecidos, a GSK-3β é constitutivamente ativa e principalmente regulada por 

fosforilação inibitória em Ser9 (ter Haar et al., 2001). Llorens-Martin et al. (2014) argumentam 
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que um estado em que o GSK-3β permanece anormalmente ativo devido a uma falha em 

reprimir sua atividade de forma adequada contribui para várias patologias, incluindo diabetes e 

transtornos de humor. Além disso, Yoon et al. (2019) encontraram uma redução da forma 

fosforilada de GSK-3β no córtex cerebral de camundongos C57Bl/6 alimentados com dieta rica 

em gordura. Além disso, Leng et al. (2010) mostraram que a alta resistência à insulina induzida 

por glicose nas células está associada à ativação de GSK-3β e subsequente fosforilação do 

substrato do receptor de insulina (IRS1), desencadeando a ubiquitinação e degradação de IRS1. 

O agente antidiabético metformina atua ativando a AMPK. Nesse sentido, Horike et 

al. (2008) apontou um papel crítico da fosforilação de GSK-3β na supressão induzida por 

AMPK da gliconeogênese hepática. Com base nessas observações, esperava-se que o 

tratamento com metformina aumentasse os níveis de pGSK-3β (como os antidepressivos), ao 

contrário do que observamos. Nessa linha de evidência, Farr et al. (2019) mostraram que 

camundongos SAMP8, um modelo de Doença de Alzheimer esporádico que recebeu 200 mg/kg 

de metformina diariamente por oito semanas, tinham níveis cerebrais significativamente mais 

elevados de pGSK-3β Ser9/total do que camundongos controles. Em seu estudo, a metformina 

melhorou o desempenho da memória dos animais em vários testes comportamentais. Por outro 

lado, Ramamurthy et al. (2014) apresentaram dados que sugerem que AMPK suprime a via 

Akt-GSK-3β durante o crescimento dendrítico. Esses dados indicam que a sinalização AMPK 

regula a estrutura neuronal, inibindo vários mediadores positivos de crescimento dendrítico 

(Ramamurthy et al., 2014). 

Aqui, mostramos que i) o tratamento com metformina foi capaz de reverter o aumento 

de alodinia mecânica e a diminuição do comportamento de autocuidado nos animais tratados 

com STZ e ii) reverteu o aumento de peso, o aumento do colesterol, a intolerância à glicose e o 

comportamento do tipo depressivo em animais alimentados com HFFD. Para futuros trabalhos, 

será necessário entender mais detalhadamente as funções da GSK-3β nesse contexto, bem como 

estabelecer um modelo de DM2 mais fidedigno com a patologia em humanos, duas limitações 

importantes no presente trabalho.   

No geral, nossos resultados reforçam a observação de que a metformina, um 

tratamento convencional para diabetes, poderia ser reaproveitada para melhorar os sintomas 

neurocomportamentais em DM1 e DM2. 
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3 AVALIAÇĀO DOS EFEITOS PROTETORES DO EXTRATO AQUOSO DA 

PLANTA Cissus verticillata EM ALTERAÇÕES METABÓLICAS E 

COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR UMA DIETA RICA EM GORDURA E 

FRUTOSE EM CAMUNDONGOS 

 

O próximo passo da presente tese teve como objetivo analisar os efeitos da Cissus 

verticillata, uma planta popularmente conhecida como insulina-vegetal, em parâmetros 

metabólicos e comportamentais em ambos os modelos animais (STZ e HFFD), visando 

determinar seu potencial efeito terapêutico. 

 

3.1  INTRODUÇÃO 

 

O principal manejo farmacológico do DM1 envolve o uso da insulina (Otto-

Buczkowska; Jainta, 2017), embora outras estratégias tenham sido adotadas, como manejo no 

estilo de vida, em especial o controle do estresse, o aumento nos níveis de atividade física e a 

manutenção de uma dieta equilibrada (American Diabetes Association, 2020). No DM2, o 

fármaco metformina, associado à mudança no estilo de vida, é o tratamento clássico de entrada 

(Knowler et al., 2016). Contudo, outras opções medicamentosas também são adotadas na 

clínica e têm se mostrado efetivas, como as sulfonilureias, inibidores de α-glicosidase e glinidas 

(Marín-Peñalver et al., 2016).  

No entanto, muitos desses tratamentos, por serem de uso crônico, acarretam custos 

financeiros e temporais substanciais, além de potenciais efeitos adversos. Nesse sentido, muitas 

pessoas recorrem à medicina popular em busca de tratamentos alternativos mais eficientes. Por 

exemplo, estima-se que 80% da população dos países em desenvolvimento use rotineiramente 

fitoterápicos tradicionais, muitas vezes concomitantemente com os medicamentos alopáticos 

(Benzie; Wachtel-Galor, 2011), o que torna necessário avaliar a eficácia e segurança dessas 

substâncias não só para validar o uso popular, mas também para investigar possíveis compostos 

hipoglicemiantes mais eficazes e com menos efeitos colaterais que os atuais. 

Nesse cenário, a Cissus verticillata (L.) Nicolson, sinônimo de Cissus sicyoides, é um 

exemplo de aplicação das plantas na medicina popular para manejo de diabetes (Drobnik e de 

Oliveira, 2015). Chamada de “insulina vegetal”, essa planta pertence à família Vitacea e é 

amplamente encontrada no México, Caribe e América do Sul. As partes aéreas são utilizadas 
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na medicina popular para o tratamento de Diabetes mellitus (ação hipoglicêmica), reumatismo, 

epilepsia, acidente vascular cerebral e inflamação (Viana et al., 2004; Oliveira et al., 2012).  

Até a redação desta tese, apenas dois estudos verificaram os efeitos da Cissus 

verticillata (Barbosa et al., 2002; Kim et al., 2021) e outros dois estudos verificaram os efeitos 

de Cissus sicyoides (Pepato et al., 2003; Viana et al., 2004) sobre modelos de deficiências que 

envolvem perturbação no metabolismo glicolítico. Especificamente, o estudo de Kim et al. 

(2021) objetivou avaliar os efeitos da Cissus verticillata em camundongos C57Bl/6 com três 

doses (30, 100 e 300 mg/kg) por oito semanas. Os animais foram expostos a uma dieta 60% 

rica em gordura e concomitantemente tratados com as respectivas doses.  

No aspecto metabólico, o tratamento com Cissus verticillata na dose de 300 mg/kg 

resultou na prevenção do aumento da glicose sanguínea nos animais alimentados com a dieta 

rica em gordura após 4 semanas de tratamento. Do ponto de vista comportamental, o tratamento 

com 300 mg/kg foi capaz de prevenir o declínio na memória no Teste do Reconhecimento de 

Objeto nos animais alimentados com a dieta rica em gordura. Nesse sentido, Kim et al. (2021) 

mostraram que a planta Cissus verticillata parece ter potenciais efeitos preventivos em um 

tratamento de longa duração (8 semanas).  

No entanto, o uso de plantas na medicina popular normalmente está associado à 

insatisfação com o tratamento convencional, indicando que quem recorre a essa estratégia já 

está com a patologia instaurada, fazendo-se necessária, portanto, a investigação sobre o 

potencial efeito terapêutico e não só preventivo, como mostrado no estudo de Kim et al. (2021). 

Além disso, os autores não investigaram os efeitos da Cissus verticillata em parâmetros que 

envolvem a neuropatia diabética, condição comum nos pacientes, bem como não avaliaram os 

efeitos da Cissus verticillata em modelos animais de diabetes do tipo 1. 

 

3.2  OBJETIVOS 

 

3.2.1  Objetivo geral  

 

Avaliar os potenciais efeitos terapêuticos do extrato aquoso obtido da parte aérea da 

planta Cissus verticillata em parâmetros metabólicos e comportamentais em camundongos 

modelos de diabetes do tipo 1 induzida por STZ e modelo de disfunções metabólicas induzida 

por uma dieta rica em gordura saturada e frutose.  
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3.2.2  Objetivos específicos  

 

Avaliar os parâmetros: 

a) Metabólicos: 

- Acompanhamento da massa corporal dos animais. 

- Medidas da concentração plasmática de glicose. 

- Mensuração indireta da secreção da insulina por meio do Teste de Tolerância à 

Glicose. 

 

b) Comportamentais: 

- Locomoção espontânea e comportamento do tipo ansioso no Teste do Campo Aberto. 

- Avaliação do comportamento do tipo depressivo no Teste do Nado Forçado.  

- Avaliação do comportamento do tipo anedônico por meio do Teste de Borrifagem de 

Sacarose. 

- Mensuração do limiar de alodinia mecânica por meio do Teste de Von Frey. 

 

3.3  ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos com três meses de idade ao início dos 

protocolos, provenientes do biotério central da universidade. Inicialmente os animais foram 

alojados em gaiolas coletivas, mantidos em um ambiente de temperatura controlada entre 22 e 

24 graus, de acordo recomendações do Guia Brasileiro de Criação e Utilização de Animais para 

Atividades de Ensino e Pesquisa Científica do CONCEA (Resolução Normativa 13, 2013). 

Todos os animais tiveram livre acesso a água e comida. O ciclo de luminosidade claro/escuro 

foi de 12h, iniciando o ciclo claro às 6h da manhã. Todos os procedimentos utilizados no 

presente estudo foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais 

(CEUA/UFSC), de acordo com a Lei Federal 11.794, de 2008, sob o número 3143051019.  

Em todos os delineamentos experimentais, de todas as seções da presente tese, onde 

constar a administração de fármacos e/ou drogas por meio da via intraperitoneal (i.p.), um 

volume de administração de 0,1 mL por 10 gramas de peso corporal dos animais foi respeitado. 

Os animais foram monitorados em suas gaiolas-moradias diariamente e, na presença de sinais 
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clínicos indicativos de dor ou estresse (e.g., ambulação prejudicada não permitindo aos animais 

acesso a comida e água; excessiva perda de peso; prolongada dificuldade de se manter na 

posição vertical, dentre outros sinais indicativos de um estado moribundo), os animais foram 

imediatamente excluídos do estudo, sendo realizada a eutanásia destes (humane endpoint), de 

acordo com Stokes (2002). Nestes casos, os animais foram eutanasiados por meio de 

administração de dose excessiva de uma mistura dos anestésicos cetamina (150 mg/kg; i.p.) e 

xilazina (30 mg/kg; i.p.). A análise dos parâmetros de eutanásia humanitária teve como base o 

documento ENV/JM/MONO(2000) da OECD “GUIDANCE DOCUMENT ON THE 

RECOGNITION, ASSESSMENT, AND USE OF CLINICAL SIGNS AS HUMANE ENDPOINTS 

FOR EXPERIMENTAL ANIMALS USED IN SAFETY EVALUATION”.  

 

3.4  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para a indução do modelo de diabetes tipo 1, camundongos Swiss machos com três 

meses de idade foram tratados, durante 5 dias, com STZ (50 mg/kg/dia a pH 4,5) ou veículo 

(tampão citrato 1M pH 4,5) de acordo com Like e Rossini (1976). Dois dias após esse período, 

a glicemia dos animais foi aferida e o ponto de corte para ser considerado diabético foi ≥250 

mg/dL. Depois disso, os tratamentos foram iniciados.  

Durante 21 dias, os animais foram submetidos ao tratamento com solução salina ou o 

extrato aquoso obtido da Cissus Verticillata (AECv, do inglês Aqueous Extract Cissus 

verticillata) nas doses de 30 mg/kg ou 300 mg/kg via gavagem oral (o.g.) todos os dias. Nos 

18º, 19º e 20º dias após o início dos tratamentos, uma bateria de testes comportamentais 

composta por Teste do Campo Aberto (dia 18), Teste da Borrifagem de Sacarose (dia 19) e 

Teste de Von Frey (VF) (dia 20) começou. Um dia após o último teste comportamental, após 

um jejum de 6h, foram aferidos os níveis de glicose dos animais, seguido de eutanásia para 

coleta de sangue, de acordo com as recomendações éticas (Fig. 9). 
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Figura 9. Desenho experimental 1: Cissus verticillata em modelo animal de DM1. 
 

Para o modelo de disfunção metabólica induzida por dieta, dois grupos experimentais 

de camundongos foram divididos aleatoriamente (n = 20 por grupo) e submetidos a dietas 

distintas por 15 dias: ração padrão para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes 

SA, Brasil) ou dieta rica em gordura e frutose, composta por 61 kJ% de gordura saturada 

(Rhoster Indústria e Comércio, Brasil) juntamente com água potável filtrada contendo 10% de 

frutose (p/v; LabSynth, Brasil) (HFFD). A água contendo frutose foi renovada a cada dois dias.  

Depois disso, tanto os camundongos controles quanto os animais submetidos a HFFD 

foram tratados, diariamente, durante 21 dias com veículo ou AECv na dose de 300 mg/kg/dia 

por gavagem oral. Nos dias 33, 34 e 35, após o início dos tratamentos, foi realizada uma bateria 

de testes comportamentais, composta por Teste do Campo Aberto, Teste do Nado Forçado e 

Teste de Von Frey. No dia seguinte ao teste final, os animais foram privados de comida durante 

seis horas e foi realizado o Teste de Tolerância à Glicose. Um dia após isso, os camundongos 

foram novamente submetidos ao jejum de seis horas e eutanasiados para coleta de sangue, 

conforme recomendações éticas (Fig. 10). 

