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RESUMO 

 

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa, caracterizada por uma perda 

progressiva de neurônios, levando a uma perda acentuada de memória. A principal 

fisiopatologia da DA é o acúmulo do peptídeo β-amilóide (βA) e a formação dos emaranhados 

neurofibrilares, causado pela hiperfosforilação da tau. Atualmente, estudos indicam que a 

Diabetes mellitus 2 (DM2) e DA apresentam mecanismos biológicos semelhantes, tais como, 

disfunção na sinalização da insulina, neuroinflamação e perda de memória. Até o momento, 

sabe-se que o tratamento para a DA é apenas paliativo, não interrompe a progressão da doença. 

Além disso, sabe-se que mulheres apresentam maiores riscos para o desenvolvimento de DA. 

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da liraglutida, um agonista do peptídeo 

semelhante ao glucagon tipo 1, sobre a memória espacial, memória de habituação ao campo 

aberto e neuroinflamação em camundongos Black C57/BL6 machos ou fêmeas, com 3 ou 12 

meses de idade. Para isso, o experimento foi dividido em duas etapas: etapa 1 corresponde aos 

animais com 3 meses de idade e etapa 2, aos animais com 12 meses de idade. Primeiramente 

foi realizado uma curva dose-resposta na Etapa 1. Os animais foram submetidos à administração 

de oligômeros βA1-42 (OβA1-42 - 400pmol) intracerebroventricular (i.c.v.). Decorridas 24 horas 

da administração de OβA1-42 foi iniciado o tratamento via subcutânea (s.c) com liraglutida 

(0,001 mg/kg, 0,01 mg/kg ou 0,1 mg/kg) durante 17 dias. Foi avaliada a memória espacial pelos 

testes de labirinto octogonal e labirinto em Y e a memória de habituação no campo aberto, e no 

18º dia, 24 horas após a última administração de liraglutida, os animais foram mortos e o 

hipocampo foi dissecado para análises dos níveis de citocinas (fator de necrose tumoral α -

TNFα-, Interleucina 1β - IL-1β-, IL-4 e IL-10). Os animais machos com 3 meses que receberam 

administração i.c.v de OβA1-42 mostraram dano na memória espacial tanto no labirinto 

octogonal quanto no labirinto em Y e na memória de habituação ao campo aberto. O tratamento 

com liraglutida (0,001 e 0,01 mg/kg) reverteu o dano da memória espacial. Na memória de 

habituação ao campo aberto, o tratamento com liraglutida (0,01 e 0,1 mg/kg), reverteu o dano 

induzido pelo OβA1-42. Já nas fêmeas, os animais que receberam OβA1-42 tiveram dano somente 

no tempo, mas não nos erros totais para encontrar a recompensa, indicando dano na memória 

espacial, e também apresentaram dano na memória de habituação ao campo aberto e liraglutida 

(0,01 e 0,1 mg/kg) foi capaz de reverter esse dano. Nos parâmetros inflamatórios, nos machos, 

liraglutida (0,01 mg/kg) sozinha e OβA1-42, induziram aumento dos níveis de TNF-α e 

liraglutida (0,001 e 0,01 mg/kg) reverteu o efeito induzido pelo OβA1-42. Já nas fêmeas, o OβA1-

42 induziu aumento dos níveis de TNFα, IL-1β, IL-4 e IL-10, e o tratamento com liraglutida 

(0,01 e 0,1mg/kg) reverteu este efeito. Nos animais com 12 meses de idade, foi realizado o 

tratamento com liraglutida (0,01 mg/kg), dose com melhor resposta em animais com 3 meses. 

Foi possível observar que nos machos, a liraglutida reverteu o dano na memória espacial (tempo 

para encontrar a comida) causado pelo envelhecimento e pelo OβA1-42 no último dia do teste 

do labirinto octagonal. A liraglutida também reverteu o dano na memória espacial, avaliada no 

labirinto em Y, causado pelo OβA1-42. Na memória de habituação, a liraglutida reverteu o dano 

do envelhecimento (somente no parâmetro cruzamentos). Quanto às citocinas, o tratamento 

com 0,01 mg/kg de liraglutida, diminuiu os níveis de IL-4 e IL-10 nos animais que receberam 

injeção i.c.v de OβA1-42. Já nas fêmeas com 12 meses de idade, no labirinto octagonal e em Y, 

não houve diferença entre os grupos. Porém na habituação ao campo aberto, o tratamento com 

liraglutida conseguiu melhorar a memória de habituação. Já nos níveis de citocinas, o 

tratamento com 0,01 mg/kg de liraglutida, diminuiu os níveis de TNF-α, IL-4 e IL-10 causados 

pelos OβA1-42. Os resultados apresentados mostram que a liraglutida apresenta efeito protetor, 

em machos e fêmeas com 3 ou 12 meses submetidos ao modelo animal de demência induzido 

pelos OβA1-42. Este estudo é pioneiro em mostrar o efeito do tratamento com liraglutida em 
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machos e fêmeas. Neste sentido, este estudo mostra a importância dos estudos sobre as 

diferenças comportamentais entre os sexos nas doenças e em seus tratamentos.  

 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer; Neuroinflamação; Liraglutida; Envelhecimento. 
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ABSTRACT 

 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease, characterized by a progressive loss 

of neurons, leading to a marked loss of memory. The main pathophysiology of AD is the 

accumulation of β-amyloid peptide (βA) and the formation of neurofibrillary tangles caused by 

hyperphosphorylation of tau. Currently, studies indicate that Diabetes mellitus 2 (DM2) and 

AD present similar biological mechanisms, such as, dysfunction in insulin signaling, 

neuroinflammation and memory loss. To date, it has been known that treatment for AD is only 

palliative, does not interrupt the progression of the disease. In addition, it is known that women 

present greater risks for the development of AD. Thus, the aim of this study was to evaluate the 

effect of liraglutide, a glucagon-like peptide-1 receptor agonist, in the spatial memory, 

habituation memory to open field and neuroinflammation in male or female Black C57 / BL6 

mice with 3 or 12 months old. For this, the experiment was divided in two steps: step 1 

corresponds to the animals with 3 months of age and step 2, to the animals with 12 months of 

age. Firstly, in Step 1, a dose-response curve was performed. The animals were subjected to 

intracerebroventricular (i.c.v.) βA1-42 (βA1-42O-400pmol) oligomers administration. After 24 

hours of βA1-42O administration, treatment with liraglutide (0.001 mg/kg, 0.01 mg/kg or 0.1 

mg/kg) was started subcutaneously (s.c.) for 17 days. The spatial memory was evaluated on the 

radial maze and Y maze tests and habituation memory in the open field. In the 18th day, 24 

hours after the last administration of liraglutide, the animals were killed, and the hippocampus 

was dissected for analysis (tumor necrosis factor α -TNF α-, Interleukin 1β-IL-1β-, IL-4 and 

IL-10). The 3-month-old male animals that received i.c.v. administration of βA1-42O showed 

spatial memory damage in both the radial maze and Y maze tests and habituation memory 

damage in the open field test. Liraglutide treatment (0.001 and 0.01 mg/kg) reversed the spatial 

memory damage. In the habituation memory to open field, the liraglutide treatment (0.01 and 

0.1 mg/kg) reversed the βA1-42O damage. In females, animals that received βA1-42O had damage 

not only in time but not in total errors to find reward, indicating damage in spatial memory, and 

also presented damage in habituation memory to open field and liraglutide (0, 01 and 0.1 mg/kg) 

reversed this damage. In the male inflammatory parameters, liraglutide (0.01 mg/kg) alone and 

βA1-42O, induced high levels of TNF-α and liraglutide (0.001 and 0.01 mg/kg) reversed this 

effect. In females, βA1-42O induced increase of TNFα, IL-1β, IL-4 and IL-10 levels, and 

liraglutide treatment (0.01 and 0.1mg/kg) reversed this effect. In 12-month-old male, liraglutide 

treatment (0.01 mg/kg), the dose with the best response in 3-month-old animals, was performed. 

It was observed that in males, liraglutide reversed the spatial memory damage (time to find 

food) caused by aging and βA1-42O on the last day of the radial maze test. Liraglutide also 

reversed spatial memory damage, assessed in the Y maze caused by βA1-42O. In habituation 

memory, liraglutide reversed the aging damage (only in the crossing parameter). As for 

cytokines levels, liraglutide treatment, 0.01 mg/kg, decreased the IL-4 and IL-10 levels in the 

animals that receiving i.c.v injection of βA1-42O. In 12-month-old female, in the radial maze 

and Y maze, there was no difference between the groups. However, in habituation memory to 

the open field, the liraglutide treatment was able to improve habituation memory. While in the 

cytokine levels, the liraglutide treatment 0.01 mg/kg decreased the TNF-α, IL-4 and IL-10 

levels caused by βA1-42O. The results show that liraglutide has a protective effect in 3 or 12-

month old males and females subjected to animal model of dementia induced by βA1-42O. This 

study is pioneer in showing the effect of liraglutide treatment in males and females. In this 

sense, this study shows the importance of studies on the behavioral differences between the 

sexes in diseases and their treatments. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Doença de Alzheimer  

 

 

O envelhecimento é compreendido como um processo natural e complexo, sendo 

caracterizado por uma perda progressiva da integridade fisiológica do organismo, levando a 

uma maior vulnerabilidade e à morte celular (Minciullo et al., 2016). Esta condição, torna o 

indivíduo susceptível a fatores de riscos para patologias humanas, incluindo câncer, diabetes, 

doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas (Lopez-Otin et al., 2013). A 

Organização Mundial da Saúde reconhece, que o envelhecimento da população em muitos 

países é um dos desafios mais importantes do século XXI. Estima-se que, até 2050, o número 

de pessoas com mais de 60 anos de idade no planeta aumentará de 1 bilhão a 2 bilhões (WHO, 

2015). Em conjunto a esse novo cenário mundial, o envelhecimento está associado a déficits 

cognitivos, declínio nas funções executivas, juntamente com distúrbios motores e sensoriais 

que podem ser atribuídos a déficits da neurotransmissão colinérgica (Abhijit et al., 2017; 

Lavrencic et al., 2017). Além disso, recentemente, estudos vem mostrando que o 

envelhecimento está acompanhado por uma inflamação crônica de baixo grau, contribuindo 

para o desenvolvimento de doenças como Parkinson e Alzheimer (Minciullo, et al., 2016; Jose 

et al., 2017; Lavrencic, et al., 2017; Watson et al., 2017).  

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa, muito relacionada 

ao envelhecimento, que afeta a memória e comportamento (2016 Alzheimer's disease facts and 

figures, 2016; Yi L. et al., 2017). Foi descrita primeiramente em 1907 por Alois Alzheimer 

(Selkoe, 2001), através de análises histológicas observadas, em autópsia de cérebro de uma 

paciente, é considerada uma das demências mais comum no mundo. Segundo a Associação 

mundial da DA, estimou-se que 5,2 milhões de pessoas com idade acima de 65 anos tiveram o 

diagnóstico de DA e custo total para o cuidado foi demonstrado ser de 200 bilhões de dólares 

em 2012 (2012 Alzheimer's disease facts and figures, 2012). O processo fisiopatológico da 

doença é marcado pela acentuada perda neuronal, resultando na diminuição das sinapses, 

consequentemente levando a morte celular, estresse oxidativo e uma forte resposta inflamatória. 

Ainda, apresenta uma redução significativa de neurônios colinérgicos que conduzem a uma 

perda de acetilcolina (ACh) e alterações nos receptores glutamatérgicos resultando em 

excitotoxicidade (Li S. et al., 2011). Estas disfunções  (Lilja et al., 2013) contribuem para o 
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dano cognitivo, perda de memória, sintomas depressivos, distúrbios comportamentais, 

alucinações e agitações (Burns et al., 1990; Barage e Sonawane, 2015; Madeira et al., 2015; Yi 

J. H. et al., 2017). Além disso, estas alterações neuropatológicas são acompanhadas por uma 

atrofia acelerada do córtex, hipocampo e lobos parietais (Morris et al., 2014; Chuang et al., 

2017; Risacher et al., 2017). 

 

1.2 Fisiopatologia da DA 

 

A etiologia da doença ainda não está totalmente elucidada, mas sabe-se que 

múltiplos fatores ambientais e genéticos estão envolvidos como: idade, sexo, histórico familiar, 

educação, depressão, hipertensão, diabetes, hiperlipidemia, baixa atividade física e cognitiva, 

hábitos de vida e medicamentos (Schipper, 2011).  

Dentre as principais características fisiopatológicas descritas na DA, encontram a 

presença de peptídeo β-amilóide (βA), formado pela clivagem da proteína percussora β-

amilóide (APP), e os emaranhados neurofibrilares, formados pela hiperfosforilação da proteína 

tau, uma proteína responsável por estabilizar os microtúbulos (Cox et al., 2016; Ji et al., 2016). 

Acredita-se que as placas β-amilóides e os emaranhados neurofibrilares são as principais 

características desta doença, sendo acompanhada por uma marcante atrofia e perda de neurônios 

cerebrais (Nimmrich e Ebert, 2009). A deposição de peptídeo βA é predominantemente 

encontrada em placas senis no parênquima cerebral de pacientes com DA quando comparado 

com indivíduos saudáveis (Mawuenyega et al., 2010; Thal et al., 2015; Kapasi et al., 2017; 

Tachibana et al., 2017).  

A APP é uma glicoproteína transmembranar, formada por 365-770 aminoácidos, 

altamente expressa em tecidos neuronais humanos (Serrano-Pozo et al., 2011; Chun et al., 2015; 

Sinha et al., 2015; Ikram et al., 2017). Esta proteína sofre uma clivagem complexa por γ- ou β-

secretases que iniciam duas vias diferentes, não-amiloidogênica e amiloidogênica, 

respectivamente, como demonstrado na figura 1. Na via não-amiloidogênica, APP é clivada por 

α e γ secretases, resultando na produção de um domínio solúvel de APP (sAPPα) (Selkoe e 

Schenk, 2003). Na via amiloidogênica, APP é clivada por β-secretase, gerando um fragmento 

C-terminal que posteriormente, é clivada por γ secretase que então produz um fragmento de 

peptídeo βA  (Barage e Sonawane, 2015; Sengupta et al., 2017). A toxicidade βA afeta 

diretamente a plasticidade sináptica antes da  formação de placas amiloides e dos emaranhados 
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neurofibrilares (Selkoe, 2002; Selkoe e Hardy, 2016). Em camundongos transgênicos para APP, 

foi observado que a hiperfosforilação da tau ocorreu após o acúmulo de βA (Lewis et al., 2001), 

mostrando que na fisiopatologia da DA, o primeiro passo é a toxicidade causada pelo βA. Em 

cultura de células neuronais foi também observado, que primeiro há um aumento do acúmulo 

de βA e depois uma alteração da tau, sugerindo então que a toxicidade de βA acontece nas fases 

inicias da DA (Shi Y. et al., 2012; Choi et al., 2014; Muratore et al., 2014; Moore et al., 2015). 