 

 
Figura 10. Desenho experimental 2: Cissus verticillata em modelo animal de disfunção metabólica induzida por 
dieta. 
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3.5 PREPARAÇÃO DO EXTRATO, EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS E 

METABÓLICOS 

 

Para todos os parâmetros comportamentais analisados, ressalta-se que os 

pesquisadores estavam em uma sala separada avaliando o comportamento dos animais por meio 

de uma webcam colocada na sala experimental e completamente cegos aos grupos 

experimentais. Os experimentos foram realizados no horário da manhã, entre 9 e 12h, em uma 

sala com temperatura controlada em 22 graus e com luminosidade em torno de 20-30 lux (luz 

vermelha). 

 

3.5.1  Preparação do extrato aquoso da Cissus verticillata 

 

Folhas de Cissus verticillata foram coletadas em Araranguá, Santa Catarina, em 

fevereiro de 2018 (verão). O material vegetal foi identificado pela Dra. Vanilde Citadini, do 

Departamento de Botânica da Universidade do Extremo Sul de Santa Catarina (UNESC), e um 

espécime foi depositado no herbário sob o registro número 13298. O extrato aquoso da Cissus 

verticillata (AECv) foi preparado utilizando a técnica de decocção na proporção de 1:15 

(proporção de droga vegetal: líquido extrator). As folhas secas (84,3 g) foram trituradas 

manualmente e colocadas em Becker com água (1,25 L) em uma placa aquecida até atingir a 

temperatura de 100 ºC. 

Após atingir a temperatura desejada, o material botânico foi mantido em aquecimento 

por mais 15 minutos para obtenção do extrato aquoso das folhas secas. Ao final desse período, 

o extrato aquoso obtido foi filtrado com papel filtro em funil de vidro, liofilizado e mantido na 

geladeira até o uso. O extrato final administrado nos animais foi diluído em água destilada, na 

dose de 30 ou 300 mg/kg. A solução de amostra foi preparada dissolvendo 1,5 mg do AECv em 

água para atingir uma concentração de 1 mg/mL. A solução foi filtrada através de uma 

membrana micropore de 0,22 μm (Tedia Company, Inc., EUA) e armazenada a 4 ºC antes da 

análise. 

 

3.5.2  Análise qualitativa do extrato por UPLC-HRMS 
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O perfil fitoquímico do extrato obtido a partir das folhas secas de C. verticillata foi 

efetuado em sistema UPLC Acquity equipado com detector de arranjo de diodos (PDA), 

amostrador automático, sistema quaternário de solventes e uma coluna cromatográfica Acquity 

BEH C18 (50 x 1,0 mm e 1,7 μm) (Waters), da Central de Cromatografia do Departamento de 

Ciências Farmacêuticas da UFSC. A coluna cromatográfica foi mantida a 40 °C, enquanto a 

bandeja com a amostra permaneceu com a temperatura de 20 °C. O sistema UPLC estava 

acoplado ao Espectrômetro de Massas MS/MS Xevo G2-S QTof (Waters) com ionização por 

electrospray (ESI) operando no modo positivo (ESI+).  

Os espectros de massas foram adquiridos nos modos positivo, com a faixa de massa 

entre 100-1200 Da e um tempo de varredura de 0,3 seg. Os parâmetros do sistema foram: fluxo 

do gás do cone 200 L/h; fluxo do gás de dessolvatação 900 L/h; voltagem no cone 20-30 V; 

voltagem na fonte 80 V. O argônio foi utilizado como gás de colisão e o nitrogênio como gás 

de nebulização, dessolvatação e de cone. MS e MS2 foram adquiridos no modo centro e 

corrigidos durante a aquisição de uma referência externa (LockSprayTM) com uma constante de 

infusão de solução de Leucina-encefalina (1 ng/mL) a uma taxa de fluxo de 20 μL/min, para 

garantir valores precisos de massa foi utilizada como padrão de referência. O extrato foi 

solubilizado em água, na concentração de 1,0 mg/mL e filtrados em membrana filtrante de 

micropore com poro de 0,22 μm e diâmetro de 13 mm (Tedia Company, Inc., EUA) e 

armazenada a 4oC antes da análise. Os dados foram processados e armazenados utilizando o 

software MassLynxTM V4.1 Mass Spectrometry (Waters, USA). 

 

3.5.3  Teste do Campo Aberto 

 

O campo aberto foi usado para avaliar as atividades locomotoras e exploratórias 

induzidas por um novo ambiente. O aparelho, feito de madeira e revestido com fórmica 

impermeável, tinha 50 cm de largura × 50 cm de profundidade × 40 cm de altura. Cada 

camundongo foi colocado no centro do campo aberto e permitiu explorar o aparelho por 5 

minutos livremente. Foram avaliados os seguintes parâmetros comportamentais: % de 

cruzamentos no centro, tempo no centro e número total de cruzamentos. 

 

3.5.4  Teste do Nado Forçado 
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O Teste do Nado Forçado é um teste comportamental em roedores usado para 

avaliação de medicamentos antidepressivos, eficácia antidepressiva de novos compostos e 

manipulações experimentais que visam tratar ou prevenir estados semelhantes aos depressivos. 

Os camundongos são colocados em um recipiente (30 cm de altura × 20 cm de diâmetro) com 

água (15 cm de profundidade) durante 5 minutos. O tempo para a primeira imobilidade e o 

tempo total de imobilidade foi registrado manualmente por um observador experiente (Can et 

al., 2012). 

 

3.5.5  Teste da Borrifagem de Sacarose 

 

Este teste seguiu o protocolo descrito por Isingrini et al. (2010) com pequenas 

modificações. Especificamente, este teste consistiu em esguichar uma solução de sacarina a 

10% no dorso de um camundongo colocado individualmente em sua gaiola. Por causa de sua 

viscosidade, a solução de sacarina suja a pele do camundongo e os animais iniciam o 

comportamento de autolimpeza. Após a aplicação da solução de sacarina, o tempo de 

autolimpeza e a latência foram registrados por um período de 5 min como um índice de 

autocuidado e comportamento motivacional, considerado paralelo a alguns sintomas de 

depressão, como comportamento apático.  

 

3.5.6  Análise da alodinia mecânica pelo Teste de Von Frey 

 

A alodinia mecânica foi avaliada de acordo com o método descrito por Chaplan et al. 

(1994). Os camundongos foram aclimatados por uma hora em caixas de Plexiglas em uma 

plataforma elevada de tela de arame para permitir o acesso à superfície ventral das patas 

traseiras. Filamentos de Von Frey (0,02; 0,07; 0,16; 0,4; 1,4; 4,0; 8,0 gramas; VFH) foram 

aplicados verticalmente sobre a superfície plantar da pata traseira direita até observar sua 

curvatura sutil. O primeiro filamento usado foi de 0,4 g e o próximo filamento foi aumentado 

ou diminuído de acordo com a resposta de retirada da pata. A frequência de resposta é 

considerada após 6 aplicações dos filamentos de Von Frey, e o limiar mediano de retirada da 

pata foi determinado usando uma adaptação do método de Dixon. 
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3.5.7  Análise dos parâmetros de glicose 

 

A tolerância à glicose foi avaliada após seis horas de jejum calórico (das 06:00 às 

12:00) e uma injeção i.p. de 2 g/kg de glicose (Sigma Aldrich). A glicose no sangue foi retirada 

através de um pequeno corte na ponta da cauda após 0, 15, 30, 60 e 120 minutos usando um 

glicosímetro (Accu-check, Roche Diagnostic). A área sob a curva para glicose no sangue 

(AUC) foi calculada após a normalização pelos valores de linha de base (tempo 0). 

 

3.6  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados são expressos como média + erro padrão da média (EPM). As análises 

estatísticas foram realizadas por meio de Análise de Variância (ANOVA) de duas vias (fatores: 

modelo, tratamento), com medidas repetidas quando apropriado. Após efeitos de interação 

significativos, testes post-hoc foram realizados (Teste de Newman-Keuls). O nível de 

significância aceito para todos os testes foi p≤0,05. Todos os testes foram realizados com o 

pacote de software STATISTICA® (StatSoft Inc, Tulsa, OK, EUA). 

 

3.7  RESULTADOS 

 

A identificação dos principais compostos no cromatograma de íons de pico de base 

(BPI) do AECv (Fig. 11) foi baseada em valores de m/z com tolerância de 5 ppm da massa 

teórica da fórmula molecular proposta, bem como comparando LC -Dados MS com os das 

normas e as informações bibliográficas. Os compostos identificados, predominantemente 

fenólicos, compreendendo seu tempo de retenção, fórmula molecular, massa monoisotópica 

experimental e fragmentos principais, estão descritos na Tabela 1. 
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Figura 11. UPLC-ESI(+)-QTof BPI cromatograma do extrato aquoso da Cissus verticillata. 
 

 

Pico Identificação 
proposta 

rT 
(min) 

Fórmula 
molecular 

m/z 
[M+H]+ 
(error, 
ppm) 

MS/MS íons MS/MS 
Referência 

1 Triptofano 1.38 C11H12N2O2 205.0978 
(0.5) 

188.0709 → 
170.0630; 
146.0608; 
144.0806; 
143.0793; 
142.0603; 
118.0652 

[Wei et al., 2016] 

2 Ácido 
clorogênico 1.68 C16H18O9 355.1027 

(-0,6) 

163.0392; 
145.0283; 
135.0449; 

[Zhao et al., 2014] 

3 Vicenina-2 1.92 C27H30O15 595.1661 
(0.5) 

457.1125; 
427.1035; 
409.0905; 
379.0787; 
325.0754 

[De Beer et al., 2012] 

4 Orientina 2.13 C21H20O11 449.1084 
(0.0) 

431.0965; 
413.0800; 
395.0769; 
383.0727; 
353.0583; 
329.0659; 
299.0557 

[Leba et al., 2016] 

5 Luteolina-7-O-
rutinosideo 2.29 C27H30O15 595.1663 

(0.0) 
449.1073; 
287.0557 [Xu et al., 2017] 

6 Apigenina-7-O-
rutinosideo 2.53 C27H30O14 579.1719 

(0.9) 
433.1131; 
271.0593 [Xu et al., 2017] 

7 Cumarina 2.92 C9H6O2 147.0445 
(-2) N.D. - 

8 Luteolina 3.35 C15H10O6 287.0554 
(-1,0) 

153.0187; 
135.0449; 

[Cuyckens et al., 
2004] 

Tabela 1. Compostos identificados no extrato da Cissus verticillata encontrados por UPLC-HRMS e 
espectrometria de massa. 
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N.D. significa “não detectado”. 

 

Em relação aos resultados metabólicos, a ANOVA de duas vias indicou que os 

camundongos tratados com STZ exibiram uma diminuição no delta da massa corporal quando 

comparados com seus controles [F (1,41) = 18,89, p<0,05; Fig. 12A]. Além disso, esses animais 

exibiram um aumento significativo na concentração de glicose sanguínea [F (1,41) = 139,85, 

p<0,0001] quando comparados com animais tratados com veículo (Fig. 12B), mostrando que o 

tratamento com STZ foi capaz de induzir hiperglicemia, como era esperado. 

Em termos comportamentais, A ANOVA de duas vias não indicou efeitos 

significativos da administração de STZ na latência do comportamento de autolimpeza (Fig. 

12C) no Teste da Borrifagem de Sacarose. Por outro lado, a administração de STZ resultou em 

uma diminuição geral no tempo de autolimpeza nos animais [F (1,41) = 13,13, p<0,05], 

sugerindo efeito do tipo anedônico, e o tratamento com o AECv não foi capaz de reverter esse 

comprometimento (Fig. 12D). No Teste do Campo Aberto, a ANOVA de duas vias indicou 

efeitos ansiogênicos do tratamento com STZ, evidenciado pela redução na porcentagem de 

tempo no centro observada nesses animais [F (1,41) = 4,25, p<0,05; Fig. 12G]. No entanto, a 

ANOVA de duas vias não indicou efeitos significativos no total de cruzamentos (Fig. 12E) e 

na porcentagem de cruzamentos centrais (Fig. 12F) em nenhum grupo. 

Nos animais tratados com STZ, a ANOVA indica que o tratamento induziu alodinia 

mecânica avaliada no Teste de Von Frey, refletido na redução do limiar de retirada da pata [F 

(1,41) = 7,26, p<0,05], quando comparados com o grupo veículo. Por outro lado, o tratamento 

com o AECv foi associado com o aumento do tempo de retirada da pata nesses animais [F (2,41) 

= 3,91, p<0,05], sugerindo efeito antialodínico do AECv (Fig. 12H). 
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Figura 12. Efeitos do tratamento com o extrato aquoso da Cissus verticillata (AECv) em diferentes doses sobre 
as alterações metabólicas e comportamentais induzidas pelo tratamento com STZ em camundongos. Delta corporal 
(A), Glicose plasmática (B), Teste da Borrifagem de Sacarose (C e D), Teste do Campo Aberto (E-G) e Teste de 
Von Frey (H). Os dados são expressos como média + EPM (n = 7-8 animais por grupo). “#” denota efeito principal 
para o modelo e @ denota efeito principal do tratamento com AECv por ANOVA de duas vias (p≤0,05). 
 

Em relação aos animais alimentados com a dieta rica em gordura e frutose (HFFD), 

observamos que a dieta resultou em um aumento geral na massa corporal [F (1,35) = 67,96, 

p<0,05] e na glicose basal dos animais [F (1,35) = 5,79, p<0,05] (Fig. 13A e B). Além disso, 

observamos que esses animais apresentam comprometimento da glicose avaliada no Teste de 

Tolerância à Glicose [efeito para a dieta F (1,35) = 16,69, p<0,05; efeito da repetição F (4,140) 

= 122,88, p<0,001; e efeito da interação entre dieta e repetição F (4,140) = 11,12, p<0,05] (Fig. 

13C). Avaliações post-hoc posteriores, da análise ponto a ponto, mostraram um aumento 

significativo da concentração sanguínea de glicose em 60 e 120 minutos após a sobrecarga de 

glicose nos grupos expostos a HFFD, independente do tratamento, em comparação com seus 

respectivos grupos controles (p<0,05).  

Além disso, animais alimentados com HFFD revelaram maiores valores de área sob 

Ca curva (AUC) dos níveis de glicose no sangue quando comparados aos grupos alimentados 

com a dieta padrão [F (1,35) = 15,17, p<0,05; Fig. 13D]. As análises não mostraram efeitos 

significativos do tratamento com o AECv. 
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Em relação aos protocolos comportamentais, a ANOVA de duas vias indicou uma 

redução significativa no limiar de retirada da pata nos animais alimentados com HFFD [F (1,35) 

= 4,50, p<0,05], evidenciado pelo aumento na alodinia mecânica mostrada no Teste de Von 

Frey. Adicionalmente, os camundongos tratados com AECv apresentaram reversão nesse 

aumento de sensibilidade à dor, sugerindo potenciais efeitos antialodínicos do AECv [F (1,35) 

= 17,62, p<0,05; Fig. 13E].  

Com relação aos animais alimentados com HFFD, a ANOVA de duas vias não indicou 

efeito significativo na latência para imobilidade e tempo de imobilidade (Fig. 13F e G) no Teste 

do Nado Forçado, sugerindo ausência de efeito promotor de comportamento do tipo depressivo. 

Por outro lado, no Teste do Campo Aberto, a ANOVA de duas vias indicou efeitos 

significativos na porcentagem de cruzamentos centrais nos animais alimentados com HFFD [F 

(1,35) = 5,85, p<0,05], sugerindo aumento do comportamento do tipo ansioso nesses animais 

(Fig. 13I).  

 
Figura 13. Efeitos do tratamento com o extrato aquoso da Cissus verticillata (AECv) sobre as alterações 
metabólicas e comportamentais induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose (HFFD) 
em camundongos. Delta da massa corporal (A), glicose plasmática (B), Teste da Tolerância à Glicose e área sob a 
curva (C e D), Teste de Von Frey (E), Teste do Nado Forçado (F e G) e Teste do Campo Aberto (H-J). Os dados 
são expressos como média + EPM (n = 7-8 animais por grupo). “#” denota efeito principal para o modelo e @ 
denota efeito principal do tratamento com AECv por ANOVA de duas vias (p≤0,05), “*” p≤0,05 vs. salina grupo 
controle (ANOVA de duas vias e Teste post-hoc de Newman-Keuls). 
 

3.8  DISCUSSÃO 
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Atualmente, estima-se que 30% de todos os medicamentos terapêuticos são derivados 

de fontes naturais, notadamente de plantas e microrganismos (Newman; Cragg, 2012; Dutra et 

al., 2016). No contexto das doenças metabólicas, não é diferente. Muitas plantas são utilizadas 

na medicina popular e estudadas para o tratamento de doenças inflamatórias crônicas, como o 

diabetes. Por exemplo, em 2008, Prabhakar e Doble mostraram que existiam mais de 400 

plantas com propriedades antidiabéticas comprovadas experimentalmente, das quais apenas 

cerca de 100 tiveram seu mecanismo de ação estudado por completo.  

Mais recentemente, Bindu e Narendhirakannan (2019) fizeram uma revisão com o 

objetivo de categorizar e resumir as informações disponíveis sobre plantas medicinais com 

propriedades antidiabéticas, chegando a um total de 81 plantas. No entanto, em nenhum desses 

levantamentos a Cissus verticillata esteve presente, mesmo sendo popularmente conhecida por 

seus supostos efeitos terapêuticos (de Souza e Neto, 2009). Nesse sentido, considerando o 

número limitado de evidências científicas validando o seu uso popular, o presente estudo teve 

como objetivo investigar os efeitos do tratamento com o extrato aquoso da Cissus verticillata 

em parâmetros metabólicos e comportamentais em modelos animais de Diabetes tipo 1 (DM1) 

e perturbações metabólicas induzidas por uma dieta rica em gordura saturada e frutose (HFFD). 

Primeiramente, foram caracterizados os compostos da planta. A análise UPLC-HRMS 

permitiu a caracterização de oito compostos no extrato aquoso da C. verticillata. A análise 

destacou sua riqueza em flavonoides (vicenina-2, orientina, luteolina-7-O-rutinosídeo e 

apigenina-7-O-rutinosídeo), que são conhecidos por suas propriedades antioxidantes (Brunetti 

et al., 2013) e atividades anti-inflamatórias (Choy et al., 2019). As folhas também contêm 

polifenóis (ácido clorogênico), que possuem potencial efeito antioxidante, anti-inflamatório e 

antialérgico (Pandey; Rizvi, 2009). Além disso, a C. verticillata contém cumarina, um 

conhecido composto anticoagulante e hepatotóxico (Suarez-Kurtz; Botton, 2015), bem como 

triptofano, um precursor da serotonina (Jenkins et al., 2016). 

Em relação aos experimentos, considerando as análises metabólicas e 

neurocomportamentais, ficou evidente que a injeção de STZ induziu hiperglicemia (acima de 

400 mg/dL), resultou em perda de peso corporal, provocou comportamento do tipo ansioso, 

diminuiu o comportamento de autocuidado e induziu alodinia mecânica. Além disso, os animais 

alimentados com HFFD apresentaram hiperglicemia, intolerância à glicose, aumento do peso 

corporal, comportamento do tipo ansioso e alodinia mecânica. É importante ressaltar que o 

AECv foi capaz de melhorar a alodinia mecânica induzida tanto pelo tratamento com STZ 
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quanto pela HFFD nos animais. No entanto, é importante notar que o AECv, administrado em 

doses de 30 e 300 mg/kg, não produziu melhorias nas deficiências de glicose induzidas por STZ 

e induzidas por HFFD nem no comportamento do tipo ansioso.  

O comportamento semelhante à ansiedade também foi observado em um estudo 

conduzido por Yuan et al. (2019), no qual demonstraram que uma única administração de STZ 

(150 mg/kg) diminuiu o tempo central no Teste do Campo Aberto em camundongos. Além 

disso, Huang et al. (2016) mostraram que a administração de STZ na dose de 40 mg/kg por 5 

dias foi capaz de induzir comportamento do tipo depressivo observado no Teste de Suspensão 

pela Cauda e perda de peso corporal em camundongos. Nos animais alimentados com HFFD, 

observamos ganho de peso, intolerância à glicose, aumento da glicose basal, comportamento 

do tipo ansioso e aumento da sensibilidade à dor. Nossos achados metabólicos e 

comportamentais convergem com dados da literatura, nos quais foi observado que 

camundongos alimentados com dieta hipercalórica (dieta hiperlipídica ou rica em frutose) 

apresentaram ganho de peso e intolerância à glicose (Braga et al., 2021; De Souza et al., 2019). 

Evidências indicam que vários tipos de compostos naturais são capazes de atuar em 

alterações metabólicas (Prabhakar; Doble, 2008). No entanto, considerando todos os 

parâmetros analisados nos animais modelos de DM1 e nos animais alimentados com HFFD, 

nossas descobertas sobre os efeitos hipoglicêmicos do extrato aquoso de C. verticillata 

divergem da literatura existente. Por exemplo, Viana et al. (2004) demonstraram tais efeitos em 

um modelo de DM1 induzido por aloxana em ratos usando um extrato aquoso derivado de 

folhas frescas da C. sicyoides, sinônimo da C. verticillata. Administrados por via oral durante 

7 dias em doses de 100 e 200 mg/kg, alcançaram reduções significativas de 25% e 22% nos 

níveis de glicose no sangue, respectivamente. Além disso, Barbosa et al. (2002) observaram 

diminuição de 19,5% na glicemia em ratos normoglicêmicos tratados com extrato de folhas de 

C. verticillata por 30 dias, envolvendo a substituição da água potável dos animais pelo extrato.  

Adicionalmente, Salgado et al. (2009) exploraram uma administração de extrato 

aquoso de C. sicyoides por 60 dias, alcançando uma redução de 45% nos níveis de glicose. Em 

seu estudo, uma concentração de extrato de 6% foi administrada por via oral nos animais (6 

mL/kg) após jejum de 16 horas. Pepato et al. (2003) substituíram a água potável dos ratos por 

uma decocção de C. sicyoides, observando uma queda de 10% nos níveis de glicose plasmática 

após 30 dias. Notavelmente, os níveis de glicogênio hepático permaneceram inalterados, 
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sugerindo que os efeitos hipoglicêmicos podem não envolver a inibição da glicogenólise ou a 

estimulação da glicogênese.  

É importante notar que estudos anteriores (Barbosa et al., 2002; Pepato et al., 2003) 

empregaram diferentes protocolos de administração, administrando o extrato ad libitum através 

da água potável e por períodos mais longos em comparação com a nossa administração oral, 

diária e apenas uma vez ao dia. Considerando fatores farmacocinéticos e de biodisponibilidade, 

é plausível que doses mais elevadas ou períodos de tratamento prolongados com a C. verticillata 

possam levar a efeitos mais notáveis que os observados em nossos protocolos experimentais. 

No entanto, investigações adicionais explorando diversas vias de administração poderiam 

lançar luz sobre aspectos farmacocinéticos, contribuindo para uma compreensão abrangente do 

potencial da planta para uso generalizado. 

Em nosso estudo, tanto o modelo de perturbação metabólica induzida por HFFD 

quanto os camundongos modelos de DM1 induzidos por STZ demonstraram um limiar de 

retirada da pata reduzido, indicando maior sensibilidade à dor. Múltiplas linhas de evidência 

sugerem o envolvimento do metilglioxal (MG), um composto dicarbonílico altamente reativo 

formado como subproduto da glicólise (Allaman et al., 2015). Bierhaus et al. (2012) mostraram 

que os níveis de MG são maiores em pacientes diabéticos com dor em comparação com 

pacientes diabéticos sem dor. Da mesma forma, foi demonstrado que os níveis plasmáticos de 

MG estão elevados em camundongos modelos de DM1 induzidos por STZ (Bierhaus et al., 

2012; Huang et al., 2016) e nos níveis séricos em ratos alimentados cronicamente com frutose 

(Liu et al., 2011). Pesquisas anteriores indicaram que o MG ativa diretamente o sistema 

nociceptivo através dos canais TRPA1 (Ohkawara et al., 2012; Andersson et al., 2013; Huang 

et al., 2016).  

Além disso, foi sugerido que o MG contribui para a hiperalgesia e a alodinia ao 

sensibilizar o subtipo 1.8 do canal de sódio dependente de voltagem (Nav1.8) (Bierhaus et al., 

2012; Düll et al., 2019). Adicionalmente, Westwood e Thornalley (1995) demonstraram que o 

MG é o agente de glicação mais potente, levando à formação de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs), que podem interromper a função proteica e interagir com o receptor 

específico de AGE (RAGE). Essa interação pode modificar a expressão gênica, a sinalização 

intracelular e promover a liberação de moléculas pró-inflamatórias e radicais livres (Singh et 

al., 2014). 
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Notavelmente, nossas observações revelaram uma redução na dor mediante a 

administração do extrato aquoso da C. verticillata nos modelos de disfunção de glicose induzida 

por DM1 e HFFD. O efeito antialodínico observado, associado ao AECv, poderia 

potencialmente resultar de uma diminuição nos níveis de MG e do aumento da homeostase 

redox, independente do controle glicêmico. A presença de compostos específicos dentro do 

AECv, como a luteolina, poderia contribuir para estes efeitos.  

A luteolina foi reconhecida como um agente terapêutico potencialmente valioso para 

o tratamento da dor inflamatória crônica e neuropática (Ntalouka; Tsirivakou, 2023). As 

evidências existentes sugerem que a luteolina pode ativar o Nrf2, um fator de transcrição 

envolvido na regulação da expressão de inúmeras enzimas antioxidantes (Xue et al., 2012; Li 

et al., 2015; Kitakaze et al., 2020; Rajput et al., 2021). Um estudo de Li et al. (2015) 

demonstraram que a luteolina foi capaz de ativar o fator nuclear Nrf2 nos nervos de ratos 

diabéticos, levando ao aumento da atividade da superóxido dismutase (SOD), glutationa S-

transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Além disso, a investigação 

indicou que a ativação de Nrf2 poderia levar à regulação positiva da própria glioxalase 1 

(GLO1), uma enzima crucial para a depuração de MG (Xue et al., 2012).  