Estudos mostram que oligômeros βA (OβA) podem causar disfunção e neurotoxicidade nos 

receptores de glutamato bem como no receptor metabotrópico de glutamato tipo 5 (mGluR5), 

podendo também interagir com os receptores inotrópicos N-metil-D-aspartato (NMDA) e alfa-

amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiônico (AMPA) (Ferreira et al., 2015). Isso pode 

induzir aumento do influxo de cálcio levando à neurotoxicidade, assim como estimular 

excessivamente receptor NMDA, levando ao dano cognitivo observado tanto em pacientes com 

DA quanto em modelos animais (Renner et al., 2010; De Felice et al., 2014; Liang et al., 2017). 

Em modelos animais triplo transgênicos para a DA (3xTg-DA), mostram que a disfunção do 

receptor NMDA e da plasticidade sináptica foi associado ao aumento da expressão de OβA, 

sem a formação de placas (Oddo et al., 2003; Tozzi et al., 2015). Além do mais, resultados com 

cultura de células neuronais mostram que concentrações nanomolares de OβA, é fundamental 

para inibir a plasticidade sináptica, incluindo a potenciação de longa duração (LTP) e 

potenciação de longa depressão (LTD) (Kessels et al., 2010; Jo et al., 2011; Sinnen et al., 2016).  
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Figura 1: Formação do peptídeo βA. A proteína precursora amilóide (APP) é uma proteína transmembrana, que 

pode sofrer uma clivagem por enzimas secretases. Quando a APP é clivada por α-secretase no meio do domínio 

β-amilóide (βA), não há a formação de oligômeros βA. Porém, quando APP é clivada por enzimas β- e γ-secretases, 

são liberados os peptídeos βA, que podem se acumular formando oligômeros, fibrilas e placas (a). A formação de 

oligômeros βA (OβA), podem prejudicar a função sináptica nos neurônios, e simultaneamente desencadear uma 

resposta inflamatória local, pela ativação da micróglia que produz citocinas e quimiocinas inflamatórias (b). Ao 

longo do tempo, essas alterações bioquímicas e produção de citocinas subsequentes causadas pelo OβA levam à 

morte neuronal, atrofia cerebral e neurodegeneração, características típicas da DA. Fonte: adaptado (Heppner et 

al., 2015).  

 

Outra característica importante encontrada na DA, é a presença de emaranhados 

neurofibrilares, formados pela hiperfosforilação da proteína tau, expressa principalmente em 

neurônios e axônios, regulando e estabilizando os microtúbulos (Spillantini e Goedert, 2013). 

A hiperfosforilação da tau faz com que a função dos microtúbulos seja comprometida, e isso 

diminui o transporte axonal e eventualmente causa uma disfunção sináptica e perda neuronal 

(Jaworski et al., 2010). Do mesmo modo, as moléculas da proteína tau hiperfosforilada tendem 

a se agrupar em filamentos helicoidais emparelhados, formando os emaranhados neurofibrilares 

(ENF) (Danysz e Parsons, 2012). A enzima glicogênio sintase-quinase 3β (GSK-3β) 

desempenha um papel central na hiperfosforilação da tau (Gong C. X. e Iqbal, 2008). Uma vez 

que a fosforilação da tau pela GSK3β, aumenta a atividade de tau, levando a formação dos 

emaranhados neurofibrilares (Hernandez et al., 2010; Maqbool et al., 2016).  

A inflamação desempenha um papel crítico na patogênese da DA (Ferreira Sergio 

T. et al., 2014). Vários estudos estabeleceram a presença de marcadores inflamatórios no 

cérebro de pacientes com DA, incluindo níveis elevados de citocinas/quimiocinas e microgliose 

(Britschgi e Wyss-Coray, 2007; Swardfager et al., 2010; Czirr e Wyss-Coray, 2012; Ferreira 
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Sergio T., et al., 2014). Resultados de Bermejo (2008) mostrou aumento dos níveis do fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) e ciclooxigenase-2 (COX-2) em pacientes com DA e com 

comprometimento cognitivo leve, evidenciando um aumento da inflamação nas fases iniciais 

de DA. Além do mais, no sangue de pacientes com DA também foram encontrados níveis de 

vários mediadores inflamatórios aumentados, incluindo o TNF-α, interleucina-6 (IL-6) e IL-1β 

(Swardfager, et al., 2010). Estudos vem demonstrando a ativação da micróglia e produção de 

citocinas pró-inflamatórias tais como IL-1β, IL-18, TNF-α e IL-6 na DA (Heneka, 2014, 

(Montine et al., 2001; Heneka, Golenbock, et al., 2015)). A ativação da microglia também induz 

a liberação de espécies reativas de oxigênio (EROS) e óxido nítrico (ON) (Heneka et al., 2001; 

Heneka, Carson, et al., 2015; Heneka, et al., 2015).  

Outra hipótese que está ganhando destaque é a ativação de receptores toll like (TLR) 

pelas fibrilas βA. Os TLR são um tipo de moléculas de receptores de reconhecimento de padrão 

(PRRs) e reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs), e então desencadeiam uma resposta imune (Meylan 

et al., 2006; Brubaker et al., 2015; Kordjazy et al., 2017). As fibrilas βA podem reconhecer 

TLR4-TLR6 / CD36, resultando na sinalização do fator de transcrição nuclear κ β (NF-ΚB) 

(Stewart et al., 2010). O estímulo da micróglia por OβA pode ser semelhante à ativação do 

lipopolissacarídeo (Heneka, et al., 2015), podendo então causar danos cerebrais como perda de 

sinapses e estresse celular (Floden e Combs, 2006; Sondag et al., 2009; Dhawan et al., 2012; 

Lourenco et al., 2013).  

Atualmente, resultados mostram participação do inflamassoma na neuroinflamação 

na DA e em outras doenças neurodegenerativas (Volt et al., 2016; Alegre et al., 2017; Fenini et 

al., 2017). O inflamassoma é um complexo multiproteico, mediado por ativação da inflamação 

através de caspases e assim induz a liberação de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 (Man 

et al., 2016; Favero et al., 2017; Fenini, et al., 2017). Modelos animais de DA, já evidenciaram 

a ativação do inflammassoma NLPR3, com produção de citocinas e quimiocinas (Heneka et al., 

2013; Shi J. Q. et al., 2013; Liu e Chan, 2014; Couturier et al., 2016), ressaltando uma forte 

relação do inflammassoma com os processos inflamatórios que ocorrem na DA. Um estudo 

recente, postulou que a DA acontece muito antes das formações de placas βA, sem 

manifestações clínicas evidentes, começando por uma pequena inflamação, que progride com 

o avanço da doença, culminando em uma resposta inflamatória e imune (Cuello, 2017).  
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Outro mecanismo fisiopatológico presente na DA é o estresse oxidativo. Resultados 

de Casado (2008) mostraram uma diminuição da atividade da superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e aumento nos níveis de 

malondialdeído (MDA) em pacientes com DA (Casado et al., 2008). Aumento dos níveis de 

MDA foi verificado no córtex temporal, hipocampo e córtex occipital de pacientes com DA 

(Palmer e Burns, 1994; Lovell et al., 1995; Marcus et al., 1998; DiCiero Miranda et al., 2000). 

Um recente estudo demonstrou carbonilação de proteínas nas fases iniciais de pacientes com 

DA, mostrando a relação do estresse oxidativo com a progressão da doença (Di Domenico et 

al., 2016). Além do mais, estudos já demonstraram aumento dos níveis de carbonilação de 

proteínas no hipocampo e giro denteado em pacientes com DA (Hensley et al., 1995; Aksenov 

et al., 2001). O acúmulo do peptídeo βA, disfunção mitocondrial e diminuição do aporte 

energético estão envolvidos com as fases iniciais de pacientes com DA (Radi et al., 2014). Em 

modelo animal transgênico para DA (APP), foi visto aumento dos níveis de EROS e disfunção 

mitocondrial nas fases iniciais da doença (Fang et al., 2016). Outro estudo, também mostrou, 

em um modelo animal da DA induzido pela administração de estreptozotocina, aumento dos 

níveis de MDA, diminuição da atividade das enzimas SOD e CAT (Hassanzadeh et al., 2015). 

Mais uma vez mostrando o papel do estresse oxidativo na DA.  

Vários fatores estão envolvidos na patogêneses de DA, mas nos últimos anos tem-se 

evidenciado mecanismos de disfunção da insulina encontrados na diabetes melitus tipo 2 (DM2) 

e também na DA. Curiosamente, alguns resultados e autores acreditam que a disfunção da 

insulina presente no DM2, ocorre na DA, sendo a DM2, um risco para o desenvolvimento de 

DA (Butterfield et al., 2014; Dominguez et al., 2014; Bassiony et al., 2015; Greene et al., 2015; 

Muratli et al., 2015; Sandhir e Gupta, 2015; Shpakov, 2015; Luo et al., 2016). 

 

1.2 DA e DM2 

 

A DM2 é responsável por cerca de 90% de todos os casos de diabetes, e é 

caracterizada por um redução na capacidade da insulina de estimular a utilização de glicose 

(resistência à insulina) e inadequada secreção de insulina a partir das células β pancreática com 

consequente hiperglicemia (Correia et al., 2012; Perez-Losada et al., 2016). A prevalência e 

incidência de DM2 aumentou dramaticamente ao longo das últimas décadas juntamente com o 

aumento da obesidade da população associada ao estilo de vida ocidental, como a falta de 

exercício e dietas com alto teor calórico (Moreira, 2013). Como a DM2 avança sem tratamento 
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adequado, muitas complicações ocorrem, o que leva a um aumento do risco de mortalidade. 

Dentre as complicações, está relacionada uma taxa maior de déficits cognitivos em comparação 

com a população (Huang et al., 2015; Trento et al., 2015; Datusalia e Sharma, 2016; Raffield 

et al., 2016; van Bloemendaal et al., 2016). Estudos avaliando a estrutura cerebral, 

demonstraram uma atrofia cortical, subcortical e do hipocampo em pacientes DM2 (van Bussel 

et al., 2016). Evidências sustentam que a DM2 é um fator de risco para as demências como a 

demência vascular e a DA (Moreira, 2013; Hatanaka et al., 2015; Groeneveld et al., 2016). 

Curiosamente, cérebros post mortem de pacientes com DA e DM2 apresentam 

anormalidades semelhantes incluindo disfunção metabólica, estresse oxidativo e 

neuroinflamação (Talbot et al., 2012; De Felice e Ferreira, 2014; Shpakov, 2015). Sendo assim, 

é possível que esses mecanismos semelhantes representam resistência periférica à insulina na 

DM2 e disfunção na sinalização da insulina no cérebro de pacientes com DA. Além do mais, 

estudos têm relacionado mecanismos neuropatogênicos desencadeados por βA, uma vez que 

estes podem estar envolvidos na resistência periférica à insulina no DM2 (Craft, 2012; Werner 

e LeRoith, 2014; Ma L. et al., 2015). Interessantemente, cérebros com DA apresentam 

alterações na ativação e sinalização da insulina, diminuindo a capacidade de resposta à este 

hormônio (Montine, et al., 2001; Steen et al., 2005; Talbot, et al., 2012; De Felice e Ferreira, 

2014).  

Os efeitos da insulina no SNC já estão bem estabelecidos (Labandeira-Garcia et al., 

2017; Neth e Craft, 2017). Um dos primeiros estudos com insulina, verificaram que a 

concentração deste hormôniono fluido cerebroespinal aumentava conforme o aumento da sua 

concentração no plasma (Margolis e Altszuler, 1967). Outro estudo demostrou a presença do 

receptor de insulina (IR) no SNC em ratos (Havrankova et al., 1978). A partir de então, os 

efeitos da insulina na plasticidade sináptica, apoptose, humor, memória, reprodução e 

crescimento tem ganhado destaque (Zhao et al., 2004; Plum et al., 2005; Avogaro et al., 2010; 

Abraham et al., 2014). Alguns estudos ainda sugerem que a insulina pode atravessar a barreira 

hematoencefálica (BHE) através de carreadores, receptores ou ainda, a insulina pode passar 

para o SNC através de órgãos circumventriculares, que são livres de BHE (Akintola e van 

Heemst, 2015). A insulina modula a neurotransmissão glutamatérgica nas sinapses, induz o 

processo LTD, diminuindo a quantidade de receptores AMPA na membrana pós-sináptica. 

Além disso, este processo depende da fosforilação do receptor de insulina, com a ativação da 

enzima fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K) e de proteínas síntese (Nakamura et al., 2010). Outros 

autores relataram que a insulina também induz a fosforilação da subunidade do receptor de 



23 
 

glutamato tipo 2 (GluR2) nos receptores AMPA de neurônios do hipocampo, produzindo 

endocitose e uma diminuição na capacidade excitatória pós-sináptica (Ahmadian et al., 2004). 

Até o momento, sabe-se que a insulina em humanos modula a atividade neuronal do hipotálamo, 

e seus efeitos podem diminuir a obesidade (Matsuda et al., 1999; Smeets et al., 2005; Page et 

al., 2013; Heni et al., 2014; Little et al., 2014), assim como é largamente distribuída no 

hipocampo, bulbo olfatório, córtex total, cerebelo e amígdala, indicando seus vários efeitos em 

diversas regiões cerebrais (Duarte et al., 2012). Outa hipótese aceita, é que os OβA quando 

liberados causam uma endocitose de IRs. Isto foi visto em culturas de células neuronais, onde 

a exposição de neurônios ao βA, causaram uma diminuição de IR, assim como uma diminuição 

na sinalização de NMDA, conforme figura 2 (Zhao et al., 2008).  

 

Figura 2: Disfunção na sinalização na doença de Alzheimer (DA). Na figura A, mostra a sinalização da insulina 

neuronal sob condições fisiológicas normais. A ligação de insulina ao seu receptor de superfície celular (receptor 

de insulina -IR) desencadeia autofosforilação e subsequente fosforilação em tirosina do substrato do IR tipo 1 

(IRS-1). Isso resulta em ativação de fosfatidil inositol 3-cinase (PI3K) e respostas celulares que facilitam a 

plasticidade sináptica e a memória. O influxo de cálcio (Ca++) através de receptores N-metil-D-aspartato 

(NMDARs) ativa a sinalização e expressão de genes envolvidos na plasticidade sináptica e na memória. Já a figura 

B, mostra a disfunção da insulina no cérebro com DA, o acúmulo de oligômeros β- amilóide (OβA) aumenta os 

níveis do fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a ativação de quinases por estresse tais como Janus cinase (JNK),  

Proteina quinase ativada por RNA de cadeia dupla (IKK), I kappa B cinase (IKK), resultando em fosforilação de 

serina inibitória do IRS-1. A ativação NMDARs por OβA resulta em influxo excessivo de Ca+2, estresse oxidativo 

neuronal e sinalização interrompida, levando a uma disfunção na plasticidade sináptica. Nessas condições, a 

ativação de proteínas tirosinas fosfatases podem inibir a sinalização do IRS-1, levando ao comprometimento das 

sinapses e à disfunção cognitiva. Fonte: adapatado de (De Felice, et al., 2014).  
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Portanto, uma vez que há semelhança no metabolismo entre as duas doenças, como 

que a DM2 pode ter o risco aumentado para DA? Estudos demonstram que na resistência à 

insulina periférica, a sinalização do TNF-α conduz à ativação da proteína Janus cinase (JNK) 

(Bomfim et al., 2012; Bhaskar et al., 2014). A ativação da via de TNF/JNK está ligada 

principalmente a processos inflamatórios e estresse. Uma vez ativada, esta via promove a 

fosforilação do resíduo de serina do IRS-1, inibindo assim a fosforilação de tirosina no IRS-1, 

bloqueando a sinalização da insulina. No DM2, elevados níveis de TNF-α induzem a 

fosforilação em resíduo de serina do IRS-1, bloqueando a sinalização de insulina (Jayaraman e 

Pike, 2014; Vieira et al., 2017). No cérebro, o TNF-α é produzido principalmente pelas células 

microgliais em resposta à trauma, infecção ou acúmulo anormal de proteínas, e um recente 

estudo mostrou níveis aumentados de TNF-α em microvasos cerebrais e fluido cerebrospinal 

de pacientes com DA (Stamouli e Politis, 2016). Evidências iniciais demonstram que a 

disfunção na sinalização da insulina encontrada na DA, está ligada à sinalização inflamatória 

causada por OβA, por causar inibição de IRS-1 e ativação de TNF/JNK (De Felice e Ferreira, 

2014). 

Considerando toda patogênese comum entre DM2 e DA, ainda há outro aspecto 

importante da DA a ser considerado, a diferença de resposta na DA entre os sexos. Estudos 

atuais confirmam uma diferença na memória e aprendizagem entre machos e fêmeas. Ainda 

pode-se afirmar que um sexo tem maior prevalência e ou gravidade que outro sexo, assim como 

as doenças nos jovens e nos adultos demonstram respostas específicas a determinado gênero 

(Li R. e Singh, 2014; Dolle et al., 2017).   

 

1.3 Diferenças de sexos na resposta neuroquímica e comportamental a diferentes 

estímulos  

 

A diferença de sexos entre machos e fêmeas, homens e mulheres vem ganhando 

destaque no mundo científico (Hegarty, 2017). Até a última década, animais fêmeas eram 

excluídos das pesquisas científicas, com exceções para reproduções sexuais ou para 

investigações comportamentais específicas, por apresentarem o ciclo estral, que por sua vez 

poderia interferir nos testes comportamentais (Simpson et al., 2012). Evidências sugerem 

diferenças nos sexos à nível cerebral e comportamental, tanto nos estudos clínico quanto nos 

estudos pré-clínico. Muito embora, os hormônios sexuais podem desempenhar um papel 

importante na aprendizagem e na memória, podendo afetar a capacidade de respostas aos 
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tratamentos (Souza, 2014; Gobinath et al., 2017). De acordo com a literatura, homens 

apresentam uma maior incidência e predisposição para o desenvolvimento de autismo, 

transtorno de hiperatividade e atenção, assim como possuem maior habilidades na memória de 

espacial (Van Den Eeden et al., 2003; Wooten et al., 2004; Ramtekkar et al., 2010; Rucklidge, 

2010), enquanto que mulheres estão mais predispostas ao desenvolvimento de depressão e DA, 

e maior habilidade nas memórias verbais (Fombonne, 2009; Werling e Geschwind, 2013; Idring 

et al., 2015), como demonstrado na figura 3. Uma outra área da ciência que vem ganhando 

maior atenção, é a diferença de sexo no tratamento com medicamentos, uma vez que homens e 

mulheres tem diferentes estados fisiológicos que irão influenciar na absorção e metabolização 

de fármacos. É necessário levar em consideração o sexo e o estado fisiológico ao avaliar a 

eficácia farmacológica de um determinado tratamento (Gartlehner et al., 2010). Estudos em 

animais já conseguiram ver a ação farmacológica em machos e fêmeas, onde o tratamento com 

diazepam (2,5mg/kg) para teste de ansiedade, aumentou o tempo de latência nos braços do plus 

maze em machos, mas não aumentou nas fêmeas. O mesmo foi visto no teste de nado forçado, 

onde o tratamento com desmipramina (2 mg/kg) diminuiu o tempo de imobilidade nos machos, 

mas não nas fêmeas (Joy Simpson 2012). Já o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg) por 21 

dias aumentou a expressão de receptores mGlu2 em fêmeas, porém não em machos (Zammataro 

et al., 2017).   

 

Figura 3: Diferença nas respostas imunes, transtornos e doenças entre homens e mulheres. Os fatores 

imunológicos e risco para desenvolver doenças e transtornos variam entre os sexos ao longo da vida. As diferenças 
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de sexo mudam na puberdade e depois diminuem na vida adulta, sugerindo efeitos hormonais. Por outro lado, 

fatores inflamatório na diferença entre sexos permanece constante desde o nascimento até o envelhecimento. A 

escassez de estudos nesta área é notável, principalmente no início da puberdade até o envelhecimento. Fonte: 

adaptado de (Klein, 2012). 

 

Vários estudos epidemiológicos mostram que a neurodegeneração e os sintomas 

clínicos ocorrem mais rapidamente em mulheres, uma vez que se suspeite de um diagnóstico 

(Sinforiani et al., 2010; Hebert et al., 2013; Li R. e Singh, 2014; Kim et al., 2015; Laws et al., 

2016). Embora a progressão da DA possa ser mais rápido entre as mulheres idosas, devido a 

vulnerabilidade neurológica na pós-menospausa (Li R. e Singh, 2014), estudo realizado nos 

Estados Unidos e no Reino Unido sugerem que homens com DA têm um tempo de 

sobrevivência mais curto. Mulheres são frequentemente diagnosticados anteriormente no curso 

da doença do que homens, o que poderia confundir a determinação da longevidade pós-

diagnóstico (Todd et al., 2013; Kua et al., 2014; Podcasy e Epperson, 2016). Outro fator de 

grande importância na diferença de sexos, é que homens e mulheres, machos e fêmeas podem 

ter respostas imunes diferentes. De acordo com os resultados, o gene do receptor TLR7, 

codificado no cromossomo X, pode sofrer um inativação e ser mais expresso em mulheres do 

que em homens (Klein, 2012). Em culturas de células sanguíneas mononucleares, a exposição 

ao TLR7 aumentou os níveis de interferon-α (IFN-α) em mulheres quando comparado aos 

níveis dos homens (Berghofer et al., 2006; Pisitkun et al., 2006). Porém, a ativação de TLR9 

por resposta viral, aumentou os niveis de IL-10 em homens mais do que em mulheres, avaliado 

por cultura de células sanguíneas (Torcia et al., 2012). Portanto, mais estudos são necessários 

para identificar os fatores precisos que medeiam as diferentes respostas imunes e os diferentes 

mecanismos fisiopatológicos de doenças entre homens e mulheres.   

 

 

1.5 Tratamento para DA 

 

A terapia farmacológica atualmente aprovada para a DA ainda não é efetiva, somente 

paleativa, pois promove temporária e modesta melhora cognitiva sem alterar o curso da doença 

ou o resultado final da mesma. As principais classes de fármacos utilizados na DA são: 

inibidores da atividade da enzima acetilcolinesterase (IAChE) e antagonistas de receptores 

NMDA (Greig, 2015). Dentre os IAChE encontram-se o donepezil, rivastigmina e a 

galantamina, primeira linha de fármacos utilizados para tratar a DA leve a moderada. O 
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donapezil pode ser utilizado também para o tratamento da DA severa (Chu, 2012; Sadowsky e 

Galvin, 2012). Dentre os antagonistas de receptores NMDA encontra-se o único fármaco, 

memantina, que é utilizado para a DA moderada a severa (Touchon et al., 2014; Greig, 2015; 

Saint-Laurent Thibault et al., 2015; Chen R., 2017). Além disso, é um fármaco relativamente 

seguro, com baixos efeitos colaterais (van Marum, 2009). Porém, a memantina não impede a 

progressão da doença, e dessa forma, mais estudos e, possivelmente, outras associações 

farmacológicas são necessárias para melhorar a eficácia do tratamento para DA. Até o 

momento, sabe-se que as mulheres tem maiores risco de desenvolver a DA do que os homens, 

e a progressão da doença deve-se levar em conta a resposta do tratamento em ambos os sexos 

(Podcasy e Epperson, 2016). Logo, não há registros na literatura que mostre resultados para o 

tratamento da DA em homens e mulheres, constatando que mais estudos precisam serem 

realizados nessa área.  

 

1.6 Liraglutida 

 

Liraglutida, conhecida comercialmente como Victoza©, é um agonista do receptor 

do hormônio peptídeo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), facilitando a sinalização da insulina. 

O GLP-1 atua também como um fator de crescimento no cérebro, podendo induzir o 

crescimento e proteger contra lesão oxidativa em células neuronais (Perry et al., 2007). A 

deleção do receptor GLP-1 reduz o aprendizado de novas tarefas e a LTP no hipocampo (Abbas 

et al., 2009). Além disso, o GLP-1 tem mostrado reduzir níveis endógenos de βA em cultura de 

células neuronais, e em um modelo animal transgênico de diabetes (Db/Db) e mostrou diminuir 

a fosforilação da tau (Perry et al., 2003; Nakamura, et al., 2010). Além disso, o GLP-1 pode 

aumentar a proliferação, facilitar o reparo das redes neuronais do tecido cortical, podendo ter 

um efeito protetor em pacientes com DA (Greenberg e Jin, 2006; Kim et al., 2017).  

Até o momento, poucos estudos mostram a relação do uso de liraglutida no 

tratamento da DA. Em animais APP/presenilina 1 (PS1) o tratamento com liraglutida (500 

nmol/kg) durante 3 e 5 meses, diminuiu os níveis de βA (Hansen et al., 2016a). Outro resultado 

aponta que o tratamento por 2 semanas na dose de 25 ng/kg de Liraglutida, melhorou o dano 

cognitivo observado no teste do labirinto aquático de Morris, reconhecimento de objetos, além 

de diminuir a reatividade da micróglia e aumentar a neurogênese em animais APP/PS1 

(McClean et al., 2015). Poucos são os estudos que mostram os efeitos do tratamento com 

liraglutida em um modelo animal de DA. Também não há estudos que mostram os efeitos em 

pacientes com DA, e nem mesmo a diferença do tratamento entre os sexos.  
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1.7 Justificativa 

 

A DA é uma doença grave para o paciente já que induz declínio cognitivo 

progressivo, prejuízo funcional e perda total da independência. As primeiras manifestações 

clínicas da DA incluem perda de memória a curto prazo e disfunção executiva correspondente 

a neurodegeneração em áreas cerebrais que medeiam estas funções. A DM2 é responsável por 

cerca de 90% de todos os casos de DM e é caracterizada por um redução na capacidade da 

insulina de estimular a utilização de glicose (resistência à insulina) e inadequada secreção de 

insulina pelas células β pancreática em resposta à hiperglicemia (Correia, et al., 2012). 

Curiosamente, pacientes com DA e DM2 apresentam anormalidades semelhantes incluindo 

disfunção metabólica, estresse oxidativo e neuroinflamação (De Felice e Ferreira, 2014). Além 

disso, DM2 e DA também apresentam sinais e sintomas clínicos semelhantes, incluindo 

comprometimento cognitivo, glicemia de jejum alterada, a hiperglicemia crônica e atrofia 

hipocampal (Chen Z. e Zhong, 2013).  

 Muitos estudos estão sendo realizados para o conhecimento dos mecanismos 

fisiopatológicos, bem como, um tratamento adequado para DA. Todavia, nenhum fármaco é o 

ideal e por isso, torna-se essencial estudos na busca de novos alvos terapêuticos pré-clínicos 

para futuramente ser utilizados na clínica. Ainda assim, a similaridade entre as duas doenças, 

as diferenças comportamentais e fisiológicas em machos e fêmeas, foi o que impusionou a 

pesquisa sobre os fármacos utilizados para DM2 no dano cognitivo e parâmetros inflamatórios, 

em um modelo animal de demência tipo DA e em um modelo animal de envelhecimento, em 

camundongos machos e fêmeas. 
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2.  OBJETIVOS  

 

 

2.1 Objetivos Gerais 

 

Avaliar o efeito protetor da liraglutida sobre a memória e a neuroinflamação em 

modelo animal de demência do tipo DA induzido pela administração de βA1-42.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o efeito da liraglutida na memória espacial (tempo e erros) através do teste do 

labirinto octagonal, em um modelo animal de demência tipo DA induzido pela administração 

do peptídeo βA1-42 em camundongos black C57/BL6 com 3 ou 12 meses, machos ou fêmeas; 

• Avaliar o efeito da liraglutida na memória espacial (número de entradas e alternância 

espontânea) através do teste do labirinto de Y, em um modelo animal de demência tipo DA 

induzido pela administração do peptídeo βA1-42 em camundongos black C57/BL6 com 3 ou 

12 meses, machos ou fêmeas; 

• Avaliar o efeito da liraglutida na memória de habituação através do teste do campo 

aberto, em um modelo animal de demência tipo DA induzido pela administração do peptídeo 

βA1-42 em camundongos black C57/BL6 com 3 ou 12 meses, machos ou fêmeas;  

• Avaliar o efeito da liraglutida nos níveis de citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 ou IL-10), em 

um modelo animal de demência tipo DA induzido pela administração do peptídeo βA1-42 em 

camundongos black C57/BL6 com 3 ou 12 meses, machos ou fêmeas;  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais  

 

Foram utilizados no presente estudo camundongos Black C57/BL6 machos ou 

fêmeas com 3 meses ou 12 meses de idade quando iniciado o experimento, pesando 20-30 g 

procedentes do biotério da UNESC. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 

horas, com alimento e água disponíveis, e alojados em gaiolas de plástico com maravalha. 

Todas as manipulações foram realizadas entre às 8h e às 16h. O comitê de ética local (Comissão 

de Ética para o uso de Animal - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense) aprovou 

este estudo sob o número de protocolo 079/2015-1 e 061/2017-1. Todos procedimentos 

experimentais foram executados dentro das diretrizes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). 

 

3.2 Indução do modelo animal de demência tipo DA induzido pela administração de 

oligômeros βA1-42 

 

O peptídeo βA1-42 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvido numa solução de 

tampão fosfato (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, KCl 2,7 mM, pH 7,5) na 

concentração de 1 μg/μL. A solução foi incubada durante 7 dias em estufa a 37 °C e 5% de CO2 

para permitir a agregação dos peptídeos βA1-42 em oligômeros (Ueda et al., 1994; Resende et 

al., 2008; Ruiz-Muñoz et al., 2011; Garcez et al., 2017). Após a agregação, a solução foi 

armazenada a -20 °C até a sua utilização. No dia da administração a solução foi diluída na dose 

final de 100 pmol/µL em líquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) (NaCl 24 mM, KCl 2,5 

mM, MgSO4 2,0 mM, KH2PO4 1,25 mM, 26 MM de NaHCO3, glucose 10 mM e sacarose 4 

mM). Os camundongos foram anestesiados com isoflurano (1,5%) utilizando um aparelho de 

anestesia inalatória. Os oligômeros βA foram injetados através de uma agulha de aço inoxidável 

de calibre 28 com 3 mm de comprimento acoplada a uma seringa de Hamilton. A agulha foi 

inserida unilateralmente através da pele e do crânio diretamente no ventrículo lateral esquerdo, 

intracerebroventricular (i.c.v). A localização do bregma foi realizada pela visualização de um 

triângulo equilátero, traçando uma linha entre os olhos e a parte superior aos olhos do 

camundongo, e a partir desse ponto, foi medido 1mm posterior e 1mm para lateral esquerda, a 

agulha foi inserida nesse ponto a uma profundidade de 2,5mm (Laursen e Belknap, 1986; 
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Gomes et al., 2013). Os oligômeros βA foram injetados no volume de 4 μl (400 pmol/sítio) ao 

longo de um período de 10 segundos, seguido por um atraso de 10 segundos para permitir a 

total difusão da solução. 