Outros compostos encontrados no AECv, como a orientina, também demonstraram a 

capacidade de aumentar a atividade antioxidante de enzimas como SOD, CAT e GPx no soro 

de um modelo de rato com envelhecimento induzido por D-galactose (An et al., 2012). Esses 

compostos podem contribuir para a redução dos níveis de MG, aumentando a capacidade 

antioxidante endógena, uma vez que a glutationa reduzida (GSH) é necessária como cofator 

catalítico para GLO1 no sistema glioxalase. 

Além disso, outra explicação potencial envolve um efeito na via de sinalização da dor, 

uma vez que alterações na via espinotalâmica podem levar a alterações na transmissão e 

percepção de estímulos nocivos (Millan, 1999). O ácido clorogênico (CGA), também 

constituinte do AECv, tem sido considerado, com base em dados da literatura, um agente 

promissor no manejo da dor neuropática (Bagdas et al., 2020). As fibras nervosas responsáveis 

pela condução de estímulos nocivos contêm canais de potássio dependentes de voltagem (KV) 

em sua composição (Rasband et al., 2001). Nessa direção, foi demonstrado que a CGA induz 

hiperpolarização em neurônios do gânglio trigêmeo em cultura de células, modulando o KV, 

reduzindo seu limiar e a velocidade de inativação (Zhang et al., 2014). Isso sugere que o efeito 

da CGA nas KVs poderia neutralizar a estimulação dos canais Nav1.8 e TRPA1 pelo MG, 
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potencialmente prevenindo a sensação de dor, uma vez que as KVs desempenham um papel 

crucial na manutenção do potencial de membrana e na regulação da fase do potencial de ação.  

No entanto, o mecanismo pelo qual a CGA atua permanece obscuro. Um estudo 

realizado por Hara et al. (2014) demonstrou que a CGA intratecal reduziu a hiperalgesia 

mecânica de maneira dose-dependente, e esse efeito foi parcialmente revertido por um 

antagonista GABA-A (em uma dosagem que não teve impacto nas respostas comportamentais 

iniciais), implicando que a CGA pode aumentar a transmissão GABAérgica em ratos. Como o 

GABA-A é um canal de cloreto, hiperpolariza a membrana e contribui para a inibição da 

transmissão. 

O efeito antialodínico do AECv pode abranger a modulação do perfil inflamatório, a 

redução do estresse oxidativo e a regulação dos canais iônicos presentes nos neurônios 

envolvidos na via de sinalização da dor. No entanto, dado que o AECv não teve impacto na 

glicemia e a geração de MG provavelmente persistiu, é mais plausível que o mecanismo 

primário pelo qual o AECv opera esteja na via espinotalâmica, potencialmente interrompendo 

ou diminuindo o disparo de neurônios nociceptivos. Dada a sua importância no tratamento da 

dor neuropática, uma preocupação prevalente entre os indivíduos com diabetes, estes resultados 

abrem caminho para o potencial desenvolvimento de um medicamento botânico, validando 

ainda mais o uso tradicional do referido extrato pela população. Embora estas descobertas sejam 

promissoras, são necessárias mais investigações para aprofundar os mecanismos subjacentes e 

os potenciais benefícios ou riscos terapêuticos associados ao uso crônico dessa planta. 

A análise fitoquímica da Cissus verticillata mostrou que as folhas possuem 

flavonoides (vicenina-2, orientina, luteolina-7-O-rutinosídeo e apigenina-7-O-rutinosídeo) que 

apresentam ação antioxidante (Brunetti et al., 2013) e atividades anti-inflamatórias (Choy et 

al., 2019). Liu et al. (2015) mostraram que a orientina apresentou efeitos do tipo antidepressivo 

em modelos animais de depressão induzidos por estresse crônico imprevisível, potencialmente 

via ação em neurotransmissores, estresse oxidativo e neuroplasticidade. Aqui, porém, a Cissus 

verticillata, que contém orientina, não apresentou efeitos na emocionalidade.  

Convergente com nossos dados, no entanto, Guo et al. (2018) mostraram que ratos 

tratados com orientina tiveram melhora da dor em modelos de cirurgia para dor neuropática. 

Em outro estudo, foi demonstrado que a orientina atua via inibição do receptor do tipo toll 4 

(TLR4, do inglês Toll Like Receptor 4), um receptor-chave na dor neuropática (Bruno et al., 

2018). Os outros dois compostos flavonoides — a saber: a luteolina-7-O-rutinosídeo e 
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apigenina-7-O-rutinosídeo — carecem de evidência acerca de seus potenciais efeitos no 

comportamento ou dor. Avaliando os potenciais alvos dessas biomoléculas via o website 

http://www.swisstargetprediction.ch, observamos que a luteolina-7-O-rutinosídeo pode ter 

como alvo a enzima acetilcolinesterase, e a apigenina-7-O-rutinosídeo, o receptor de adenosina 

1A. Novos estudos podem explorar melhor essa relação. 

Outro grupo de moléculas presentes no extrato da Cissus verticillata são alguns 

polifenóis (ácido clorogênico), que possuem atividade antioxidante, anti-inflamatória e 

antialérgica (Pandey; Rizvi, 2009), potenciais vias de desfecho terapêutico. O ácido clorogênico 

(CGA), que é formado pela condensação do ácido cafeico com o ácido quínico, está 

amplamente presente na natureza e é um dos polifenóis mais abundantes na dieta humana (El-

Seedi et al., 2012), em especial nas plantas, frutas e vegetais. Por exemplo, o grão ainda verde 

do café apresenta altas concentrações de ácido clorogênico, porém parte dessa quantidade é 

perdida durante o processo de produção comercial do grão, fazendo com que os níveis de ácido 

clorogênico em uma xícara de café de 200 ml variem de 70 a 350 mg (Clifford, 2000).  

Embora a relevância clínica desse dado ainda seja pouco entendida, o ácido 

clorogênico vem demonstrando potenciais efeitos benéficos em modelos pré-clínicos. Ye et al. 

(2021) mostraram que camundongos C57Bl/6 alimentados com dieta rica em gordura saturada 

e tratados diariamente com 150 mg/kg de ácido clorogênico durante 20 semanas apresentaram 

redução no ganho de peso após quatro semanas de tratamento quando comparados aos animais 

do grupo que recebeu apenas dieta rica em gordura. Nos camundongos alimentados com dieta 

rica em gordura, o ganho de peso reduzido daqueles que receberam ácido clorogênico foi 

atribuído principalmente a uma redução significativa na massa de gordura total que incluiu 

tecido adiposo subcutâneo e visceral. O consumo calórico não diferenciou entre os grupos.  

Adicionalmente, os autores demonstraram que os animais que receberam o ácido 

clorogênico mostraram redução em prejuízos no metabolismo da glicose, possivelmente por o 

tratamento atenuar vias pró-inflamatórias (Ye et al., 2021). Em nosso estudo, os animais 

tratados com o extrato da Cissus verticillata, que contém ácido clorogênico, não apresentaram 

mudanças significativas no que diz respeito aos parâmetros metabólicos quando comparados 

aos seus controles na dieta hipercalórica. Não obstante, o ácido clorogênico pode ter contribuído 

para a reversão do aumento da alodinia observado no presente estudo. Em uma revisão sobre 

os potenciais efeitos na modulação da dor, Bagdas et al. (2020) mostraram dados apontando 

que o ácido clorogênico parece atuar em cascatas inflamatórias importantes da dor neuropática, 

http://www.swisstargetprediction.ch/
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como, por exemplo, via inibição do TNF-a, NF-kB e MAPK, podendo ser potencialmente as 

vias pelas quais o extrato da C. verticillata atuou. 

Outro composto presente no extrato da C. verticillata é a cumarina, um fenólico natural 

encontrado em alimentos de origem vegetal, como frutas cítricas, tomates, vegetais e chá verde. 

Apesar de tóxica, a exposição humana diária total à cumarina gira em torno de 0,06 mg/kg/dia, 

dose considerada segura. Além disso, estima-se que nenhum efeito adverso foi relatado em 

espécies susceptíveis à cumarina em resposta à dose cem vezes maior que a dose máxima de 

humanos (Lake, 1999).  

Em termos terapêuticos, estudos indicam que a cumarina possui atividades 

antibacterianas, antivirais, vasodilatadoras, antimutagênicas, antioxidantes e anticancerígenas 

(Murat et al., 2011). No Brasil, os anticoagulantes orais aprovados pela ANVISA são da classe 

das cumarinas (varfarina e a fenprocumona) (Suarez-Kurtz; Botton, 2015). Em modelos pré-

clínicos, a cumarina apresentou efeitos capazes de atenuar o ganho de peso em animais C57Bl/6 

alimentados com dieta hipercalórica após oito semanas de tratamento (Um et al., 2013). No 

comportamento, os dados são escassos. No entanto, no que diz respeito à dor, dados pré-clínicos 

mostram potenciais efeitos de um derivado da cumarina chamado “muralatin L”, que pode 

ativar especificamente o canal do potencial do receptor transitório do nociceptor vaniloide 1 

(TRPV1) e reverter a dor inflamatória em camundongos (Wei et al., 2015). Dado seu 

componente tóxico, propomos que, ao passar para o desenvolvimento de um fitoterápico, a C. 

verticillata seja submetida a uma etapa de descumarinização, para que a cumarina seja 

removida. Além disso, o uso crônico da planta (em chás) pode apresentar risco. 

Por fim, outro composto presente no extrato da C. verticillata é o triptofano, o 

aminoácido mais prevalente e que desempenha um papel significativo na biossíntese de 

proteínas em corpos humanos animais. Além de sua incorporação em proteínas, o triptofano é 

metabolizado em rotas diferentes e produz componentes biologicamente importantes, em 

especial a serotonina e a melatonina (Höglund et al., 2019). O triptofano é parte importante da 

dieta humana e desempenha um papel essencial em sistemas cerebrais, respostas fisiológicas 

ao estresse, respostas inflamatórias, sistemas oxidativos e na saúde gastrointestinal (Davidson 

et al., 2022). A nível cerebral, uma dieta rica em triptofano foi capaz de atenuar os efeitos 

deletérios do estresse crônico imprevisível em camundongos, melhorando a neuroinflamação, 

aumentando a expressão de BDNF e melhorando o metabolismo energético mitocondrial 

(Wang et al., 2022). 
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Coletivamente, nossos resultados reproduzem as comorbidades encontradas no DM1 

(diminuição da massa corporal, comportamento anedônico, comportamento do tipo ansioso e 

aumento da sensibilidade à dor) e DM2 (ganho de peso, intolerância à glicose, aumento da 

glicemia basal, comportamento do tipo ansioso e aumento da sensibilidade à dor). Além disso, 

nossos achados sugerem que o tratamento com Cissus verticillata nas doses de 30 e 300 mg/kg 

não tem efeitos hipoglicêmicos, ansiolíticos ou antidepressivos nesses modelos. No entanto, 

nossos achados sugerem que Cissus verticillata é capaz de melhorar o limiar de sensibilidade à 

dor. Dada a sua importância no tratamento da dor neuropática, uma preocupação prevalente 

entre os indivíduos com diabetes, estes resultados abrem caminho para o potencial 

desenvolvimento de um medicamento botânico, validando ainda mais o uso tradicional desse 

extrato pela população. Embora estas descobertas sejam promissoras, são necessárias mais 

investigações para aprofundar os mecanismos subjacentes e os potenciais benefícios ou riscos 

terapêuticos associados ao uso crônico dessa planta. 
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4 AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES METABÓLICAS, COMPORTAMENTAIS E 

NEUROQUÍMICAS INDUZIDAS POR DIETA RICA EM GORDURA SATURADA 

E FRUTOSE EM UM MODELO ANIMAL DE HIPERCOLESTEROLEMIA 

FAMILIAR E EM ANIMAIS SELVAGENS 

 

Aqui, usando uma abordagem que mescla efeitos ambientais e genéticos, buscamos 

aprofundar o conhecimento acerca dos efeitos de disfunções metabólicas, como a 

hipercolesterolemia, em desfechos comportamentais, visando encontrar correlações cerebrais 

tanto em nível neuroquímico quanto em nível morfológico, em animais tratados com dieta rica 

em gordura saturada e frutose. 

 

4.1  INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos cinquenta anos, a prevalência de pessoas com obesidade aumentou em 

níveis pandêmicos, e as mudanças no comportamento alimentar, como o aumento do consumo 

de alimentos hipercalóricos — bebidas açucaradas e alimentos ricos em gorduras saturadas —, 

surgem como um dos principais responsáveis por esses números (Blüher, 2019). Também 

conhecidos como ultraprocessados, esses alimentos possuem baixo valor nutricional e, por 

serem palatáveis, são ingeridos em quantidades excessivas, favorecendo um balanço energético 

positivo e, em última instância, o ganho de peso (Malik et al., 2006). No Brasil, dados 

epidemiológicos apontam que o consumo de calorias provenientes de alimentos 

ultraprocessados é de aproximadamente 20% (Louzada et al., 2023). No entanto, em alguns 

países do mundo, alimentos como esses representam uma porcentagem significativa da dieta da 

população. Por exemplo, nos Estados Unidos, Canadá e Reino Unido, estima-se que cerca de 

50 a 60% do conteúdo energético diário venha de alimentos ultraprocessados (Martínez et al., 

2016; Moubarac et al., 2017; Rauber et al., 2018). 