 

3.3 Tratamento e desenho experimental  

 

A liraglutida (Victoza®) foi diluída em solução salina para administração via 

subcutânea (s.c) e até o momento não há na literatura uma dose definida de liraglutida, portanto, 

realizou-se uma curva de dose-resposta nas doses de 0,001 mg/kg, 0,01 mg/kg ou 0,1 mg/kg de 

peso corporal do animal, administradas uma vez por dia (10h00 da manhã), durante um período 

de 17 dias. O tratamento foi iniciado 24 horas após a administração intracerebroventricular i.c.v. 

dos oligômeros βA 1-42. Todo o experimento foi dividido em duas etapas: etapa 1 corresponde 

ao machos ou fêmeas com3 meses de idade e a etapa 2 corresponde aos machos ou fêmeas com 

12 meses de idade. Então, na etapa 1 (Figura 4), os animais foram distribuídos aleatoriamente 

em oito grupos experimentais. Os animais controle que recebem ACSF i.c.v. foram divididos 

em ACSF + salina; ACSF + liraglutida 0,001 mg/kg; ACSF + liraglutida 0,01 mg/kg e ACSF 

+ liraglutida 0,1mg/kg. Para o modelo animal de demência do tipo DA, os animais que 

receberam os oligômeros βA1-42 i.c.v. foram divididos em βA1-42 + salina, βA1-42 + liraglutida 

0,001 mg/kg, βA1-42 + liraglutida 0,01 mg/kg, βA1-42 + liraglutida 0,1 mg/kg. A etapa 1 

corresponde aos mesmos grupos experimentais para machos ou fêmeas com 3 meses de idade, 

totalizando 10 animais por grupos (10x8 grupos experimentais machos = 80 e 10x80 grupos 

experimentais fêmeas = 80),  totalizando 160 animais. Após o término dos testes 

comportamentais da Etapa 1, foi selecionada a melhor dose da curva dose-resposta de 

liraglutida para o tratamento na Etapa 2.  

Portanto, na etapa 2 (Figura 5), foram utilizados animais com 12 meses de idade, 

machos ou fêmeas e divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: animais controle que 

receberam injeção i.c.v de ACSF e foram divididos em ACSF + salina e ACSF + liraglutida 

0,01 mg/kg. Para o modelo animal de demência tipo DA, os animais receberam injeção i.c.v de 

βA1-42 e os animais foram divididos em βA1-42 + salina e βA1-42 + liraglutida 0,01 mg/kg. 

Portanto, a etapa 2 corresponde aos mesmos grupos experimentais de machos e fêmeas, todos 

com 12 meses de idade, utilizando 10 animais por grupo (10x4 grupos experimentais machos 

= 40 e 10x4 grupos experimentais fêmeas = 40), totalizando 80 animais.   
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3.3.1 Etapa 1  

 

Nos animais machos ou fêmeas, que receberam injeção i.c.v de ACSF ou βA1-42, 

após 24 horas foi iniciado o tratamento por 17 dias com a curva dose-resposta de liraglutida 

(0,001mg/kg, 0,01 mg/kg e 0,1 mg/kg). No 11º e 12° dia de tratamento foi realizado o teste de 

habituação ao campo aberto (treino e teste), no 13 º dia foi realizado o teste do labirinto em Y 

e nos dias 14° ao 18° foi realizado o teste no labirinto octagonal, como demonstrado na figura 

4. No 18º dia, 24 horas após o último tratamento com a curva dose-resposta de liraglutida, e 

após a realização do teste comportamental foi realizada a eutanásia dos animais por 

deslocamento cervical. O hipocampo foi dissecado e colocado imediatamente em nitrogênio 

líquido e armazenados a -80 ºC para posteriores análises bioquímicas para avaliar os níveis de 

citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e IL-10).  

 

Figura 4: Linha do tempo do protocolo experimental da etapa 1. Fonte: Do autor. 
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3.3.2 Etapa 2 

 

Nos animais machos ou fêmeas, 24h após a injeção i.c.v de ACSF ou de βA1-42 foi iniciado 

o tratamento por 17 dias com liraglutida (0,01mg/kg). No 11º e 12° dia de tratamento foi 

realizado o teste de habituação ao campo aberto (treino e teste), no 13 º dia foi realizado o teste 

do labirinto em Y e do dia 14° ao 18° dia, foi realizado o teste no labirinto octagonal (figura 4). 

No 18º dia, 24 horas após o último tratamento com liraglutida, e após a realização do teste 

comportamental, foi realizada a eutanásia dos animais por deslocamento cervical. O hipocampo 

foi dissecado e colocado imediatamente em nitrogênio líquido e armazenados à -80 ºC para 

posteriores análises bioquímicas para avaliação dos níveis de citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e 

IL-10). 

 

 

Figura 5: Linha do tempo do protocolo experimental da etapa 2. Fonte: Do autor. 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 

3.4 Testes comportamentais  

 

3.4.1 Campo aberto  

 

No 11º dia, 24 horas após a última administração de liraglutida, os animais foram 

colocados na sala de comportamento para habituarem ao ambiente por 30 minutos, e após será 

iniciado o treino no aparato de habituação ao campo aberto, o qual avalia memória de 

habituação. Os camundongos foram submetidos ao teste de habituação ao campo aberto e logo 

após o teste, os animais retornaram ao biotério. No 12º dia os camundongos foram submetidos 

ao teste habituação ao campo aberto e logo após o teste, os camundongos retornam ao biotério. 

O pressuposto básico envolvido em estudos de confinamento em um novo ambiente é que no 

intuito de explorar o ambiente, o animal precisa locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade 

de movimento passa a ser um indicador de atividade exploratória (crossing). A resposta 

exploratória de levantar-se nas patas traseiras (rearing) é também muito comum em roedores e 

tem sido utilizada como medida do nível de excitabilidade. O equipamento consiste em um 

campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira 

e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais 

marcados por linhas pretas. Na sessão de treino, os animais foram cuidadosamente colocados 

no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual explorarou livremente o 

ambiente por 5 minutos. Imediatamente após, os animais voltaram para a caixa moradia. A 

sessão de teste foi realizada 24 horas após o treino, na qual se repetiu o procedimento do treino. 

Os números de cruzamentos (crossing) através das linhas pretas e a atividade exploratória 

(rearing) foram avaliados em ambas as sessões.  (Vianna et al., 2000). 

 

3.4.2 Labirinto em Y 

 

 

Esse teste é realizado para avaliar a memória de reconhecimento espacial dos 

animais. O aparelho é feito de MDF preto e possui três braços iguais (50 x 10 x 20 cm, cada 

braço) afastados em 120°. Este foi colocado em uma sala escura com iluminação de lâmpada 

vermelha, para deixar os animais mais confortáveis para explorar (Deacon e Rawlins, 2006) e 

com dicas visuais nas paredes do braço para facilitar a localização espacial dos animais. O 

protocolo consiste de duas sessões separadas por um intervalo de 2 horas realizado no 13° dia 
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de tratamento com liraglutida, 24 horas após a última administração. Na primeira sessão, o 

animal foi colocado no final de um dos braços, chamado de braço A, e teve livre acesso para 

explorar o braço B durante 5 min. Nesta sessão inicial, o terceiro braço ou braço C do labirinto 

estava bloqueado por uma porta guilhotina. Após os 5 minutos os animais retornaram a caixa 

moradia. Depois de 2 horas, na segunda sessão, o animal foi novamente colocado no braço A 

do labirinto para explorar livremente os três braços durante 5 min. O número total de entradas 

em cada braço foi avaliado, e a alternância espontânea também foi registrado. A alternância 

espontânea foi calculada como o número total de alternâncias nos três braços, divido pelo 

número correto de alternância nos três braços, multiplicado por 100. As alternâncias corretas 

foram consideradas como ABC, CBA, BAC, BCA (Fu et al., 2017).  

 

3.4.3 Labirinto octagonal  

 

O aparato do labirinto octogonal consiste em 8 braços, numerados de 1 a 8 (48 × 12 

cm), que se estende radialmente a partir de uma área central (32 cm de diâmetro). O aparelho é 

colocado a 50 cm acima do chão, e possui formas geométricas posicionadas na reta do braço o 

qual é colocada a recompensa. Esse teste é usado para avaliar a memória espacial.  No primeiro 

dia, os camundongos foram colocados um de cada vez no aparato para explorar livremente 

durante 5 minutos, sem recompensa, apenas para se habituarem ao equipamento. Após, 

retornaram a caixa moradia e foram devolvidos ao biotério com um cereal de chocolate (Nescau 

Cereal®) por animal em cada caixa moradia, para se habituarem a comida (recompensa), 

juntamente com a ração padrão do biotério, porém essa foi racionada (2g por animal para 

machos e 1,5g por animal para as fêmeas) para que no dia seguinte (primeiro dia de teste) os 

animais estivessem com fome para facilitar a realização da tarefa. No primeiro dia de teste, 14° 

dia de tratamento com liraglutida, o animal foi colocado novamente no aparato e quatro dos 

oito braços do labirinto possuíam a recompensa (cereal), e nestes mesmos braços as pistas 

geométricas. Cada animal teve 10 minutos para realizar a tarefa de encontrar a recompensa nos 

4 braços, quando o animal encontrou as 4 recompensas ou passados os 10 minutos, eles foram 

devolvidos à caixa moradia, onde novamente foi realizado o racionamento de comida e eles 

foram devolvidos ao biotério. Esse procedimento foi realizado da mesma forma nos 3 dias 

subsequentes, totalizando 4 dias de teste com intervalos de 24 horas. Os parâmetros avaliados 

foram: tempo total para encontrar a recompensa nos 4 braços e erros totais (nº de entradas) em 

cada braço para encontrar a recompensa (Foyet et al., 2011; Hritcu et al., 2012). Uma hora após 

a finalização do teste os animais foram submetidos a eutanásia como descrito anteriormente. 
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3.5 Análises Imunoquímicas por ensaio enzimático 

 

 

As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampão fosfato para análise 

dos níveis de citocinas. Foram avaliadas as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-4 e IL-10. Estas foram 

quantificadas por kits de imunoensaio enzimático, ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), conforme as recomendações do fabricante, descritas a seguir. As placas de 

microtitulação (96 poços de fundo plano) foram incubadas durante a noite com o anticorpo de 

captura. Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com tampão fosfato de lavagem, e 

em seguida, foram bloqueadas com uma solução tampão fosfato com albumina 1% durante 1 

hora. Após, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padrão, diluídas em solução 

tampão, durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com tampão de 

lavagem, e em seguida, incubadas com anticorpo de detecção por mais 2 horas. Depois das 

lavagens, foi incubado uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e após, 

o substrato (peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina, 1:1) A reação foi finalizada pela 

adição de ácido sulfúrico 2N. As placas foram lidas à 450nm em espectrofotômetro. A proteína 

total foi mensurada de acordo com (Lowry et al., 1951), usando albumina de soro bovino como 

padrão.  

 

3.6 Análises Estatísticas  

 

Os resultados da etapa 1, foram analisados utilizando o programa STATISTICA 

versão 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro–Wilk foi realizado para 

confirmar se os dados possuíam uma distribuição normal. Os resultados do teste de labirinto 

octogonal foram analisados por análise de variância de duas vias de medidas repetidas (repeated 

measures via two-way ANOVA), seguido do teste de post hoc de Duncan quando o p< 0,05. Os 

dados do Labirinto em Y foram analisados por ANOVA de duas vias, o teste do campo aberto 

foi analisado por teste t de Student pareado, considerando o p<0,05 estatisticamente 

significativo. Os dados dos testes citados foram apresentados como média ± erro padrão da 

média. Os dados de imunoensaio enzimático foram analisados por ANOVA de duas vias 

seguido do teste post hoc de Duncan quando o p< 0,05. Os dados foram expressos como média 

± erro padrão da média. Os resultados de machos e fêmeas foram analisados individualmente.  
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Já os resultados da etapa 2 também foram analisados utilizando o programa 

STATISTICA versão 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade Shapiro–Wilk foi 

realizado para confirmar se os dados possuíam uma distribuição normal. Os resultados do teste 

de labirinto octogonal foram analisados por analisados por ANOVA de uma via, seguido do 

teste de post hoc de Duncan quando o p< 0,05. Os dados do Labirinto em Y foram analisados 

por ANOVA de uma via, o teste do campo aberto foi analisado por teste t de Student pareado, 

considerando o p<0,05 estatisticamente significativo. Os dados dos testes citados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média. Os dados de imunoensaio enzimático foram 

analisados por ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Duncan quando o p< 0,05. Os 

dados foram expressos como média ± erro padrão da média. Os resultados de machos e fêmeas 

foram analisados individualmente. 
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4. RESULTADOS  

 

Os resultados descrito abaixo são referentes a etapa 1 do estudo.  Os resultados do 

labirinto octogonal foram analisados por análise de variância de duas vias de medidas repetidas 

(ANOVA de medidas repetidas), utilizando como fatores o modelo e o tratamento tanto para 

machos quanto para as fêmeas da etapa 1. Nos machos os dados apresentaram diferença 

significativa no teste de ANOVA quando observado a latência para encontrar a recompensa (R1 

modelo* tratamento F[(2,049) = p<0,03]), erros totais para encontrar a recompensa [R1 

modelo*tratamento F[(2,28) = p<0,019]). Na latência para encontrar a recompensa (Figura 6A), 

os animais controles que receberam ACSF e tratamento com salina, tiveram um melhor 

desempenho no tempo para encontrar a recompensa, visto que houve diferença no 3° dia (p< 

0,040) e no 4° dia (p<0,000), comparados ao primeiro dia de teste. O mesmo aconteceu no 

grupo ACSF + 0,001mg de Liraglutida, onde ocorreu um melhor desempenho no tempo para 

encontrar a recompensa, visto que houve diferença no 3° dia (p< 0,011) e no 4° dia (p<0,0001), 

comparados ao primeiro dia de teste. Já os grupos ACSF + 0,01mg e 0,1mg de Liraglutida, 

tiveram uma melhora apenas no último dia de teste quando comparado ao primeiro dia de teste  

(p<0,0001 para ambas as doses). Os animais que receberam OβA1-42 e tratados com salina, 

tiveram um comprometimento cognitivo, visto que apenas tiveram uma melhora no último dia 

de teste, comparado ao seu primeiro dia de teste (p< 0,01). Já os animais tratados com 0,001mg 

Liraglutida, houve uma melhora no 3° (p<0,0001) e 4° (p<0,0001) quando comparado ao 

primeiro dia de teste. O mesmo ocorreu com os animais tratados na dose 0,01mg de Liraglutida 

(3° p<0,0001; 4° p<0,0001). A figura 6B mostra os erros totais para encontrar a recompensa. 

Os animais que receberam ACSF + salina, houve uma diminuição nos erros totais para 

encontrar a recompensa no 3° (p<0,0001) e 4° (p<0,0001) dia, quando comparado ao 1° dia do 

teste. O mesmo também foi observado nos animais ACSF tratados com 0,001mg de Liraglutida, 

diminuíram os erros para encontrar a recompensa no 3° (p<0,0001) e 4° (p<0,0001). Já os 

animais ACSF tratados com 0,01mg de Liraglutida, tiveram uma melhora na diminuição dos 

erros somente no 4° do teste (p<0,01), comparado ao primeiro dia do teste. Porém os animais 

ACSF tratados com 0,1mg de Liraglutida, houve uma melhora nos erros totais no 2° 

(p<0,0001), 3° (p<0,0001) e 4° (p<0,0001) dias de teste, tendo uma evolução melhor que os 

animais ACSF + salina. Os animais que receberam OβA1-42 + salina tiveram uma diminuição 

nos erros totais somente no 4° dia (p<0,002), aprendendo a tarefa apenas no último dia. Os 

animais OβA1-42  tratados com 0,001mg de Liraglutida, evoluiram ao longo do teste, diminuindo 

os erros  no 2° (p<0,03),  3° (p<0,02) e 4° (p<0,006). Os animais machos que receberam OβA1-
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42  e tratados com 0,01mg de liraglutida, diminuiram os erros no 3° (<p0,0001) e 4° (p<0,0001) 

dia, quando comparado ao primeiro dia de teste. O mesmo ocorreu com os animais OβA1-42  

tratados com 0,1mg de liraglutida, 3° (p<0,002) e 4° (p<0,03). Potanto, os animais que 

receberam injeção i.c.v de OβA1-42 tiveram dano na memória espacial, pois levaram mais tempo 

e cometeram mais erros para encontrar a comida. Ja as doses 0,001mg e 0,1mg de liraglutida 

melhoraram a memória espacial, observado no tempo e nos erros totais para encontrar a 

recompensa.  
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Figura 6: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste do labirinto 

octagonal em camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal 

de demência do tipo DA. A figura 6A mostra a latência em segundos para encontrar a recompensa nos 4 braços. 

6B mostra os erros totais de entrada nos braços antes de encontrar a recompensa nos 4 braços. Os dados são 

expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado ao primeiro 

dia de teste de cada grupo.  
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Os dados mostram resultados do teste ao campo aberto (Figura 7) nos machos 

referente a etapa 1. O test t para amostras dependentes mostraram que  os animais que receberam 

ACSF + salina tiveram uma diferença entre treino e teste nos cruzamentos (Figura 7A) ([F (1,9) 

= 5,01 ; p = 0,000).  Assim como os animais ACSF tratados com 0,01mg de Liraglutida ([F 

(1,9) = 4,59; p = 0,0001), 0,1mg ([F (1,9) = 2,36; p = 0,045) e 0,001mg ([F (1,8) = 0,78; p= 

0,046])  tiveram diferença entre treino e teste no numero de cruzamentos, melhorando a 

memória de habituação. Analisando os animais que receberam injeção i.c.v de OβA1-42 e 

tratados com liraglutida tiveram diferença entre treino e teste, mostrando que não tiveram dano 

na memória de habituação observado pelo número de cruzamentos, βA1-42 + 0,001mg ([F(1,9) 

= 2,79; p=0,02), βA1-42 + 0,01mg (F[1,9) = 4,35; p = 0,0001), βA1-42 + 0,1mg (F[1,9) = 4,76; p 

= 0,0001). Apenas o grupo OβA1-42 tratado com salina não apresentou diferença entre o número 

de cruzamento, mostrando dano na memória de habituação (OβA1-42 + salina ([F (1,9) = 2,97; 

p = 0,104).  Para o número de levantamentos, pode-se observar que apenas os animais machos 

que receberam injeção i.c.v de ACSF e tratados com salina tiveram uma diferença no número 

de levantamentos entre o treino e o teste ([F (1,9) = 5,62; p = 0,0001). Assim como os anmais 

do controle ACSF tratados com liraglutida nas doses 0,01mg e 0,1mg mellhoraram a memória 

de habituação, observado pelo número de cruzamentos (ACSF + 0,01mg ([F(1,9) = 2,16; 

p=0,011), ACSF + 0,1mg ([F(1,9) = 2,00; p=0,004).  Os animais do controle ACSF tratados 

com 0,001mg de Liraglutida não tiveram diferença entre o treino e o teste no número de 

levantamentos, mostrando dano na memória de habituação (ACSF + 0,001 ([F (1,9) = 1,79; 

p=0,11). Os animais que receberam administração i.c.v de OβA1-42, e tratados com salina e 

0,001mg de Liraglutida, não tiveram diferença nas sessões de treino e teste, apresentando um 

dano na memória de habituação observado pelo número de levantamentos.  OβA1-42+salina 

(F[(1,9) = 0,20; p=0,842), OβA1-42 + 0,001mg de Liraglutida (F[(1,9) = 0,87; p=0,40). Os 

animais tratados com 0,01mg e 0,1mg de Liraglutida, apresentaram diferença nas sessões treino 

e teste, melhorando a memória de habituação (OβA1-42+0,01mg (F[(1,9) = 3,42; p=0,007]), 

OβA1-42+ 0,1mg (F[(1,9) = 2,30; p=0,040]). De maneira geral, os animais que receberam injeção 

de OβA1-42, apresentaram dano na memória de habituação, e quando tratados com 0,01mg e 

0,1mg de liraglutida, houve uma reversão desse dano.  

 



41 
 

S a lin a 0 ,0 0 1 m g 0 ,0 1 m g 0 ,1 m g S a lin a  0 ,0 0 1 m g 0 ,0 1 m g 0 ,1 m g

0

2 0

4 0

6 0

8 0

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 C
r
u

z
a

m
e

n
to

s

C ru z a m e n to s  tre in o

C ru z a m e n to s  te s te

A C S F  A 1 -4 2

*
*

*

*
*

*

*

S a lin a 0 ,0 0 1 m g 0 ,0 1 m g 0 ,1 m g S a lin a  0 ,0 0 1 m g 0 ,0 1 m g 0 ,1 m g

0

1 0

2 0

3 0

4 0

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 L
e

v
a

n
ta

m
e

n
to

s

L e v a n ta m e n to s  tre in o

L e va n ta m e n tos  te s te

* *
*

A C S F  A 1 -4 2

*

*

7A

7 B

 

Figura 7: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste de 

habituação ao campo aberto em camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do 

modelo animal de demência do tipo DA. A figura 7A mostra o número de cruzamentos entre treino e teste. A 

figura 7B mostra o número de levantamentos entre treino e teste. Os dados são expressos como média ± erro padrão 

da média de 10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao treino do mesmo grupo.   
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Os gráficos a seguir demonstram os resultados do labirinto em Y (Figura 8) dos 

machos da etapa 1. Anova de duas vias mostrou interação entre modelo e tratamento (p<0,03) 

e  que os animais que receberam injeççao i.c.v de OβA1-42 tratados com salina (p<0,008) e com 

a dose 0,1mg de Liraglutida (p<0,006), tiveram uma dimuição no número de entradas em 

comparação com o grupo ACSF tratados com salina, mostrando que tiveram um dano cognitivo 

na atividade exploratória no labirinto em Y (Figura 8A), e houve um aumento no número de 

entradas nos animais OβA1-42 tratados com 0,001mg e 0,01,g de liraglutida, melhorando a 

memória espacial em comparação ao OβA1-42 + salina (OβA1-42 + 0,01mg p<0,035 / OβA1-42 + 

0,001 p <0,013). Já na figura 8B, mostra a alternância espontânea no labirinto em Y. A anova 

de duas vias não mostrou interação entre modelo e tratamento (p<0,63). A alternância 

espontânea avalia memória de espacial, entratanto não foi observado diferenças entre os grupos.   
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Figura 8: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste de 

Labirinto em Y em camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 

animal de demência do tipo DA. A figura 8A mostra o número de entradas nos braços do labirinto. A figura 8B 

mostra a porcentagem de alternância. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais 

por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF + salina. #p<0,05 quando comparado ao βA1-42 + salina.  
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A figura 9, mostra os níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-α) e anti-

inflamatórias (IL-4, IL-10), nos machos da etapa 1. A anova de duas vias mostrou interação 

entre modelo e tratamento apenas nos níveis de TNF-α (p<0,003). O grupo ACSF tratado com 

0,01mg de liraglutida aumentou os níveis de TNF-α em comparação ao controle (p<0,02). Já o 

grupo que recebeu injeção i.c.v de βA1-42 aumentou os níveis de TNF-α  (p<0,015) em relação 

ao controle ACSF + salina. Porém nos grupos βA1-42 que receberam tratamento com 0,001mg 

e 0,01mg de liraglutida diminuíram esse aumento causado pelos OβA1-42 (p<0,047 e p<0,049, 

respectivamente).  
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Figura 9: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) nos níveis de 

citocinas IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-10 em hipocampo de camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-

42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura 9A mostra os níveis de TNF-α. A figura 

9B mostra os níveis de IL-1β. A figura 9C mostra os níveis de IL-4. A figura 9D mostra os níveis de IL-10.  Os 

dados são expressos como média ± erro padrão da média de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao 

ACSF + salina, #p<0,05 quando comparado ao grupo βA1-42.  
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Os dados a seguir mostram os resultados comportamentais e níveis de citocinas da 

etapa 1 das fêmeas. A figura 10 mostra os resultados do labirinto octagonal. A anova de medida 

repetidas mostrou interação entre modelo e tratamento (F[(3,22); p<0,001]) no tempo para 

encontrar a recompensa e nos erros totais para encontrar a recompensa (modelo*tratamento 

F[(2,00); p<0,042). Pode-se observar como demonstrado na figura 10A que os grupos que 

receberam ACSF tratados com salina, 0,001mg e 0,01mg de Liraglutida tiveram um melhor 

desempenho no tempo para encontrar a recompensa durante o teste no 3° dia (p<0,0001; 

p<0,002; p<0,0001, respectivamente) e no 4° dia, em comparação ao primeiro dia de teste 

(p<0,0001; p<0,0001; p<0,037, respectivamente), evoluindo ao longo do teste. O grupo ACSF 

+ 0,1mg apenas foi significativo no 3° dia (p<0,031). Já os animais que receberam injeção i.c.v 

de OβA1-42, tratados com salina não houve evolução ao longo do teste, mostrando que esses 

animais apresentaram dano cognitivo no tempo para encontrar a recompensa (2° p<1,00; 3° 

p<0,378; 4° p<0,125). O mesmo aconteceu nos animais do grupo OβA1-42 tratados com 0,001mg 

de Liraglutida (2° dia p<1,00; 3° dia p<1,000; 4° dia p< 0,108). Já os animais que receberam 

0,01mg de Liraglutida tiveram um melhor desempenho no 3° e 4° dia em comparação ao 

primeiro dia, melhorando o dano cognitivo causado pelo OβA (3° dia p<0,0001; 4° dia 

p<0,0001). Os animais que receberam o tratamento com 0,1mg e Liraglutida tiveram uma 

melhora no tempo apenas no 4° dia (p<0,002). A figura 10B mostra os erros totais para 

encontrar a recompensa das femeas da etapa 1. Verificando os resultados do controle, percebe-

se que os animais que receberam injeção ACSF i.c.v tratados com salina, tiveram uma evolução 

ao longo do teste, mostrando diferenças no 2°, 3° e 4° dia de teste, não sendo observado dano 

cognitivo (2° p<0,0001; 3° p<0,0001; 4° p<0,0001). As fêmeas tratadas com 0,001mg de 

Liraglutida diminuíram os erros no 3° e 4° dia de teste (3° p<0,045; 4° p<0,0001). Mas os 

animais do controle que foram tratados com 0,01mg Liraglutida diminuíram os erros totais no 

2°, 3° e 4° dia, melhorando o desempenho nesse teste, (2° dia p<0,0001; 3° p<0,0001; 

4°p<0,0001). A mesma melhora também foi observada nos animais ACSF tratados com 0,1 mg 

de v Liraglutida (2°p<0,03; 3° p<0,0001; 4°<0,0001). Quando foi administrado OβA1-42 para 

indução do modelo de demência tipo DA, foi verificado que os animais fêmeas do grupo OβA1-

42 + salina, tiveram uma diferença no 2°, 3° e 4°, porém desde o primeiro dia de teste cometeram 

mais erros que o grupos ACSF + salina (OβA1-42 + salina 2° dia p<0,00; 3° p<0,0001; 4° 

p<0,0001). Quando os animais foram tratados com 0,001mg de Liraglutida houve uma melhora 

nos erros 3° e 4° dia (3° dia p< 0,049; 4° p<0,035). Porém os animais que foram tratados na 

dose 0,01mg cometeram menos erros no 2°, 3° e 4° dia de teste, mostrando uma evolução pois 

diminuíram os erros ao longo dos dias 2° dia p<0,01; 3° p< 0,046; 4° p<0,004). A mesma 
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evolução também foi observada nos animais tratados com 0,1mg de liraglutida (2° dia p< 0,02; 

3° dia p<0,00; 4° dia p<0,010). Foi observado então, que os animais que receberam injeção 

i.c.v de OBA1-42 tiveram um dano na memória espacial, no tempo para encontrar a comida, e 

quando tratados com 0,01mg e 0,1mg houve uma melhora cognitiva. Nos erros totais o grupo 

OβA1-42 cometeu mais erros para encontrar a comida, apresentando na memória espacial, e 

quando tratados com 0,01 e 0,1mg houve uma melhora nos erros totais, revertendo o dano 

causado por OβA1-42. 
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Figura 10: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste do 

labirinto octagonal em camundongos femeas C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 

animal de demência do tipo DA. A figura 10A mostra a latência em segundos para encontrar a recompensa nos 4 

braços. Figura 10B mostra os erros totais de entrada nos braços antes de encontrar a recompensa nos 4 braços. Os 

dados são expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado ao 

primeiro dia de teste de cada grupo.  
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Os dados abaixo mostram os resultados obtidos no campo aberto da etapa 1 das 

fêmeas. O teste t para amostras dependentes mostram que os animais do controle ACSF + 

salina, tiveram uma diferença entre o treino e teste no número de cruzamentos ([F(1,9) = 3,47; 

p= 0,006]). Os animais ACSF tratados com 0,001mg de liraglutida não houve diferença no 

número de cruzamentos entre treino e teste ([F(1,9)= 1,7; p=0,13) figura 11A. Já os animais 

ACSF tratados com 0,01mg e 0,1mg tiveram uma diferença no número de cruzamentos nas 

sessões treino e teste, melhorando a memória de habituação ([F(1,9) = 4,81; p = 0,0001] / 

[F(1,9)=1,45; p= 0,046],). No entanto, os animais que receberam administração i.c.v de OβA1-

42 e o grupo peptídeo não houve diferença nos números de cruzamentos ([F(1,9) = 2,79; p = 

0,059]). Quando os animais foram tratados na dose 0,001mg houve uma diferença entre treino 

e teste no número de cruzamentos (F[(1,9) =5,44; p=0,00). O mesmo foi encontrado nas doses 

0,01mg e 0,1mg nos cruzamentos (0,01mg F[(1,9) =3,27; p=0,0001 / 0,1 F[(1,9) =5,26; 

p=0,0001). A figura 11B mostra os números de levantamentos no campo aberto de todos os 

grupos da etapa 1 das fêmeas. Foi possível averiguar que os animais controle que receberam 

injeção i.c.v de ACFS e tratados com salina, tiveram uma diferença nas sessões treino e teste 

no número de levantamentos (F[(1,9) =3,70; p=0,004). Os animais controle ACFS tratados com 

0,001mg, 0,01 e 0,1mg não houve diferença no treino e testes (ACFS + 0,001mg F[(1,9) = 1,39; 

p=0,20 / ACFS + 0,01mg F[(1,9) = 1,68; p = 0,13 / ACFS + 0,1mg F[(1,9) = 0,90; p = 0, 38]). 