Além de sobrepeso e obesidade, um padrão dietético rico em gordura saturada e 

açúcares refinados pode favorecer o desenvolvimento de outras condições potencialmente 

nocivas à saúde, como diabetes, problemas cardiovasculares e dislipidemias. A 

hipercolesterolemia, uma forma de dislipidemia, é caracterizada por aumento da concentração 

de colesterol LDL no sangue e apresenta-se como fator de risco independente para desfechos 

cardiovasculares (Ference et al., 2017; Borén et al., 2020), como doenças coronarianas, 
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cerebrovasculares e infartos, problemas que mais levam pessoas ao óbito no mundo há pelo 

menos trinta anos (Roth et al., 2020).  

Além dos problemas bem conhecidos atrelados à hipercolesterolemia, evidências 

provenientes de estudos observacionais longitudinais realizados nas últimas décadas têm 

demonstrado a hipercolesterolemia como um fator de risco precoce para declínio cognitivo e 

demência. Por exemplo, em uma meta-análise envolvendo mais de vinte mil participantes, os 

dados apontam que pessoas com colesterol total aumentado apresentaram duas vezes mais 

riscos de desenvolver Doença de Alzheimer quando comparadas ao grupo com colesterol 

normal (Anstey et al., 2017). Dada sua importância, diversos grupos de pesquisa têm se 

debruçado para entender como o colesterol (e seu excesso) tem influência sobre as funções 

cerebrais. Por exemplo, nosso grupo mostrou que camundongos Swiss alimentados com dieta 

rica em colesterol (1,25%) apresentaram aumento na atividade da enzima acetilcolinesterase e 

déficits na memória dependente de hipocampo (Moreira et al., 2014).  

Uma das formas de estudar os efeitos crônicos do colesterol no SNC é por meio de 

pacientes que apresentam Hipercolesterolemia Familiar (HF), uma doença genética 

autossômica dominante caracterizada por níveis elevados de colesterol plasmático, em especial 

o LDL (Lui; Lee; Tan, 2020). Zambón et al. (2010) mostraram maior incidência de 

comprometimento cognitivo leve na HF. Em um estudo de coorte, os pacientes com 

hipercolesterolemia familiar mostraram uma alta incidência de comprometimento cognitivo 

leve em comparação àqueles sem hipercolesterolemia familiar (21,3% vs. 2,9%). Em outro 

estudo de coorte retrospectivo com mais de 1,8 milhão de pessoas, Iwagami et al. (2021) 

mostraram que o colesterol LDL elevado na meia idade está modestamente associado com o 

risco de demência dez anos depois, e sugeriram que o colesterol LDL deve ser adicionado à 

lista de fatores de risco para demência. Embora esses dados mostrem associação entre HF e 

disfunções comportamentais, os mecanismos pelos quais isso acontece ainda permanecem 

relativamente desconhecidos. Em laboratório, significativos avanços foram possibilitados pelo 

modelo animal de HF, o camundongo nocaute para o receptor LDL (LDLr-/-).  

O camundongo LDLr-/- foi desenvolvido e descrito por Ishibashi e colaboradores no 

ano de 1993 e tem como mecanismo a deleção no gene que codifica o receptor de LDL. Como 

resultado, os animais não apresentam a produção do receptor LDL, impossibilitando que a 

célula detecte a quantidade plasmática de colesterol, favorecendo sua síntese. Em última 

instância, os animais apresentam níveis elevados de colesterol plasmático, especialmente o 
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colesterol LDL, semelhante aos indivíduos com HF. A título de exemplo, os níveis de colesterol 

plasmático em camundongos LDLr-/- ficam em torno de 250 mg/dL em uma dieta regular (duas 

a três vezes mais que um animal do tipo selvagem).  

Diversos estudos da literatura apontam que esses animais apresentam déficits em 

funções comportamentais, como deficiência na memória, aumento do comportamento do tipo 

depressivo e ansioso, além de disfunções em inúmeros marcadores neurofisiológicos, como o 

aumento de citocinas pró-inflamatórias, da permeabilidade da barreira hematoencefálica, 

estresse oxidativo, dentre outros (de Oliveira et al., 2024). Em termos comportamentais, Mulder 

et al. (2004) foram os primeiros a observar que camundongos LDLr-/- apresentam problemas 

na memória em testes de memória espacial e de trabalho. Vários estudos subsequentes 

confirmaram esse prejuízo e sugeriram potenciais mecanismos para esse déficit. Por exemplo, 

nosso laboratório mostrou que camundongos LDLr-/- de meia-idade são mais suscetíveis a 

déficit de memória de curto e longo prazo no Teste de Esquiva Inibitória do tipo step-down, o 

que parece estar associado ao aumento da atividade da enzina acetilcolinesterase (AChE) no 

córtex pré-frontal de camundongos (Moreira et al., 2012). Já Thirumangalakudi et al. (2008) 

mostraram que camundongos LDLr-/- apresentam prejuízos na memória espacial, associado ao 

aumento de marcadores neuroinflamatórios. Adicionalmente, nosso grupo mostrou que o 

comprometimento comportamental em camundongos LDLr-/- foi acompanhado por uma 

exacerbação da apoptose neuronal em regiões cerebrais relacionadas à formação de memória, 

mas não por alterações no processamento ou nos níveis de β-amiloide (de Oliveira et al., 2020), 

um peptídeo relacionado com a neurobiologia da Doença de Alzheimer. Nesse sentido, o animal 

LDLr-/- apresenta inúmeras vantagens para o estudo sobre os efeitos crônicos da 

hipercolesterolemia no SNC, potencialmente permitindo o desenvolvimento de novos fármacos 

para os pacientes com HF. 

 

4.2  OBJETIVOS 

 

4.2.1  Objetivo geral 

 

Analisar a susceptibilidade comportamental, metabólica e neuroplástica de 

camundongos LDLr-/-, em comparação com camundongos C57Bl/6 do tipo selvagem, à dieta 

rica em açúcares e gorduras saturadas. 



75 

 

 

 

4.2.2  Objetivos específicos 

 

Avaliar os parâmetros: 

a) Metabólicos: 

- Acompanhamento da massa corporal dos animais. 

- Mensuração da massa de gordura visceral dos animais. 

- Medidas da concentração plasmática de colesterol total e glicose. 

- Mensuração indireta da secreção da insulina por meio do Teste de Tolerância à 

Glicose. 

 

b) Comportamentais: 

- Locomoção espontânea e comportamento do tipo ansioso no Teste do Campo Aberto. 

- Avaliação do comportamento do tipo depressivo via Teste do Nado Forçado. 

- Avaliação da memória dependente de hipocampo no Teste do Reconhecimento de 

Objeto. 

- Mensuração da memória aversiva no Teste de Esquiva Inibitória do tipo step-down. 

 

c) Neuroquímicos: 

- Quantificação do imunoconteúdo das proteínas do hipocampo que estão envolvidas 

na via de síntese proteica (mTOR, ATF-4, GSK-3β, eIF2-α e p70S6K) na versão normal e 

fosforilada por meio da técnica de Western Blotting. 

- Quantificação do imunoconteúdo das proteínas do hipocampo que estão envolvidas 

na plasticidade sináptica (GluA1, PSD-95, Sinapsina) por meio da técnica de Western Blotting. 

- Mensuração das espinhas dendríticas de neurônios localizados na região do giro 

denteado do hipocampo. 

 

4.3  ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos C57Bl/6 e animais nocautes para o gene do receptor 

de lipoproteína de baixa densidade (designados LDLr-/-) machos com três meses de idade no 

início dos protocolos. Casais de camundongos LDLr-/- foram gentilmente cedidos pelo 
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Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de 

Campinas, Brasil, sendo mantida uma colônia de reprodução e manutenção em nosso 

laboratório de pesquisa na UFSC. Os progenitores foram adquiridos do Jackson Laboratories 

(Bar Harbor, Maine, EUA).  

Inicialmente os animais foram alojados em gaiolas coletivas, mantidos em um 

ambiente de temperatura controlada entre 22 e 24 graus, de acordo com recomendações do Guia 

Brasileiro de Criação e Utilização de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa Científica 

do CONCEA (Resolução Normativa 13, 2013). Todos os animais tiveram livre acesso a água e 

comida. O ciclo de luminosidade claro/escuro foi de 12h, iniciando o ciclo claro às 6h da manhã. 

Todos os procedimentos utilizados no presente estudo foram previamente aprovados pelo 

Comitê de Ética para o uso de Animais (CEUA/UFSC), de acordo com a Lei Federal 11.794, 

de 2008, sob o número 5875220419. 

Em todos os delineamentos experimentais, de todas as seções da presente tese, onde 

constar a administração de fármacos e/ou drogas por meio da via intraperitoneal (i.p.), um 

volume de administração de 0,1 mL por 10 gramas de peso corporal dos animais foi respeitado. 

Os animais foram monitorados em suas gaiolas-moradias diariamente e, na presença de sinais 

clínicos indicativos de dor ou estresse (e.g., ambulação prejudicada, não permitindo aos animais 

acesso a comida e água; excessiva perda de peso; prolongada dificuldade de se manter na 

posição vertical, dentre outros sinais indicativos de um estado moribundo), os animais foram 

imediatamente excluídos do estudo, sendo realizada a eutanásia destes (humane endpoint), de 

acordo com Stokes (2002). Nestes casos, os animais foram eutanasiados por meio de 

administração de dose excessiva de uma mistura dos anestésicos cetamina (150 mg/kg; i.p.) e 

xilazina (30 mg/kg; i.p.). A análise dos parâmetros de eutanásia humanitária teve como base o 

documento ENV/JM/MONO(2000) da OECD “GUIDANCE DOCUMENT ON THE 

RECOGNITION, ASSESSMENT, AND USE OF CLINICAL SIGNS AS HUMANE ENDPOINTS 

FOR EXPERIMENTAL ANIMALS USED IN SAFETY EVALUATION”.  
 

4.4  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para indução de perturbações metabólicas, os animais foram submetidos a uma dieta 

rica em gordura saturada (60%) e frutose na água de beber (10% p/v), designada aqui pela sigla 

HFFD (High-Fat-Fructose Diet, na sigla em inglês). Camundongos C57Bl/6 ou LDLr-/- com 
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três meses de idade foram divididos em quatro grupos experimentais: controle (dieta padrão e 

HFFD) e LDLr-/- (dieta padrão e HFFD). Os animais HFFD foram submetidos à dieta 

hiperlipídica (60%) mais solução de frutose na água (10% p/v) por 36 dias. No dia 30, iniciou-

se uma bateria de testes comportamentais composta pelo Teste do Campo Aberto, Teste do 

Reconhecimento de Objeto, Teste do Nado Forçado e Teste da Esquiva Inibitória do tipo step-

down. Um dia após o último teste, os animais foram submetidos a um jejum de 6h e, 

posteriormente, submetidos ao Teste de Tolerância à Glicose (GTT). Um dia após esse teste, 

novamente após jejum de 6h, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (80 

mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; i.p.) para coleta de sangue e de tecidos. Em uma das levas 

experimentais, os tecidos foram endereçados aos procedimentos que envolviam quantificação 

das proteínas pré-sinápticas envolvidas na cascata de síntese proteica. Em outra leva 

experimental, os tecidos foram endereçados para a realização das análises morfológicas. 

 
Figura 14. Desenho experimental: efeitos de uma dieta hipercalórica em animais LDLr-/-. 

 

4.5 EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS, METABÓLICOS E NEUROQUÍMICOS 

 

Para todos os parâmetros comportamentais analisados, ressalta-se que os 

pesquisadores estavam em uma sala separada avaliando o comportamento dos animais por meio 

de uma webcam colocada na sala experimental e completamente cegos aos grupos 

experimentais. Os experimentos foram realizados no horário da manhã, entre 9 e 12h, em uma 

sala com temperatura controlada em 22 graus e com luminosidade em torno de 20-30 lux (luz 

vermelha). 
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4.5.1  Teste do Campo Aberto 

 

O campo aberto foi usado para avaliar as atividades locomotoras e exploratórias 

induzidas por um novo ambiente. O aparelho, feito de madeira e revestido com fórmica 

impermeável, tinha 50 cm de largura × 50 cm de profundidade × 40 cm de altura. Cada 

camundongo foi colocado no centro do campo aberto e permitiu explorar o aparelho por 5 

minutos livremente. Foram avaliados os seguintes parâmetros comportamentais: % de 

cruzamentos no centro, tempo no centro e número total de cruzamentos. 

 

4.5.2  Teste do Reconhecimento de Objeto 

 

Mamíferos, em geral, são naturalmente curiosos e atraídos por novidades. Neste teste 

não há reforços positivos ou negativos, afere-se a preferência natural por novos objetos. O 

aparato utilizado foi um campo aberto. O procedimento consistiu em três sessões de habituação 

ao campo aberto com duração de 5 minutos por 3 dias seguidos, na qual o animal foi colocado 

no aparato para livre exploração. Após 24 horas do último dia de habituação, os animais foram 

reexpostos ao campo aberto por 5 minutos com a presença de dois objetos idênticos (treino). 

Nesse momento, foi registrado o tempo de exploração de cada um dos objetos colocados na 

caixa. Após o treino, os animais retornaram à sua caixa-moradia e aguardaram até o momento 

do teste, 30 minutos após o treino. No momento do teste, um dos objetos foi trocado, e foi 

registrado o tempo de exploração de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos foram 

considerados como exploração do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm 

de distância. Esse tempo de exploração dos objetos foi utilizado para o cálculo do índice de 

reconhecimento dos objetos, utilizado como parâmetro de memória. 