As doses 0,001mg e 0,01mg de Liraglutida causaram dano de memória de habituação, visto que 

não houve diferenças significativas no número de cruzamentos e levantamentos. Os animais 

que receberam injeção i.c.v de OβA1-42, tratados com salina e com 0,001mg não houve 

diferenças nas sessões de treino e teste no número de levantamentos (OβA1-42 + salina 

F[(1,9)=1,26; p= 0,23 / OβA1-42 + 0,001mg F[(1,9) = 1,91; p = 0,08]). Porém quando os animais 

foram tratados com 0,01mg e 0,1mg houve diferença entre treino e teste nos levantamentos 

(OβA1-42 + 0,01mg F[(1,9) = 3,98; p = 0,00 / OβA1-42  0,1mg F[(1,9) = 2,32; p = 0,035]). De 

maneira geral, as doses 0,01mg e 0,1mg conseguiram prevenir o dano cognitivo causado pelos 

OβA1-42 tanto no número de cruzamentos quanto no número de levantamentos, conseguindo 

melhorar a memória de habituação.  
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Figura 11: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste de 

Habituação ao campo aberto em camundongos fêmeas C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do 

modelo animal de demência do tipo DA. A figura 11A mostra o número de cruzamentos entre treino e teste. A 

figura 11B mostra o número de levantamentos entre treino e teste. Os dados são expressos como média ± erro 

padrão da média de 10-12 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao treino do mesmo grupo. 
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A figura 12, mostra os dados do labirinto em Y da etapa 1 fêmeas. A figura 12A 

mostra o número de entradas nos braços do Y, e pela anova de duas vias não houve diferenças 

entre os grupos, não houve interação com modelo e tratamento (Df= 3; F(1,45) = p 0,23). Não 

houve diferença na atividade exploratória dos animais. A figura 12B, mostra a alternância 

espontânea nos braços do Y. A anova de duas vias mostrou interação entre modelo e tratamento 

(Df=3; F(3,20) ; p=0,027), porém o unico grupo que foi diferente do controle ACSF + salina, 

foi o grupo ACSF tratado com 0,001mg de Liraglutida (p<0,001), mostrando que esse grupo 

teve memória espacial comprometida. De modo geral, os OβA1-42, não causaram dano na 

memória espacial observado pelo labirinto em Y.  
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Figura 12: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) no teste de 

Labirinto em Y em camundongos fêmeas C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 

animal de demência do tipo DA. A figura 12A mostra o número de entradas nos braços do labirinto. A figura 12B 

mostra a porcentagem de alternância. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais 

por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF + salina. 
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A figura 13 demostra os níveis de citocinas pro-inflamatórias e anti-inflamatórias 

(TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-10) no hipocampo das fêmeas da etapa 1. A figura 13A mostra os 

níveis de TNF-α, e a anova duas vias mostrou interação entre modelo e tratamento ([Df(3); 

F[(3,88); p= 0,015). Os resultados evidenciam aumento de TNF-α que todos os grupos que 

receberam administração i.c.v de OβA1-42 em comparação ao grupo ACSF + salina. (OβA1-

42+salina p<0,02 / OβA1-42 + 0,001mg p<0,002 / OβA1-42 + 0,01mg p<0,000 /  OβA1-42 + 0,1mg 

p<0,000). No entanto os animais do grupo OβA1-42 que receberam tratamento com liraglutida 

0,01mg, aumentaram os níveis de TNF-α em relação ao grupo OβA1-42+ salina (p<0,004). A 

figura 13B mostra os resultados obtidos dos níveis de IL-1β e pela anova de duas vias teve 

interação entre modelo e tratamento (Df(3); F[(3,88); = p 0,0015) e foi verificado que os 

animais do grupo OβA tratados com salina, 0,001mg e 0,01mg de liraglutida aumentaram os 

níveis de IL-1β no hipocampo em comparação ao grupo ACFS+salina (OβA1-42+salina p<0,02 

/ OβA1-42 + 0,001mg p<0,002 / OβA1-42 + 0,01mg p<0,000). Ainda assim, os animais PBA que 

tratados com 0,01mg de Liraglutida, tiveram os níveis de IL-1β aumentados em relação ao 

grupo OβA+salina (p<0,004). Foi possível observar que a dose 0,01mg de liraglutida aumento 

os níveis de TNF-α quanto de IL-1β, após a indução do modelo animal de demência tipo DA. 

A figura 13C mostra os níveis de IL-4 no hipocampo, e a anova de duas vias mostrou interação 

entre modelo e tratamento (Df(3); F[(7,75); p = 0,000). Os resultados apontam que os animais 

que receberam injeção i.c.v de OβA1-42 tratados com salina e 0,001mg de liraglutida, 

aumentaram os níveis de IL-4 (OβA1-42+salina p<0,006 / OβA1-42 + 0,001mg p<0,022). Já os 

grupos OβA1-42 tratados com 0,01mg e 0,1mg diminuíram os níveis de IL-4, quando 

comparados ao grupo OβA1-42 + salina (OβA1-42 + 0,01mg p<0,03 / OβA1-42 +0,1mg p<0,015). 

A figura 13D exibe os resultados encontrados nos níveis de IL-10. Como pode-se observar, os 

animais que receberam injeção i.c.v de OβA1-42 tratados com salina e 0,001mg de liraglutida, 

aumentaram os níveis de IL-10 (OβA1-42+ salina p<0,000 / OβA1-42 + 0,001mg p< 0,024). 

Porém os animais que receberam injeção OβA1-42 e tratados com 0,01mg e 0,1mg de liraglutida, 

diminuíram o aumento de IL-10 em relação ao grupo OβA1-42 + salina (OβA1-42+0,01mg p< 

0,02 / OβA1-42 + 0,1mg p< 0,002).  Portanto, o tratamento com liraglutida nas doses 0,01mg e 

0,1mg conseguiram diminuir o aumento de IL-4 e IL-10 causado por OβA1-42.  
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Figura 13: Efeito do tratamento curva dose-resposta de Liraglutida (0,001mg, 0,01mg e 0,1mg) nos níveis de 

citocinas IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-10 em hipocampo de camundongos fêmeas C57/BL6 administrados com βA1-

42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura 13A mostra os níveis de TNF-α. A 

figura 13B mostra os níveis de IL-1β. A figura 13C mostra os níveis de IL-4. A figura 13D mostra os níveis de IL-

10.  Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando 

comparado ao ACSF + salina, #p<0,05 quando comparado ao grupo βA1-42.  

 

A partir de então, os dados a seguir demonstram os resultados da etapa 2 do estudo, 

machos e fêmeas com 12 meses de idade. A figura 14 mostra os dados do labirinto octagonal 

nos machos, a anova de uma via mostra interação (p<0,045) apenas no 4° dia do teste. Os grupos 

ACSF+salina e OβA1-42+salina, não tiveram diferenças significativas em nenhum dos dias dos 

testes, mostrando que tanto o processo de envelhecimento quanto o modelo animal tipo DA, 

tiveram dano cognitivo (1° dia p = 0,20 / 2° dia p = 0,051 / 3° dia p = 0,17 / 4° dia p = 0,045). 

Pode-se observar que no tempo total para encontrar recompensa (Figura 14A) houve apenas 

uma melhora no 4° dia de teste quando os animais foram tratados com 0,01mg de Liraglutida, 

tanto nos animais ACSF+0,01mg (p<0,02) e OβA1-42+0,01mg (p<0,040), quando comparados 

ao grupo OβA1-42+salina.  No entanto a figura 14B, mostra os erros totais para encontrar a 

recompensa ao longo do teste, e pela anova de 1 via não houve interação (1° dia p = 0,89 / 2° 

dia p = 0,37 / 3° dia p = 0,83 / 4° dia p = 0,40). Foi possível observar que tanto o grupo ACFS 

+ salina e OβA1-42 + salina apresentaram dano na memória espacial. Porém os animais que 
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receberam OβA1-42 e ACSF  tratados com 0,01mg tiveram uma melhora cognitiva no tempo 

total, melhorando a memória espacial desses animais.  
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Figura 14: Efeito do tratamento com Liraglutida (0,01mg) no teste do labirinto octagonal em camundongos 

machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A 

figura 14A mostra a latência em segundos para encontrar a recompensa nos 4 braços. 14B mostra os erros totais 

de entrada nos braços antes de encontrar a recompensa nos 4 braços. Os dados são expressos como média ± erro 

padrão da média de 10 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado ao mesmo dia do βA1-42.  
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A figura a seguir mostra os dados da habituação ao campo aberto dos machos da 

etapa 2. A figura 15A apresenta os resultados dos números de cruzamentos entre treino e teste. 

O teste t para amostras dependentes mostrou que apenas o grupo ACSF tratado com 0,01mg de 

Liraglutida tiveram diferença entre treino e teste no número de cruzamentos (F[(1,9) = 2,33; p 

= 0,044]). Os outros grupos não apresentaram diferenças significativas (ACSF+salina F[(1,8) 

= 1,26; p = 0,24 / OβA1-42+salina F[(1,9) = 1,34 ; p = 0,74 / OβA1-42+0,01mg F[(1,8) = 1,57; p 

= 0,16]). A figura 15B mostra os números de levantamentos, e pelo test t para amostras 

dependentes, não mostrou diferenças nos grupos nas sessões de treino e teste (ACSF+salina 

F[(1,9) = 0,65 ; P = 0,53 / ACSF+salina F[(1,8) = 1,44; p= 0,18 / OβA1-42+salina F[(1,8) = 0,90; 

p = 0,39 / OβA1-42+0,01mg F[(1,9) = 0,57 ; p= 0,58]). Pode-se observar os grupos 

experimentais, com exceção do ACSF +0,01mg, tiveram dano na memória de habituação, não 

apresentaram diferenças entre treino e teste.  
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Figura 15: Efeito do tratamento com Liraglutida (0,01mg) no teste de Habituação ao campo aberto em 

camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do 

tipo DA. A figura 15A mostra o número de cruzamentos entre treino e teste. A figura 15B mostra o número de 

levantamentos entre treino e teste. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por 

grupo. *p<0,05 quando comparado ao treino do mesmo grupo. 

 

A figura 16 mostra os resultados obtidos no Labirinto em Y da etapa 2 nos machos 

com 12 meses de idade. A figura 16A exibe os resultados do número de entradas nos braços. A 

anova de uma mostrou interação (Df(3); F[(3,47); p=0,03). Foi possível observar que o grupo 

OβA1-42+salina diminuiu o número de entradas nos braços quando comparado ao grupos 

ACSF+salina, porém o tratamento com 0,01mg de liraglutida aumentou o número de entrada, 
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aumentando a atividade exploratória dos animais, quando comparado aos animais OβA1-

42+salina.   A figura 16B mostra a alternância espontânea. A anova de 1 via, não mostrou 

interação entre os grupos (Df(3);F[(1,11) = p = 0,36), mostrando um dano na memória espacial.  
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Figura 16: Efeito do tratamento de Liraglutida (0,01mg) no teste de Labirinto em Y em camundongos machos 

C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura 16A 

mostra o número de entradas nos braços do labirinto. A figura 16B mostra a alternância espontânea. Os dados são 

expressos como média ± erro padrão da média de 10-12 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF 

+ salina. 
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Os dados da figura 17 apresentam os níveis de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-10). 

A figura 17A exibe os resultados dos níveis de TNF-α, e pela Anova de uma via, verificou-se, 

que houve um aumento nos níveis de TNF-α no grupo que recebeu injeção i.c.v de OβA1-42 

tratados com salina e com 0,01mg de Liraglutida, sendo que o tratamento com Liraglutida não 

conseguiu reverter o aumento de TNF-α causado pelos OβA1-42. A figura 17B, expõe os 

resultados dos níveis de IL-1β, como pode ser observado, a Anova de 1 via não mostrou 

interação entre os grupos (Df (3); F[(0,66) = p = 0,58]). Já na figura 17C, a anova de uma via 

mostrou interação (Df(3); F[(3,71) = p = 0,03]). Os níveis de IL-4 foram aumentados no grupo 

OβA1-42+salina quando comparado ao controle ACSF+salina (p<0,017). Porém, os animais 

pertencentes ao grupos OβA1-42 tratados com 0,01mg de Liraglutida (p<0,01), reduziram os 

níveis de IL-4, quando comparado ao grupo OβA1-42 +salina. O mesmo aconteceu com o grupo 

ACSF+0,01mg (p<0,03). A figura 17D, também houve interação pela anova de 1 via (Df(3); 

F[(6,50) = p = 0,004]) nos níveis de IL-10. Foi verificado que houve um aumento nos níveis de 

IL-10 nos animais que receberam injeção i.c.v OβA1-42  e tratados com salina (p<0,002), quando 

comparado ao grupo ACSF+salina. Porém quando o tratamento com 0,01mg de Liraglutida, 

conseguiu reverter esse aumento de IL-10 causado pelo OβA1-42.  

 

 



58 
 

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

N
ív

e
is

 d
e

 T
N

F
-

(p
g

/m
g

)

A C S F A 1 -4 2

*

*

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

N
ív

e
is

 d
e

 I
L

-1


(p
g

/m
g

)

S a lin a

0 ,0 1  m g

S a lin a

0 ,0 1 m g

A C S F A 1 -4 2

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

N
ív

e
is

 d
e

 I
L

-4

(p
g

/m
g

)

*

##

A C S F A 1 -4 2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

N
ív

e
is

 d
e

 I
L

-1
0

(p
g

/m
g

)

*

#

A C S F
A 1 -4 2

17A 1 7 B

1 7 C 1 7 D

 

Figura 17: Efeito do tratamento de Liraglutida (0,01mg) nos níveis de citocinas IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-10 em 

hipocampo de camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal 

de demência do tipo DA. A figura 17A mostra os níveis de TNF-α. A figura 17B mostra os níveis de IL-1β. A 

figura 17C mostra os níveis de IL-4. A figura 17D mostra os níveis de IL-10.  Os dados são expressos como média 

± erro padrão da média de 5 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF + salina, #p<0,05 quando 

comparado ao grupo βA1-42.  

 

As figuras a seguir são referentes dos resultados obtidos da etapa 2, fêmeas com 12 

meses de idade. A figura 18A exprime os resultados do labirinto octagonal, no tempo total para 

encontrar a recompensa. A anova de 1 via não mostrou interação entre os grupos, em nenhum 

dos dias (1° dia DF(3); F(1,08); p=0,37 / 2° dia DF(3); F(0,72); p=0,54 / 3° dia DF(3); F(2,08); 

p=0,120 / 4° dia DF(3); F(0,90); p=0,40). O mesmo aconteceu no número totais de erros para 

encontrar a recompensa (1° dia DF(3); F(0,44); p=0,72 / 2° dia DF(3); F(0,28); p=0,83 / 3° dia 

DF(3); F(0,40); p=0,70 / 4° dia DF(3); F(0,60); p=0,61). Como pode ser observado, todos os 

grupos experimentais apresentaram dano na memória espacial, observado pelo tempo total e 

pelos erros totais para encontrar a recompensa.  
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Figura 18: Efeito do tratamento com Liraglutida (0,01mg) no teste do labirinto octagonal em camundongos fêmeas 

C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura 18A 

mostra a latência em segundos para encontrar a recompensa nos 4 braços. 18B mostra os erros totais de entrada 

nos braços antes de encontrar a recompensa nos 4 braços. Os dados são expressos como média ± erro padrão da 

média de 10 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado ao mesmo dia do βA1-42.  
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A figura 19, mostra os resultados encontrados na habituação ao campo aberto. Os 

números de cruzamento são exibidos na figura 19A e foi verificado que todos os grupos da 

etapa 2 das fêmeas, tiveram diferenças significativas nas sessões de treino e teste, mostrado 

pelo test t para amostras dependentes. (ACSF+salina (F[(1,9) 2,64; p = 0,024 / ACSF+0,01mg 

Liraglutida F[(1,9) 3,57; p = 0,005 / OβA1-42+salina F[(1,8) 2,45; p = 0,043 / OβA1-42+0,01mg 

F[(1,9) 5,76; p = 0,000). A figura 19B mostra os resultados do número de levantamentos, e foi 

visto que apenas o grupo OβA1-42 tratado com salina não houve diferenças nas sessões de treino 

e teste (F[(1,8) 1,29; p = 0,23). Os grupos ACSF+salina, ACSF+0,01mg e OβA1-42+0,01mg, 

aprenderam nas sessões de treino e teste. ACSF+salina (F[(1,9) 2,30; p = 0,040 / ACSF+0,01mg 

Liraglutida F[(1,9) 2,92; p = 0,01 / OβA1-42+0,01mg F[(1,9) 4,93; p = 0,001). No número de 

cruzamentos, todos os grupos experimentais aprenderam, ou seja, não apresentam dano na 

memória de habituação. Nos levantamentos apenas o grupo OβA1-42+salina tiveram um dano 

na memória de habituação, observado pelo número de levantamentos.  
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Figura 19: Efeito do tratamento com Liraglutida (0,01mg) no teste de Habituação ao campo aberto em 

camundongos fêmeas C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do 

tipo DA. A figura 19A mostra o número de cruzamentos entre treino e teste. A figura 19B mostra o número de 

levantamentos entre treino e teste. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 8-10 animais 

por grupo. *p<0,05 quando comparado ao treino do mesmo grupo. 
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A figura 20 aponta os dados do labirinto em Y. Como demonstrado na figura 20A, 

não houve diferenças entre os grupos no número de entradas, não houve interação observado 

pela anova de 1 via (df(3); F[(1,39); p= 0,26). Na figura 20B que apresenta a porcentagem de 

alternância espontânea, a anova de 1 via também não houve interação entre os grupos (df(3); 

F[(0,63); p= 0,60). Nesse teste foi observado que os animais apresentaram dano cognitivo.  
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Figura 20: Efeito do tratamento de Liraglutida (0,01mg) no teste de Labirinto em Y em camundongos fêmeas 

C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura 20A 

mostra o número de entradas nos braços do labirinto. A figura 20B mostra a porcentagem de alternância. Os dados 

são expressos como média ± erro padrão da média de 10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF 

+ salina. 
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A figura 21 mostra os resultados de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-10). Como 

verificado na figura 21A, a anova de 1 via mostrou interação (DF(3)F[(4,30); p = 0,020), e foi 

possível relatar que os níveis de TNF-α, foram aumentados no grupo ACSF tratado com 0,01mg 

de Liraglutida em comparação ao grupo ACSF+salina (p<0,03). E o grupo que recebeu injeção 

i.c.v de OβA1-42 e tratado com 0,01mg houve uma diminuição dos níveis TNF-α em relação ao 

OβA1-42+salina (p<0,045). Já na figura 21B, a anova de uma via não mostrou diferença, 

interação entre os grupos (DF(3)F[(1,70); p = 0,20). Entretanto na figura 21C, foi possível 

verificar que o grupo ACSF tratados com 0,01mg (p<0,036), e o grupo OβA1-42 tratados com 

salina (p<0,012), houve um aumento nos níveis de IL-4 em relação ao ACSF+salina. Porém 

quando os animais oba foram tratados com 0,01mg de Liraglutida, houve uma diminuição nos 

níveis de IL-4, em comparação com  OβA1-42 +salina. Nos níveis de IL-10 a anova de 1 via 

também mostrou interação (DF(3)F[(4,15); p = 0,002). No entanto o único grupo que mostrou 

diferença foi o grupo OBA tratado com 0,01mg, que houve uma diminuição dos níveis de IL-

10 tanto em comparação ao ACSF+salina e ao OβA1-42+salina. (OβA1-42+0,01mg p=0,019 em 

relação ao ACSF+salina / OβA1-42+0,01 p = 0,021 em relação OβA1-42+salina).   
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Figura 21: Efeito do tratamento de Victoza (0,01mg) nos níveis de citocinas IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-10 em 

hipocampo de camundongos machos C57/BL6 administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal 

de demência do tipo DA. A figura 21A mostra os níveis de TNF-α. A figura 21B mostra os níveis de IL-1β. A 

figura 21C mostra os níveis de IL-4. A figura 21D mostra os níveis de IL-10.  Os dados são expressos como média 

± erro padrão da média de 5 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado ao ACSF + salina, #p<0,05 quando 

comparado ao grupo βA1-42.  
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5.  DISCUSSÃO  

 

A demência é definida como um estado progressivo do comprometimento das 

funções e capacidades cognitivas necessária para uma vida independente. Alguns fatores de 

risco foram identificados para a demência, como a idade e a DA (Prince et al., 2013). A idade 

pode ser caracterizada por um processo fisiológico do organismo, associado ao declínio 

cognitivo no envelhecimento (Jimenez-Rubio et al., 2017). Já a DA, é uma doença 

neurodegenerativa, que acomete 5 millhões de pessoas no mundo (Perusini et al., 2017). Os 

processos fisiopatológicos da DA, são marcados pelo acúmulo de βA e hiperfosforilação da tau 

(Yi, et al., 2017). Os sintomas do DA desenvolvem-se de forma branda e progridem lentamente, 

mais comumente começando com comprometimento da memória, seguido de deterioração de 

outras habilidades cognitivas, resultando em demência progressiva, com perda gradual na 

capacidade de realizar atividades da vida diária dos pacientes (Herukka et al., 2017). As 

memórias mais afetadas na DA incluem a memória episódica, em que um evento específico é 

lembrado conscientemente; memória semântica, em que o conhecimento conceitual de fatos é 

armazenado; e memória de trabalho, em que a memória armazenada recentemente é manipulada 

(Gold e Budson, 2008; Verma e Howard, 2012; Reijs et al., 2017).  

Para avaliar a memória espacial em um modelo animal de demência do tipo AD no 

presente estudo, foi utilizado o labirinto octagonal e em Y. Ambos servem para avaliar a 

memória espacial e de trabalho, e refere-se a capacidade de aprendizagem do animal (Lee J. Y. 

et al., 2014). Ainda assim, os resultados da Etapa 1, mostraram que os animais machos que 

receberam administração i.c.v de OβA1-42 e tratados com salina, levaram mais tempo para 

encontrar a recompensa, diminuindo o tempo apenas no último dia, e também diminuiram os 

erros totais apenas no último dia, mostrando que tiveram um dano na memória espacia. Porém 

esses animais, quando receberam tratamento com 0,001mg e 0,1mg de liraglutida tiveram uma 

melhora no tempo para encontrar a recompensa. Nos erros totais, os animais machos que 

receberam injeção i.c.v de OβA1-42, tiveram uma melhora cognitiva quando tratados com 

0,001mg, 0,01 e 0,1mg de liraglutida. Na habituação ao campo aberto, todos os grupos 

aprenderam no número de cruzamentos, com exceção do grupo ACSF + 0,001mg de liraglutida 

e OβA1-42 +salina. Já nos números levantamentos, apenas os grupos ACSF+salina, OβA1-42  

tratados com 0,01mg e 0,1mg de liraglutida, aprenderam nas sessões treino e teste, melhorando 

a memória de habituação. Estes resultados corroboram com a literatura, em que fora visto que 

a adminstração i.c.v de OβA1-42 causou dano na memória em camundongos machos, avaliados 
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no teste de labirinto aquático de Morris, esquiva inibitória, labirinto octagonal, reconhecimento 

de objetos e habituação ao campo aberto (Borhani et al., 2017; Garcez, et al., 2017; Gong Y. H. 

et al., 2017; Koh et al., 2017; Rammes et al., 2017). Por outro lado, estudos comprovam que o 

tratamento por 8 semanas com liraglutida (300µg/kg) em camundongos machos C57/BL6 triplo 

trangênicos para APP/PS1/tau com 7 meses de idade, reduziu a latência de escape e aumentou 

o tempo no quadrante alvo no labirinto aquático de Morris (Chen S. et al., 2017). Um recente 

estudo, verificou que a administração i.c.v de OβA1-42  em camundongos machos C57/BL6 

causou dano de memória verificado pelo labirinto aquático de Morris, entretanto, o tratamento 

com liraglutida (25nmol/kg) por 8 semana não causou efeito no tempo de escape e a distância 

percorrida para encontrar a platarfoma (Qi et al., 2017).  

O teste comportamental do labirinto em Y, é um simples teste de reconhecimento 

para avaliar a memória espacial. Nesta tarefa, durante a primeira sessão, o animal pode explorar 

apenas dois braços do labirinto, com o terceiro braço bloqueado com uma porta. Durante a 

sessão teste, a porta é aberta e todos os três braços estão acessíveis. A discriminação da 

novidade versus familiaridade pode ser analisada comparando a exploração de animais dos três 

braços. Uma vez que a tarefa se baseia na tendência natural dos roedores para explorar a 

novidade, a preferência pela novidade e a memória podem ser avaliadas por um intervalo, entre 

duas sessões de treino (Conrad et al., 1997; Dellu et al., 2000; Martin et al., 2003). O resultado 

da etapa 1 dos machos do presente estudo mostrou, que no número de entrada foi diferente 

apenas nos grupos OβA1-42  tratados com salina e com 0,1 mg/kg de liraglutida. E quando 

tratados com 0,01mg e 0,01mg de liraglutida, houve um aumento no número de entradas, 

melhorando a memória espacial. Todavia, a alternância espontânea, não foi diferente nos 

grupos, mostrando que a liraglutida não causou efeito na memória espacial avaliada pelo 

labirinto em Y. No entanto, Xu M (2016) verificou que após a injeção i.c.v de OβA1-42 em 

camundongos, não houve diferença no número de entradas, porém, tiveram uma diminuição na 

alternâcia espontânea (Xu M. et al., 2016). Outros resultados mostram que o tratamento com 

25 nmol/dia de liraglutida por 8 semanas em camundongos machos C57/BL6, não causou efeito 

no número de entradas no labirinto em Y, porém aumentou o tempo no quadrante alvo 

observado no labirinto aquático de Morris (Qi et al., 2016). Em animais APP/PS1, o tratamento 

com 100 ug/dia e 500 ug/dia durante 3 meses, diminuiu o tempo de natação no labirinto aquático 

de Morris, melhorou a tarefa no reconhecimento de objetos, e aumentou a retenção de memória 

no labrinto em T, em ambas as doses, sugerindo então que a liraglutida melhorou o processos 

de aquisição de memoria (Hansen et al., 2016b). 



67 
 

 Até o momento, não há na literatura o tratamento em camundongos fêmeas 

C57/BL6 com liraglutida, e poucos são os estudos comportamentais com fêmeas. No presente 

estudo, foi possível observar que os animais que receberam administração i.cv de OβA1-42 não 

diminuíram o tempo para encontrar a recompensa em nenhum dia dos testes, mostrando que 

houve um dano cognitivo na memória espacial. Entretanto, os animais OβA1-42, tratados com 

0,01mg e 0,1mg de liraglutida, tiveram uma melhora no tempo no 3º e 4º dia de teste, 

melhorando a memória espacial no labirinto octagonal. Nos erros totais para encontrar a 

recompensa, todos os grupos experimentais aprenderam durante os treinos, porém, o grupo 

OβA1-42 tratado com salina, cometeu mais erros para encontrar a recomepensa. No teste de 

habituação ao campo aberto, os animais OβA1-42 tratados com salina, apresentaram dano 

cognitivo tanto no número de cruzamentos quanto no número de levantamentos. Quando 

tratados com 0,01mg e 0,1mg de liraglutida, houve uma diferença nas sessões treino e teste no 

número de cruzamentos e levantamentos, melhorando a memória de habituação. No número de 

entradas no labirinto em Y, não houve diferenças entre os grupos. Na alternância espontânea, 

apenas o grupo ACSF+ salina diminuiu as alternâncias em comparação ao grupo ACSF+salina. 

De acordo com a literatura, mulheres mostram maiores deficit cognitivos do que homens no 

envelhecimento, e o risco para desenvolver DA é maior nas mulheres em comparação aos 

homens (Dye et al., 2012; Long et al., 2016). Em modelo animal de DA, animais fêmeas 

APP/PS1, não tiveram diferença na atividade locomotora na habituação ao campo aberto, e 

apresentaram um tempo maior para encontrar a platafoma no labirinto aquático de Morris 

(Long, et al., 2016). Segundo a literatura, animais machos tem melhor capacidade de 

aprendizado e memória, quando comparados com as fêmeas (Weis et al., 2017).  

Atualmente, na literatura, há uma pequena quantidade de estudos mostrando a 

relaçao entre os sexos homem e mulher, macho e fêmea. Diferenças de desenvolvimento e 

fisiológicas entre homens e mulheres contribuem significativamente para o desenvolvimento 

de várias condições neurológicas e doenças, incluindo esclerose múltipla, esquizofrenia, 

depressão e autismo (Cahill, 2006; Pike, 2017). Um estudo para indentificar o deficit olfativo 

na DA, utilizou camundongos C57/BL6 5XFAD, machos e fêmeas, e verificaram que as fêmeas 

tiveram um comportamento melhor que os machos na tarefa de detecção olfativa em diferentes 

concentrações de acetato de etila, enquanto que os machos, não houve diferenças (Roddick et 

al., 2016). Os resultados de Menilkova (2016), evidenciaram que camundongos fêmeas 

trangênicos tau/APP, um modelo animal de DA, apresentaram déficit cognitivo no labirinto em 

Y para o reconhecimento do braço novo, em comparação com os animais selvagens, enquanto 
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que os machos não houve diferenças no labirinto em Y, em comparação aos animais selvagens 

(Melnikova et al., 2016). No presente estudo, não foi realizado comparação direta estatísstica 

entre machos e fêmeas da etapa 1, porém percebe-se que os machos tiveram uma melhor 

resposta em mimetizar o modelo animal de demência do tipo DA, após administração i.c.v 

OβA1-42, assim como também, os animais responderam melhor ao tratamento com liraglutida, 

quando comparado com as fêmeas. Um estudo recente com modelo animal de DA induzido por 

estreptozotocina em ratos machos e fêmeas, verificaram que os machos responderam melhor 

ao modelo, apresentando dano congnitivo visto no labirinto aquático de Morris, enquanto que 

as fêmeas não responderam bem a indução do modelo, uma vez que não mostraram déficit de 

memória e aprendizado. Os autores deste estudo encontram aumento da produção de βA nos 

machos, sem aumento nas fêmeas, sugerindo então uma ação protetora causada pelo estrogênio 

(Bao et al., 2017).  