 

4.5.3  Teste do Nado Forçado 

 

O Teste do Nado Forçado é um teste comportamental em roedores usado para 

avaliação de medicamentos antidepressivos, eficácia antidepressiva de novos compostos e 

manipulações experimentais que visam tratar ou prevenir estados semelhantes aos depressivos. 

Os camundongos são colocados em um recipiente (30 cm de altura × 20 cm de diâmetro) com 

água (15 cm de profundidade) durante 5 minutos. O tempo para a primeira imobilidade e o 
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tempo total de imobilidade foi registrado manualmente por um observador experiente (Can et 

al., 2012). 

 

4.5.4  Teste da Esquiva Inibitória do tipo step-down 

 

A memória espacial de curto e longo prazo foi avaliada por meio do modelo de esquiva 

inibitória. Nesta tarefa, o animal aprende a relacionar a descida de uma plataforma com um leve 

e não lesivo choque nas patas. Na segunda exposição à caixa, espera-se que o animal apresente 

um comportamento de esquiva, com ausência de exploração. O teste foi realizado com um 

protocolo anteriormente usado em nosso laboratório. O aparato consiste em uma caixa de 

acrílico medindo 50 × 25 × 25 cm. Parte do chão do aparato possui uma grade com barras de 

bronze com 1 mm de diâmetro, com espaçamento de 1 cm entre elas. Uma plataforma em 

acrílico com 10 cm2 de superfície e 2 cm de altura foi colocada no centro do assoalho. O animal 

foi posto sobre a plataforma e sua latência para descer sobre a grade (com as quatro patas) foi 

cronometrada. Na sessão de treino, imediatamente após o animal descer sobre a grade, ele é 

estimulado com um leve choque nas patas (0,3 mA) durante 2,0 segundos. Cada animal foi 

testado 1,5 h após o treino para avaliação de memória de curta duração e 24 h após o treino para 

avaliação de memória de longa duração, realizando-se o mesmo procedimento, mas omitindo-

se o choque, sendo também cronometrado o tempo que o animal demora a descer da plataforma.  

 

4.5.5  Parâmetros metabólicos 

 

A tolerância à glicose foi avaliada após seis horas de jejum calórico (das 06:00 às 

12:00) e uma injeção i.p. de 2 g/kg de glicose (Sigma Aldrich). A glicose no sangue foi retirada 

através de um pequeno corte na ponta da cauda após 0, 15, 30, 60 e 120 minutos usando um 

glicosímetro (Accu-check, Roche Diagnostic). A área sob a curva para glicose no sangue 

(AUC) foi calculada após a normalização pelos valores de linha de base (tempo 0). O colesterol 

total foi medido no plasma por meio do kit enzimático de acordo com as instruções do fabricante 

(Gold Analisa Diagnóstica Ltda, Brasil). Os resultados foram expressos em mg/dL. Os níveis 

de insulina no plasma em jejum foram quantificados pelo sistema AlphaLisa® (PerkinElmer, 

Waltham, MA, EUA, cat. No. AL204) de acordo com as instruções do fabricante. 
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4.5.6  Imunodetecção de proteínas por meio da técnica de Western Blotting 

 

Em uma das levas experimentais, os tecidos hipocampais dos animais (n = 8 por grupo) 

foram homogeneizados mecanicamente em 400 μL de tampão de homogeneização (Tris 50 mM 

pH 7,0, EDTA 1 mM, fluoreto de sódio 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-

100 1%, glicerol 10% e Coquetel inibidor de proteases). O material lisado foi centrifugado 

(10000 × g por 10 min, a 4 ºC) para a eliminação de restos celulares, e o sobrenadante (300 μl) 

diluído 1/1 (v/v) em solução (Tris 100 mM pH 6,8, EDTA 4 mM, SDS 8%) foi aquecido a 100 

ºC por 5 min.  

Após homogeneização, retirou-se uma alíquota para a dosagem de proteínas. Em 

seguida adicionou-se em uma proporção de 25:100 (v/v) a solução de diluição de amostra 

(glicerol 40%, Tris 25 mM e azul de bromofenol, pH 6,8), finalizando o procedimento com 

adição de β-mercaptoetanol 8%. As proteínas (60 μg de proteína total/poço) foram separadas 

por eletroforese em gel de poliacrilamida (concentração 6% de acrilamida) contendo SDS 

(SDSPAGE) e gel de entrada com 4% de acrilamida. Em seguida, as proteínas foram 

transferidas para as membranas de nitrocelulose.  

Para verificar a eficiência do processo de transferência, as membranas foram coradas 

com Ponceau 0,5% em ácido acético 1%. Na sequência, as membranas foram bloqueadas 

durante 1 hora com leite desnatado 5% (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). O imunoconteúdo 

das formas total e fosforilada de mTOR (Ser2448) e p70S6K (Thr389), bem como de PSD-95, 

GluA1, Sinapsina e GSK-3β, foi identificado por meio do uso de anticorpos específicos. A β-

actina foi utilizada como controle de carga. As membranas foram incubadas com o anticorpo 

de interesse overnight a 4 ºC em agitação constante.  

No dia seguinte, para a detecção dos imunocomplexos, as membranas foram incubadas 

por 1 hora com anticorpo secundário conjugado com peroxidase (1:5000) e a imunorreatividade 

das bandas foi revelada por quimiluminescência com o reagente ECL (GE Healthcare, Chicago, 

Illinois, EUA), segundo especificações do fabricante e com o uso do equipamento de revelação 

Chemidoc® (Bio-Rad Laboratories). Os níveis de fosforilação de mTOR e p70S6K foram 

determinados pela razão da densidade óptica (DO) da banda fosforilada sobre a DO da banda 

total. O imunoconteúdo de PSD-95, GluA1, Sinapsina e GSK-3β foi determinado pela razão da 

DO das bandas pela DO da banda de β-actina. A DO das bandas foi quantificada usando Image 

Lab software® 4.1 (Bio-Rad Laboratories). 



81 

 

 

 

4.5.7  Processamento do encéfalo para a impregnação com Golgi 

 

Em outra leva experimental, os animais (n = 5-7 por grupo) foram anestesiados com 

uma injeção intraperitoneal (i.p.) de xilazina (8 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg) e perfundidos 

transcardialmente com cloreto de sódio a 0,9% (NaCl) seguido por uma solução de 4% 

paraformaldeído (PFA). Após a perfusão, os encéfalos foram prontamente removidos da caixa 

craniana, colocados em frascos contendo 20 mL de solução Golgi-Cox e ficaram armazenados 

no escuro à temperatura ambiente por 15 dias para impregnação e marcação neuronal, conforme 

a técnica de Golgi (Gibb; Kolb, 1998; Kannangara et al., 2014; Risher et al., 2014).  

Após esse período, os encéfalos foram transferidos para uma solução de sacarose a 

30%. Posteriormente à saturação em sacarose, seções coronais de 200 μm de espessura em série 

foram obtidas em um vibratomo (Vibratome®, Série 1000, St. Louis, MO, EUA). Em seguida 

as fatias foram montadas em lâminas gelatinizadas a 2% e ficaram em uma câmara escura por 

48 horas. Depois desse tempo, as amostras foram submetidas a uma sequência de desidratação: 

água destilada (1 min), hidróxido de amônio (30 minutos), água destilada (1 min), Kodafix (30 

min), água destilada (1 min), 50% etanol (1 min), 70% de etanol (1 min), 95% etanol (1 min), 

100% etanol (10 min), 100% etanol / xilol (1:1 por 10 min) e xilol (20 min) (Kannangara et al., 

2014). Todas as lâminas foram armazenadas no escuro.  

 

4.5.8  Análise de Sholl 

 

A quantificação do número e comprimento das ramificações dos neurônios granulares 

do giro denteado do hipocampo (GD) foi avaliada usando a análise de Sholl, esses parâmetros 

foram obtidos analisando as ramificações contidas dentro de intervalos concêntricos de 10 μm 

(Gensel et al., 2010). Tendo o soma como ponto de referência, foram analisados o número de 

intersecções por raio, a média do número total de intersecções e o comprimento do dendrito 

(distância máxima do soma até o final dos dendritos). Foram selecionados aleatoriamente de 

cada animal 5 neurônios localizados na região do GD do hipocampo, para cada grupo 

experimental (n = 4-7 por grupo). Os neurônios com menores sobreposições com outros 

neurônios e com o maior número de ramificações dendríticas visíveis foram selecionados para 

análise. As fatias foram analisadas utilizando um Microscópio Invertido IX43 com uma 
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ampliação de 40×. Para a análise de Sholl, foi utilizado o plugin “Simple Neurite Tracer” do 

software Image J (Ferreira et al., 2014), em que os dendritos dos neurônios foram manualmente 

traçados e a partir destes foi realizada a análise automatizada pelo software, criando 

circunferências a partir do centro do soma e obtendo uma representação em 3D do neurônio 

traçado, possibilitando obter a quantificação e comprimento dos prolongamentos e a intersecção 

deles com as circunferências geradas. 

 

4.6  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados são expressos como média + erro padrão da média (EPM). As análises 

estatísticas foram realizadas por meio de Análise de Variância (ANOVA) de duas vias (fatores: 

modelo, tratamento), com medidas repetidas quando apropriado. Após efeitos de interação 

significativos, testes post-hoc foram realizados (Teste de Newman-Keuls). O tempo de latência 

no Teste de Esquiva Inibitória do tipo step-down não obedece a uma distribuição normal e não 

preenche completamente a suposição de homocedasticidade com a imposição de um teto para 

a resposta subsequente. Dessa forma, para análise dos dados contínuos de distribuição não 

normal, realizamos uma análise não paramétrica através do Teste de Kruskal Wallis. Para 

comparação dos tempos de latência de descida da sessão treino vs. o teste (medidas 

dependentes) envolvendo o mesmo animal, foi analisado pelo Teste da Soma de Postos de 

Wilcoxon, um teste não paramétrico equivalente ao teste-t pareado. O nível de significância 

aceito para todos os testes foi p≤0,05. 

 

4.7  RESULTADOS 

 

Camundongos C57Bl/6 com três meses de idade foram divididos em quatro grupos 

experimentais: controle (dieta padrão e HFFD) e LDLr-/- (dieta padrão e HFFD). Os animais 

HFFD foram submetidos a uma dieta hiperlipídica (60%) e uma solução de frutose diluída na 

água de beber (10% p/v) por 36 dias.  

Em relação à parte metabólica, a ANOVA de duas vias não indicou efeitos 

significativos no delta da massa corporal (Fig. 15A). No entanto, os animais alimentados com 

HFFD apresentaram maior concentração de gordura visceral quando comparados aos seus 

respectivos controles [efeito dieta F (1,32) = 38,36, p=0,00000]. Além disso, a ANOVA de duas 
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vias indicou efeitos significativos para o fator linhagem, mostrando que animais do genótipo 

LDLr-/- apresentam menor peso de gordura visceral quando comparados aos animais controles 

[F (1,32) = 22,28, p=0,00004; Fig. 15B]. Como esperado, no que diz respeito aos níveis de 

colesterol total, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para dieta [F (1,32) = 

35,975, p=0,00000] e linhagem [F (1,32) = 320,67, p=0,0000], evidenciando que tanto os 

animais alimentados com HFFD, quanto os animais LDLr-/-, apresentaram aumento de 

colesterol plasmático quando comparado aos seus respectivos controles (Fig. 15C).  

Em relação ao metabolismo da glicose, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo para linhagem na glicose basal [F (1,32) = 6,37, p=0,01675], mostrando que os 

animais LDLr-/- apresentam aumento desse parâmetro quando comparado aos seus controles 

(Fig. 15D). No Teste de Tolerância à Glicose, a ANOVA de duas vias indicou um efeito 

principal para dieta [F (1,32) = 12,168, p=0,00144], linhagem [F (1,32) = 7,5765, p=0,00966], 

para repetição [F (4,128) = 657,11, p=0,0000], bem como para interação entre repetição e dieta 

[F (4,128) = 6,0993, p=0,00016]. A análise post-hoc entre os grupos mostrou que os animais 

LDLr-/- e C57Bl/6 alimentados com HFFD apresentaram maiores concentrações de glicose nos 

tempos 30 e 60, quando comparados com os seus respectivos controles. Ainda em relação aos 

parâmetros de glicose, a ANOVA de duas vias indicou efeito significativo para o fator dieta na 

área sob a curva [F (1,32) = 20,934, p=0,00007; Fig. 15F], indicando que esses animais 

apresentam dificuldade em lidar com uma carga de glicose. 
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Figura 15. Alterações metabólicas e comportamentais induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura 
saturada e frutose (HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Delta da massa corporal (A), gordura 
visceral (B), colesterol (C), glicose basal, curva de tolerância à glicose e área sob a curva (D, E e F). Os dados são 
expressos como média + EPM (n = 8-10 animais por grupo). “@” denota efeito principal para dieta (p≤0,05), “#” 
denota efeito principal do genótipo (p≤0,05) e “*” indica p≤0,05 vs. grupo alimentado com HFFD (ANOVA de 
duas vias e Teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

No que se refere aos testes comportamentais, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo para linhagem nos cruzamentos totais avaliados durante o Teste do Campo Aberto 

[F (1,32) = 19,914, p=0,00009], evidenciando que esses animais apresentam comportamento 

de hiperlocomoção (Fig. 16A). Além disso, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo 

para a dieta [F (1,32) = 5,5345, p=0,02496] e linhagem [F (1,32) = 12,881, p=0,00109] na 

redução da porcentagem de cruzamentos no centro, mostrando que tanto os animais tratados 

com HFFD quanto os animais LDLr-/- apresentam comportamento do tipo ansioso (Fig. 16B). 

Adicionalmente, observou-se efeito significativo para linhagem [F (1,32) = 21,568, 

p=0,00006], dieta [F (1,32) = 7,8633, p=0,00850] e interação entre linhagem e dieta [F (1,32) 

= 5,7716, p=0,02226] na redução do tempo no centro do aparato experimental. As comparações 

post-hoc subsequentes revelaram menor tempo no centro em camundongos C57Bl/6 
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alimentados com HFFD e em camundongos LDLr-/- com dieta padrão quando comparado ao 

animal controle alimentado com dieta padrão (p<0,005; Fig. 16C).  

 

 
Figura 16. Alterações comportamentais induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Cruzamentos totais (A), % dos cruzamentos no centro 
(B), tempo no centro (C), habituação ao campo aberto (D), latência e tempo para a imobilidade (E e F), índice de 
reconhecimento no treino e no teste (G e H, respectivamente). Os dados são expressos como média + EPM (n = 8-
10 animais por grupo). “@” denota efeito principal para dieta (p≤0,05), “#” denota efeito principal do genótipo 
(p≤0,05) e “*” indica p≤0,05 vs. C57Bl/6 dieta padrão e vs. 50% (teste-t) na figura H, “&” indica p≤0,05 LDLr-/- 
HFFD vs. C57Bl/6 DP e “$” indica p≤0,05 LDLr-/- HFFD vs. C57Bl/6 HFFD. (ANOVA de duas vias e Teste 
post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Ainda sobre os testes comportamentais, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo para dieta [F (1,32) = 8,5119, p=0,00640] na latência para imobilidade (redução 

da latência para a primeira imobilidade) avaliada no Teste do Nado Forçado, mostrando que os 

animais de ambas as linhagens que foram alimentados com HFFD apresentaram indícios de 

comportamento do tipo depressivo. No entanto, ainda no mesmo teste, a ANOVA de duas vias 

indicou efeito significativo para linhagem [F (1,32) = 44,723, p=0,00000] e dieta [F (1,32) = 

16,383, p=0,00031], no aumento do tempo total de imobilidade, evidenciando que tanto os 

animais da linhagem LDLr-/- quanto os animais alimentados com HFFD apresentaram 

comportamento do tipo depressivo (Fig. 16F). 

Para avaliar a memória dependente de hipocampo, realizamos o Teste do 

Reconhecimento de Objeto. No entanto, antes do teste em si, habituamos os animais no aparato 
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experimental para minimizar o fator novidade no contexto. Em relação à locomoção durante os 

três dias de habituação, a ANOVA de duas vias mostrou efeito da linhagem [F (1,32) = 17,778, 

p=0,00019] e repetição [F (2,64) = 38,172, p=0,00000], mostrando que os animais LDLr-/- 

apresentaram hiperlocomoção, mas que houve habituação com o passar dos dias experimentais 

(Fig. 16D). A análise ponto a ponto mostrou que os animais LDLr-/- alimentados com HFFD 

apresentaram maior locomoção quando comparados com os animais C57Bl/6 alimentados com 

dieta padrão e HFFD nos dias um e três (p<0,05). Em relação ao Teste do Reconhecimento de 

Objeto, como mostrado na figura 16H, apenas os camundongos C57Bl/6 em dieta padrão 

investigaram o objeto novo por um tempo significativamente maior que o objeto não deslocado, 

como indicado pelo aumento significativo no índice de reconhecimento em comparação com 

50% (t=6,627, p<0,0001), mostrando que esse foi o único grupo capaz de aprender a tarefa.  

Buscando expandir a compreensão sobre os efeitos da linhagem e dieta em parâmetros 

de memória, realizamos o Teste da Esquiva Inibitória do tipo step-down. Os resultados da figura 

17 mostram que tanto os animais C57Bl/6, independente da dieta, quanto os animais LDLr-/- 

submetidos a HFFD apresentaram aprendizado no teste em ambos os períodos (1,5h e 24h de 

teste). No entanto, as análises estatísticas utilizando o Teste da Soma de Postos de Wilcoxon 

indicaram que não há diferenças estatísticas entre a latência para descida da plataforma no treino 

e nas sessões de teste (p>0,05) nos camundongos LDLr-/- alimentados com HFFD, tanto 1,5h 

quanto 24h após o treino. 
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Figura 17. Alterações comportamentais induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Os dados são expressos como média + EPM (n = 8-10 
animais por grupo). * indica p≤0,05 vs. as sessões de treino do mesmo grupo (Teste da Soma de Postos de 
Wilcoxon).  
 

Após a bateria de testes metabólicos e comportamentais, avaliamos algumas proteínas 

pré-sinápticas nesses animais. Com relação a essa parte, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo para o fator genótipo no imunoconteúdo da proteína GluA1 [F (1,24) = 15,75, 

p=0,0006], PSD-95 [F (1,24) = 7,216, p=0,0129] e Sinapsina [F (1,24) = 9,870, p=0,0044], 

evidenciando um aumento de todas as proteínas pré-sinápticas avaliadas no presente estudo nos 

animais LDLr-/- (Fig. 18A, B e C). 
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Figura 18. Alterações neuroquímicas induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Os dados são expressos como média + EPM (n = 8 
animais por grupo). Glu A1 (A), PSD-95 (B), Sinapsina (C) e as bandas representativas das três proteínas (D). “#” 
denota efeito principal do genótipo (p≤0,05) (ANOVA de duas vias e Teste post-hoc de Newman-Keuls). 
 

Em seguida, procuramos avaliar os efeitos do genótipo e da dieta em proteínas 

relacionadas à cascata de síntese proteica. Em relação à GSK-3β, pGSK-3β e mTOR, a ANOVA 

de duas vias não mostrou diferenças significativas no imunoconteúdo das proteínas. No entanto, 

a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para o fator genótipo na p-mTOR [F (1,24) 

= 11,30, p=0,0026], mostrando que os animais LDLr-/- apresentam aumento do imunoconteúdo 

dessa proteína (Fig. 19E). 
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Figura 19. Alterações neuroquímicas induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Os dados são expressos como média + EPM (n = 8 
animais por grupo). GSK-3β e pGSK-3β (Ser9) (A e B), mTOR e p-mTOR (Ser2448) (D e E) e as bandas 
representativas das proteínas (C e F). “#” denota efeito principal do genótipo (p≤0,05) (ANOVA de duas vias e 
Teste post-hoc de Newman-Keuls). 

 

Buscando investigar outras proteínas importantes na via de síntese proteica, 

investigamos as proteínas p70S6K, p-p70S6K, elF2a, p-elF2a e ATF4. No entanto, a ANOVA 

de duas vias não mostrou diferença significativa no imunoconteúdo de nenhuma dessas 

proteínas analisadas (Fig. 20 e 21). 
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Figura 20. Alterações neuroquímicas induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Os dados são expressos como média + EPM (n = 8 
animais por grupo). p70S6K e p-p70S6K (Thr389) (A e B), eIF2a e p-eIF2a (Ser52) (D e E) e as bandas 
representativas das proteínas (C e F). 

 

 
Figura 21. Alterações neuroquímicas induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Os dados são expressos como média + EPM (n = 8 
animais por grupo). ATF4 (A). 



91 

 

 

 

Para avaliar a morfologia dos neurônios localizados na região do GD do hipocampo 

dos roedores, foi realizada a análise de Sholl. Como observado na figura 22A, a ANOVA de 

duas vias mostrou que os animais da linhagem LDLr-/- apresentam um maior número total de 

dendritos [F (1,149) = 7,4364, p=0,00716]. Já, em relação ao comprimento total desses 

dendritos, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para interação entre dieta e 

linhagem [F (1,149) = 6,7515, p=0,01031]. Análises post-hoc revelaram que os animais da 

linhagem LDLr-/- alimentados com dieta padrão apresentam menor comprimento dendrítico 

quando comparados aos animais C57Bl/6 na mesma dieta (p<0,05; Fig. 22B). Em relação ao 

número de ramificações dendríticas, a ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo apenas 

para o fator repetição [F (17,306) = 129,27, p=0,0000]. 

 

 
Figura 22. Alterações neuromorfológicas induzidas pelo tratamento com dieta rica em gordura saturada e frutose 
(HFFD) em camundongos C57Bl/6 selvagens e LDLr-/-. Número total de dendritos (A), comprimento dendrítico 
(B), número de ramificações dendríticas (C e D) e representação de neurônios do hipocampo localizados na região 
do giro denteado na formação hipocampal dos camundongos (E). Os dados são expressos como média + EPM (n 
= 8 animais por grupo). # indica p≤0,05 vs. genótipo (ANOVA de duas vias e Teste post-hoc de Newman-Keuls) 
e * indica p≤0,05 vs. grupo C57Bl/6 DP. 
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4.8 DISCUSSÃO 

 

Diversos fatores são considerados para explicar o aumento significativo de problemas 

metabólicos observados na população mundial nos últimos quarenta anos, e dietas ricas em 

alimentos hipercalóricos emergem como um dos principais deles (Rakhra et al., 2020). As 

investigações estão indo além das doenças classicamente conhecidas por estarem relacionadas 

com uma alimentação não saudável, como os problemas cardiovasculares, e têm avançado para 

a relação entre dieta e alterações comportamentais (Więckowska-Gacek et al., 2021). No 

contexto da relação entre o colesterol e o comportamento, o interesse começou na década de 

90, quando estudos sugeriram que alterações nos níveis de colesterol estavam relacionadas com 

mortes não naturais, incluindo suicídio (Lindberg et al., 1992; Neaton et al., 1992). Atualmente, 

disfunções envolvendo o metabolismo do colesterol têm sido associadas a uma série de doenças 

que acometem o SNC, como a Doença de Alzheimer, a Doença de Huntington e a Doença de 

Parkinson, e até mesmo aos déficits cognitivos típicos da velhice (Martín et al., 2014). 

Subsequentes estudos, em modelos animais, buscaram avaliar as vias pelas quais o colesterol 

poderia gerar alguma alteração no comportamento.  

No presente estudo, como esperado, os animais LDLr-/- apresentaram aumento do 

colesterol plasmático quando comparados ao seu respectivo controle. Além disso, os animais 

de ambas as linhagens submetidos à dieta hipercalórica apresentaram aumento do colesterol 

total quando comparados aos animais que receberam dieta padrão, bem como aumento da 

gordura visceral, conforme observado em outros estudos. Por exemplo, Lang et al. (2019) 

mostraram que camundongos C57Bl/6 alimentados com uma dieta rica em gordura por 11 

semanas apresentaram aumento da gordura visceral, glicose e insulina em jejum, e aumento da 

área sob a curva avaliada no Teste de Tolerância à Glicose (GTT). Aqui, observamos que os 

animais de ambas as linhagens alimentados com dieta hipercalórica apresentaram aumento da 

área sob a curva avaliada no GTT, o que pode estar relacionado ao acúmulo da gordura visceral. 

Dados mecanicistas apontam que o acúmulo de tecido adiposo prejudica a função da insulina 

devido ao aumento da sinalização pró-inflamatória, podendo culminar na resistência a ela e, por 

fim, na tolerância à glicose (González-Muniesa et al., 2017). Em direção similar, Ilan et al. 

(2002) mostraram que a remoção da gordura visceral previne o desenvolvimento de resistência 

à insulina e tolerância à glicose em ratos. Aqui, observamos que os animais LDLr-/- 
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apresentaram aumento das concentrações de glicose basal quando comparados à sua linhagem 

de controles. Surpreendentemente, até a escrita desta tese, os dados na literatura sobre 

parâmetros de glicose em animais LDLr-/- são escassos. Encontramos um estudo, com fêmeas, 

que não encontrou diferença na concentração de glicose em animais LDLr-/- quando 

comparados com seu controle (Magalhães et al., 2024). 

Nos parâmetros comportamentais, observamos que os animais LDLr-/- apresentaram 

aumento da locomoção no Teste do Campo Aberto. Outros dados da literatura apontam esse 

mesmo achado e mostram que o padrão de hiperatividade parece não ter relação com o fenótipo 

de comportamento do tipo ansioso (Elder et al., 2008). Aqui, concordando com esses dados, os 

animais LDLr-/- apresentaram menor número de cruzamentos no centro quando comparados 

aos animais controles para a linhagem, indicando comportamento do tipo ansioso, mesmo tendo 

apresentado atividade hiperlocomotora. Além disso, mostramos que os animais alimentados 

com a dieta rica em gordura e frutose (HFFD) apresentam redução na latência e no tempo de 

imobilidade no Teste do Nado Forçado, sugerindo um fenótipo do tipo depressivo.  

O perfil do tipo depressivo é conhecido nos animais LDLr-/- (Engel et al., 2016). No 

entanto, até o momento da escrita desta tese, o perfil do tipo ansioso foi pouco analisado na 

literatura. Uma das únicas investigações foi um trabalho de conclusão de curso no qual a autora 

investigou o perfil do tipo ansioso em animais LDLr-/- machos e fêmeas, e encontrou dados 

mostrando redução desse comportamento em animais LDLr-/-, em especial nas fêmeas, nos 

testes do labirinto em cruz elevado e no teste de enterrar esferas. Em machos, no Teste do 

Campo Aberto, não houve diferença significativa quando comparado à linhagem controle 

(Pinho, 2021). No que diz respeito ao perfil do tipo depressivo, Vagena et al. (2019) mostraram 

que animais C57Bl/6 alimentados com uma dieta rica em gordura (60%) por três ou oito 

semanas apresentaram comportamento do tipo depressivo no Teste de Suspensão pela Cauda. 

Adicionalmente, Engel et al. (2016) mostraram que os animais LDLr-/- apresentam 

comportamento do tipo depressivo, o que parece estar associado à atividade aumentada das 

enzimas monoaminaoxidase A e B, enzimas que degradam monoaminas. 

Além desses achados, mostramos que tanto os animais alimentados com HFFD quanto 

os animais LDLr-/- apresentaram déficit de memória no Teste de Memória Dependente de 

Hipocampo. Estatisticamente, nenhum animal, exceto os do grupo controle, apresentou 

diferença no reconhecimento do objeto novo. Dados anteriores do nosso grupo mostraram 

resultados semelhantes. Por exemplo, Moreira et al. (2012) mostraram que animais LDLr-/- 
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apresentam déficit de memória dependente de hipocampo, que parece estar associado ao 

aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase. Além disso, Braga et al. (2021) mostraram 

que uma dieta hipercalórica (60% de gordura saturada) resulta em prejuízos comportamentais 

que pioram conforme o tempo de exposição à dieta. Buscando avançar na compreensão sobre 

os efeitos da dieta e genótipo em parâmetros de memória, observamos, no Teste de Esquiva 

Inibitória, ausência de aprendizado apenas no grupo LDLr-/- alimentado com HFFD. Olhando 

para a literatura, Jahrling et al. (2018) mostraram que animais LDLr-/- alimentados com uma 

dieta rica em gordura por vinte semanas apresentam níveis cerebrais de interleucina-6 e sérico 

de Amiloide A aumentados, ambos indicativos de inflamação, quando comparados com animais 

LDLr-/- alimentados com dieta padrão.  

Argumentamos que a presença de prejuízo de memória apenas no grupo LDLr-/- 

alimentado com a HFFD pode ser devido ao aumento do prejuízo neurofisiológico gerado pela 

associação do genótipo e da exposição a HFFD, tal como ocorre em desfechos cardiovasculares, 

nos quais pacientes com HF e hábitos não saudáveis apresentam mais risco de desfechos 

desfavoráveis (Goldstein et al., 2015; Krogh et al., 2016; Borén et al., 2020). Em termos 

cognitivos, por exemplo, Zambón et al. (2011) mostraram que pacientes com HF apresentaram 

maior incidência de comprometimento cognitivo leve em comparação com aqueles sem 

hipercolesterolemia familiar (21,3% vs. 2,9%), e que o nível de colesterol foi 

independentemente associado a piores pontuações em um teste cognitivo que avalia a atenção. 

Esses achados sugerem que a presença do genótipo, junto a um estilo de vida não saudável, 

pode exacerbar os efeitos deletérios da hipercolesterolemia. Ademais, ressaltamos que os 

animais LDLr -/- apresentaram hiper locomoção no Teste do Campo Aberto, o que pode 

influenciar na descida da plataforma no Teste de Esquiva Inibitória. 

Em termos neuroquímicos, nossa hipótese era de que os prejuízos comportamentais 

observados estariam associados com prejuízos neuroquímicos. Dados da literatura mostram, 

por exemplo, que camundongos LDLr-/- com seis e treze meses de idade apresentam um 

número reduzido de botões pré-sinápticos imunorreativos à sinaptofisina no hipocampo 

(Mulder et al., 2004, 2007). Em nosso estudo, no entanto, observamos aumento do conteúdo de 

proteínas pré-sinápticas, como a GluA1, PSD-95 e sinapsina. Suspeitamos que a diferença de 

idade entre os animais do nosso estudo e dos estudos do Mulder e colaboradores podem explicar 

a diferença dos resultados. Por outro lado, em sua tese de doutorado, Olescowicz (2021) 

mostrou que os animais LDLr-/- machos e fêmeas não apresentam diferenças no 
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imunoconteúdo da PSD-95 quando comparado aos seus respectivos controles. No cérebro, o 

receptor de colesterol transcende a função de detectar o nível de colesterol circulante e está 

envolvido em diversos processos fundamentais para o bom funcionamento cerebral em 

desenvolvimento e adulto, desde o tráfico de lipoproteínas até a plasticidade sináptica e a 

migração e desenvolvimento celular (Dietschy, 2009; Pfrieger; Ungerer, 2011; Lane-Donovan 

et al., 2014).  

Em células neuronais, evidências indicam que mudanças na concentração de colesterol 

na membrana podem gerar alterações no funcionamento neuronal, como redução da 

probabilidade de abertura de canais NMDA, impactando, portanto, as sinapses excitatórias 

(Korinek et al., 2015). Além disso, Mauch et al. (2001) mostraram que o colesterol é 

fundamental para o funcionamento neuronal, já que os neurônios parecem produzir colesterol 

suficiente para sobreviver, diferenciar axônios e dendritos e formar algumas sinapses 

ineficientes, porém a formação maciça de sinapses pode exigir colesterol adicional (que 

supostamente é entregue pelos astrócitos). Não é surpreendente que períodos de maior 

desenvolvimento neuronal coincidem temporalmente com aumento da síntese de colesterol no 

cérebro (Dietschy, 2009), indicando o papel desta molécula na sinaptogênese.  

Além disso, Korinek et al. (2015) mostraram que a depleção do colesterol resultou em 

uma redução significativa dos receptores NMDA (NMDAR) e das correntes pós-sinápticas 

excitatórias em culturas de neurônios hipocampais de ratos. Dados os potenciais efeitos do 

colesterol na sinaptogenese, hipotetizamos que o aumento da expressão de GluA1 e PSD-95 

pode estar relacionado ao aumento do colesterol gerado pela deleção do receptor LDL, mas 

novos estudos são necessários para confirmar e entender essa relação, bem como avaliar os 

níveis de colesterol cerebral desses animais. No mesmo sentido, evidências apontam que o 

colesterol parece ser importante para a biogênese de vesículas sinápticas (Thiele et al., 2000), 

e a hipercolesterolemia potencialmente poderia explicar o aumento do imunoconteúdo da 

sinaptofisina. 

Além disso, no presente estudo, observamos aumento da fosforilação da mTOR no 

sítio serina 2448 nos animais genótipo LDLr-/-. Classicamente, a mTOR (do inglês, mammalian 

target of rapamycin) é uma proteína conhecida por suas funções cruciais em mamíferos, que 

vão desde a síntese proteica até a autofagia. Dada a extensão de suas funções, desregulações na 

sinalização da mTOR têm sido observadas em diferentes patologias, como câncer, diabetes, 

doenças imunológicas e neurodegenerativas (Saxton; Sabatini, 2017). Classicamente, a 
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fosforilação do sítio serina 2448 é usada como indicativo do aumento da atividade da mTOR 

em estudos que visam avaliar tal via (Guertin; Sabatini, 2007; Rivas et al., 2009). No entanto, 

no presente estudo, observamos que os animais genótipo LDLr-/- não apresentaram aumento 

da atividade da mTOR, mesmo com aumento da fosforilação do sítio serina 2448.  

Mais recentemente, tem-se criticado o papel do sítio serina 2448 como indicador da 

atividade da mTOR. Por exemplo, em uma extensa revisão acerca dos marcadores de atividade 

da mTOR, Figueiredo et al. (2017) sugerem que o sítio serina 2448 é uma medida inadequada 

para avaliar a atividade da mTOR. Ainda, os autores defendem que a análise preferencial da 

ativação de mTOR deve se concentrar nas proteínas a jusante e efetoras, como a p70S6K e 4E-

BP1. Nesse sentido, nossos dados não mostram diferença significativa no imunoconteúdo da 

p70S6K na forma normal e fosforilada, sugerindo, portanto, que a mTOR não apresentou 

diferença em sua atividade. Além disso, Jahrling et al. (2018) mostram que animais LDLr-/- 

não apresentaram atividade alterada da mTOR, corroborando nossos achados. 

Adicionalmente, observamos que os animais de genótipo LDLr-/- alimentados com 

ambas as dietas apresentaram aumento do número total de dendritos. Esses dados morfológicos 

podem ajudar a explicar os dados neuroquímicos, na medida em que a presença de mais 

dendritos pode implicar o aumento do imunoconteúdo das proteínas pré-sinápticas, observado 

nos animais de genótipo LDLr-/-. Embora seja bem conhecido que a complexidade da 

arborização dendrítica tem efeito importante no comportamento e na cognição (Cochran et al., 

2013), nossos dados morfológicos contradizem os dados comportamentais. Especulamos que o 

aumento no número de dendritos em animais LDLr-/- possa ser um mecanismo compensatório 

frente a prejuízos na formação de novos neurônios ou mesmo de sinapses menos eficientes 

observadas nesses animais. Por exemplo, Engel et al. (2019) mostraram que camundongos 

LDLr-/- com três meses de idade apresentam menor número de células precursoras em 

proliferação no hipocampo do que camundongos C57Bl/6 da mesma idade. Além disso, de 

Oliveira et al. (2020) reportaram que camundongos LDLr-/- apresentam aumento da 

imunorreatividade da caspase-3, enzima envolvida na apoptose celular, podendo colaborar para 

a redução do número de neurônios.  

Ademais, em sua tese de doutorado, Olescowicz (2021) mostrou que os animais LDLr-

/- apresentam redução no potencial excitatório pós-sináptico, evento que precede a potenciação 

de longa-duração (LTP, do inglês long-term potentiation), fenômeno fundamental para a 

formação de novas memórias (Izquierdo et al., 2008). Aqui, levantamos a hipótese de que os 
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comportamentais observados nos animais LDLr-/- possam ser resultado dos prejuízos que vão 

além da complexidade da arborização dendrítica e dos marcadores pré-sinápticos, como a 

neuroinflamação (Tsai et al., 2022; Rodrigues et al., 2023), redução da neurogênese (Engel et 

al., 2019), aumento do estresse oxidativo (Moreira et al., 2012), prejuízo na sinalização 

colinérgica (Moreira et al., 2012), entre outros.  

Coletivamente, nossos resultados reproduzem dados prévios da literatura, mostrando 

que a presença da hipercolesterolemia implica disfunções comportamentais que provavelmente 

estão associadas a alterações cerebrais. No presente estudo, mostramos que, embora seja 

conhecido que a hipercolesterolemia resulta em diversos prejuízos neuroquímicos, não foram 

observadas disfunções morfológicas em neurônios hipocampais de camundongos nocautes para 

o receptor LDLr-/-. Mais estudos são necessários para entender a relação entre 

hipercolesterolemia e alterações morfológicas nos neurônios. 
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5 CONCLUSÃO GERAL DA TESE 

 

- Animais alimentados com dieta rica em gordura saturada e frutose (HFFD) apresentam 

diversas disfunções metabólicas e comportamentais. 

 

- O tratamento com metformina foi capaz de reverter o aumento de alodinia mecânica e a 

diminuição do comportamento de autocuidado nos animais tratados com STZ. 

 

- O tratamento com metformina reverteu o aumento de peso, aumento do colesterol, intolerância 

à glicose e comportamento do tipo depressivo em animais alimentados com HFFD. 

 

- O tratamento com o extrato aquoso da C. verticillata, popularmente conhecida como insulina 

vegetal, não apresentou efeitos, em diferentes doses, na glicose dos animais tratados com STZ 

ou alimentados com HFFD. 

 

- O tratamento com o extrato aquoso da C. verticillata aumentou o comportamento de 

autocuidado em animais tratados com STZ. 

 

- O tratamento com o extrato aquoso da C. verticillata apresentou efeito antialodínico em 

animais tratados com STZ e HFFD, sugerindo efeito por vias alternativas à glicose. 

 

- Animais nocautes para o receptor LDL (LDLr-/-) apresentam déficits cognitivos e 

comportamentais, como problemas na memória dependente de hipocampo e comportamento do 

tipo depressivo. 

 

- Animais LDLr-/- apresentam aumento do imunoconteúdo de proteínas sinápticas, como a 

PSD-96, GluA1 e Sinapsina. 

 

- Animais LDLr-/- apresentam aumento no número total de dendritos. 

 

Em conclusão, os resultados do presente estudo permitem observar a influência de 

diferentes desregulações metabólicas em parâmetros de memória, comportamentais, 
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neuroquímicos e neuromorfológicos em camundongos. Além disso, este conjunto de dados 

mostra que as influências de disfunções metabólicas periféricas no Sistema Nervoso Central 

não são bem compreendidas e encoraja novos estudos que investiguem intervenções no 

metabolismo periférico como estratégia protetora/terapêutica contra prejuízos cerebrais. 
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