Uma outra característica importante que acompanha a progressão da DA, é a 

neuroinflamação. Oligômeros e fibrilas βA, causam uma resposta inflamatória no SNC, por 

ativarem a resposta imune inata, provocando uma resposta inflamtória da micróglia e astrócitos 

(Eikelenboom et al., 2011; Calvillo et al., 2013; Morales et al., 2014; Southam et al., 2016). 

Durante este processo inflamatório causado pelo βA, quimiocinas, EROs, citocinas pró e 

antiinflamatórias, são geradas de maneira intensa, desregulando a resposta imune e levando à 

neurodegeneração (Minter et al., 2016). Já está bem esclarecido na literatura, um desequilíbrio 

na produção de citocinas TNF-α, IL-1β, iNOS (óxido nítrico sintase), COX-2, IL-6, IL-10, 

TLR-4 e NF-kB em modelos animais de DA (Chaney et al., 2017; Kantarci et al., 2017; Kong 

et al., 2017; Ma Y. et al., 2017). Embora estudos trazem os efeitos da liraglutida como 

tratamento da DM2, mostrando que o tratamento pode reduzir a ativação da micróglia, níveis 

de IL-1β, IL-6, níveis de nitrito, em modelo animal de diabetes (Parthsarathy e Holscher, 2013), 

diminuindo a ativação do NLPR3, MPO, IL-1β, IL-18 em modelo animal de lesão pulmonar 

(Zhou et al., 2016), e redução de Bax/Bcl2, GSH (Glutationa) e MDA  em modelo animal de 

obesidade e diabetes (Gaballah et al., 2017). Ainda assim, poucos resultados trazem o efeito da 

liraglutida na DA. De acordo com os resultados encontrados na etapa 1 desse estudo, pode-se 

observar que os animais machos que receberam a administração i.c.v do OβA1-42 tiveram 

aumento dos níveis de TNF-α, em comparação ao grupos ACFS tratado com salina. Além disso, 

liraglutida (0,001 e 0,01 mg/kg) reduziu este efeito. Surpreendemente os níveis de IL-1β, IL-4 

e IL-10 não mostraram difereça significativa entre os grupos. Entretanto, os resultados de 

citocinas nas fêmeas da etapa 1 foram mais expressivos. Os animais fêmeas que receberam 
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injeção i.c.v de OβA1-42, mostraram níveis aumentados de TNF-α, IL-1β, IL-4 e IL-10 em 

comparação aos animais ACSF tratados com salina. Quando os animais foram tratados na 0,01 

mg/kg e 0,1 mg/kg de liraglutida, houve uma diminuição de IL-4 e IL-10. Resultados de McPlan 

e colaboradores (2015) verificaram que a liraglutida (25 nmol/kg) reduziu a ativação microglial 

no córtex pela diminuição de IBA1, e atenuou a densidade de placas βA na região CA1 do 

hipocampo em animais machos APP/PS1 (McClean, et al., 2015). A administração de 

liraglutida (300µg/kg) por 8 semanas, reduziu os níveis de hiperfosforilação da tau, JNK e 

ERK1/2 em um modelo animal transgênico triplo transgênicopara a DA (Chen S., et al., 2017). 

A liraglutida (2,5 nm/mL) também reestabeleceu a membrana celular, vesículas sinápticas, 

mitocôndria e retículo endoplasmático de animais que receberam injeção intrahipocampal (i.h.) 

de βA25-35, em modelo um animal de DA (Qi, et al., 2016). No presente estudo, não foi 

encontrado diferenças significativas no animais machos da etapa 1 quanto aos níveis de 

citocinas. Um estudo de coorte, foi possível observar em homens, que não houve diferença nos 

níveis plasmáticos de βA em pacientes com diagnóstico de DA para aqueles sem o diagnóstico. 

Os autores sugerem que pode ter acontecido um efeito protetor da testosterona para a acúmulo 

de βA na DA (Lee J. H. et al., 2017). Em um modelo animal de depressão, o tratamento com 

duloxetina, não alterou os níveis de seretonina (5-HT), e dopamina nos animais machos, 

enquanto que nas fêmeas, houve aumento dos níveis de seretonina e dopamina após o 

tratamento (Xu Y. et al., 2017).  

Paralelamente aos resultado encontrados nesse estudo, o envelhecimento é um dos 

principais fatores de riscos para o desenvolvimento da DA. O envelhecimento então, é 

conhecido por ser um processo inevitável ao longo da vida, que destaca-se por uma perda 

prograssiva da capacidade funcional das células e do organismo. Este fenômeno biológico 

deriva de fatores ambientais e genéticos (Minciullo, et al., 2016). Para dar continuidade ao 

estudo, após realizada a curva dose-resposta nos animais da etapa 1, com 3 meses de idade, foi 

então escolhida a dose 0,01mg de liraglutida para o tratamento nos animais da etapa 2 desse 

estudo, em que foram utilizados machos ou fêmeas com 12 meses de idade. A dose 0,01 mg/kg 

de liraglutida foi escolhida de acordo com os resultados comportamentais e bioquímicos da 

etapa 1. Portanto, os animais machos da etapa 2, apenas os animais tratados com 0,01mg de 

liraglutida, tanto os animais que receberam injeção i.c.v de OβA1-42 ou ACSF aprenderam no 

último dia do labirinto octagonal, no tempo para encontrar a recompensa. Entretanto, não houve 

diferenças significativas no erros totais para encontrar a recompensa. Já na tarefa no campo 

aberto, apenas o grupo ACSF tratado com 0,01mg de Liraglutida, houve uma diferença nas 
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sessões treino e teste no número de cruzamentos, enquanto que no número de levantamentos 

não houve diferenças nas mesmas sessões. Examinando esses resultados do estudo, o próprio 

processo de envelhecimento causou danos cognitivos. Em modelo animal de senescência 

acelerada (SAMP8), o tratamento com liraglutida nas doses de 100 µg/kg e 500 µg/kg durante 

4 meses, melhorou a retenção e aquisição de memória no labirinto em T, assim como também 

foi capaz de estimular a produção de neurônios piramidais nas regiões CA1 e CA2 do 

hipocampo (Hansen et al., 2015). No labirinto em Y, foi possível observar que os animais do 

presente estudo que receberam injeção i.c.v de OβA1-42 tiveram uma diminuição no número de 

entradas, melhorando com o tratamento com liraglutida. Na alternância espontânea não houve 

diferenças entre os grupos. Os animais que receberam injeção i.h. de OβA1-40, não apresentaram 

dano na memória, observado no teste de reconhecimento de objetos e no labirnto em Y, ou seja, 

os animais reconheceram o braço novo (Santos et al., 2017). Resultados de Prence e 

colaboradores (2017), não mostraram diferenças no número de entradas, na alternância 

espontânea e no tempo gasto em cada braço em animais com 9 meses de idade (Pence et al., 

2017). Os animais fêmeas da etapa 2, obtiveram resultados diferentes dos encontrados nos 

animais machos, onde não apresentaram resultados significativos no teste do labirinto 

octogonal, e nem no labirinto em Y, porém com resultados significativos no teste do campo 

aberto, onde as animais que receberam tratamento com a liraglutida, demonstraram uma 

melhora no nível de aprendizado, visto que diminuíram significativamente a quantidade de 

cruzamentos e, quando analisou-se o número de levantamentos efetuados pelos mesmos 

animais, o único grupo que não apresentou resultados significativos foi o grupo que recebeu 

injeção i.c.v. do OβA1-42 tratado com salina, demonstrando que nos animais fêmeas, o 

tratamento com a liraglutida foi capaz de produzir efeito neuroprotetor, melhorando o 

aprendizado dos animais. Resultados de Sah (2017), evidenciaram que os animais fêmeas triplo 

transgênico com 4 semanas de idade, não apresentam diferenças significativas na alternância 

espontânea no labinto em Y, assim como não exibiram aumento nos níveis de βA, tau 

fosforilada e GSK3β (Sah et al., 2017). Da mesma maneira que administração i.c.v de βA 

(3µg/µl) em camundongos machos não causou défictis cognitivos, quanto ao número de 

entradas no labirinto em Y (Maione et al., 2017).  

Nos últimos anos, a inflamação tem sido uma área-chave de interesse em pesquisas 

relacionadas com a idade. Com o avanço da idade, o organismo desenvolve um processo 

conhecido como "inflamação crônica" ou inflamm-aging. Isto refere-se a imunossenoscência, 

que inclui alterações normais resultantes do envelhecimento do sistema imunológico (Gruver 
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et al., 2007; Watson, et al., 2017). Um estudo recente, mostrou que camundongos C57/BL6 

com 4 e 25 meses de idade, tiveram aumento do  acúmulo de βA e aumento do número de 

células positivas a proteína glial fibrilar ácida (GFAP), demonstrando uma resposta 

imunológica com o avanço da idade (Hernandez-Zimbron et al., 2017). O que pode ser 

constatado com os resultados de citocinas da etapa 2, é que os animais machos com 12 meses 

de idade tiveram aumento dos níveis de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-10) nos animais que 

receberam injeção i.c.v de OβA1-42. o tratamento com liraglutida nos animais reduziu os níveis 

de IL-4 e IL-10. Em contrapartida, as fêmeas com 12 meses de idade da etapa 2, apresentaram 

resultados diferentes dos machos. Nesses animais, houve apenas aumento nos níveis de IL-4 no 

grupo que recebeu a  injeção i.c.v de OβA1-42. No entanto, quando os animais foram tratados 

com liraglutida (0,01 mg/kg), houve uma diminuição nos níveis de TNF-α, IL-4 e IL-10. 

Resultados indicam que camundongos C57/BL6 tem uma maior progressão da resposta por 

infecção pulmonar causada pela Mycobaterium turbeculosis, associado há uma maior 

morbidade e mortalidade nos machos em comparação com as fêmeas (Dibbern et al., 2017). 

Geralmente, as fêmeas adotam respostas imunes inatas e adaptativas mais altas do que os 

machos, o que permitem uma depuração mais rápida de agentes patogênicos, porém aumenta a 

suscetibilidade a doenças esporádica e auto-imunes (Klein, 2012). Até a data, não há estudos 

que exibem e/ou esclareçam a relação da liraglutida com inflamação e envelhecimento. Em um 

modelo animal de cardiotoxicidade, o tratamento durante 4 semana com liraglutida (100 µg/kg) 

reduziu os níveis de TNF-α, IL-6, MDA, GSK3β e caspase-3 (Abbas e Kabil, 2017). Do mesmo 

modo, em que o tratamento por 14 dias com liraglutida (50µg/kg) em modelo animal de 

esquemia hepática, diminuiu os niveis de TNF-α, MDA, caspase 3 e houve uma redução da 

expressão de Bcl2 e atividade de GSH (Abdelsameea et al., 2017).   

Segundo resultados do presente estudo, machos e fêmeas da etapa 1 e da etapa 2, 

apresentam comportamentos e resposta inflamatórias diferentes, quando compara-se os sexos. 

Os machos responderam melhor ao modelo animal de DA e ao tratamento com Liraglutida. 

Esses achados corroboram com a literatura, em que Pitychoutis (2009), verificou que a injeção 

de LPS (lipopolissacarídeo) 100 ug/kg em machos e fêmeas não foi diferente a ativação 

dopaminérgica entre os sexos, porém as fêmeas tiveram um tempo maior de natação no nado 

forçado, e uma menor atividade locomotora em comparação aos machos. Já os machos desse 

estudo, não tiveram respostas nos níveis de seretonina após os estímulo com LPS. O mesmo foi 

observado nos resultados da etapa 1 do presente estudo, em que os machos não tiveram 

alterações nos níveis de citocinas após a injeção de OβA1-42. Simpson (2012), afirmou em seu 
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estudo com ratos apresentando comportamentos de ansiedade, que os machos exibem mais 

comportamentos relacionados ao medo como congelamento e inibição locomotora, enquanto as 

fêmeas apresentam mais o comportamento ativo e defensivo em resposta a algum estímulo de 

ameaça. Essas diferenças entre os sexos estão de acordo com os dados da literatura atual sobre 

humanos quando relatam a evolução e o tratamento da DA transcorrendo de maneira diferente 

dependendo do sexo, pois levam em consideração as diferenças funcionais e anatômicas em 

nível cerebral, diferenças que também podem ser percebidas no decurso de outras doenças como 

nas doenças cardiovasculares, diabetes e hipertensão, por exemplo (Sinforiani, et al., 2010). 

Um estudo avaliou em 294 pacientes entre homens e mulheres com 60 anos de idade ou mais e 

que possuíam comprometimento cognitivo leve, como os fatores de risco da DA diferem de 

acordo com o sexo em indivíduos que já possuem um comprometimento cognitivo leve. Seus 

resultados demonstraram que as mulheres desenvolveram mais quadros de depressão ao longo 

da vida, quando comparado aos homens, provavelmente pela oscilação hormonal na fase da 

adolescência, gravidez e menopausa, e também possuíam mais alelos ApoE ε4, uma variante 

da apolipoproteína E que está intimamente ligada ao desenvolvimento de altos níveis 

sanguíneos de colesterol e da DA. Enquanto que nos homens, foi encontrado alteração nos 

niveis de hiperlipidemia como fator de risco para o desenvolvimento da DA (Kim, et al., 2015). 

Além do mais, baixos níveis de estradiol em mulheres, causam um desequilíbrio no 

metabolismo cerebral, o que leva as mulheres terem um risco aumentado para o 

desenvolvimento da DA (Podcasy e Epperson, 2016).  

Ao analisar os resultados do presente estudo e a falta de esclarecimentos quanto a 

ação da liraglutida na DA, algumas hipóteses podem ser levantadas para tentar explicar esses 

efeitos. Como já citado, a liraglutida melhorou parâmetros comportamentais e inflamatórios, 

em animais machos e fêmeas com 3 meses de idade, assim como também causou efeitos nos 

animais machos e fêmeas com 12 meses de idade, como demonstrado na figura 22 e 23. O que 

pode ser observado neste estudo, é que o tratamento com apenas 17 dias e com doses maiores 

do que encontrado na literatura, também causou efeitos benéficos. A liraglutida talvez possa ter 

causado um efeito direto ou indireto na fosforilação de IRS1, ativando a AKT, inibindo a 

GSK3β e consequentemente inibindo a hiperfosforilação da tau. Outra hipótese, é que a 

liraglutida pode ter aumentado a atividade da enzima que degrada a insulina (IDE), em que 

estudos já comprovam que IDE faz degradação de βA em modelo animais de DA (Saido e 

Leissring, 2012; Stargardt et al., 2013; Kurochkin et al., 2017). Até o momento, sabe-se que a 

liraglutida, liga-se ao GLP-1, aumentando cAMP consequentemente ativando a proteína cinase 
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A (PKA), levando a ativação de Creb, melhorando crescimento neuronal, sinapse, reparo e 

regeneraçao. Outa via também pode ser pela ativação PI3K, PKB/AKT, inibindo a apoptose e 

regulando genes de respostas ao estresse (Holscher, 2014). Os efeitos da ação da liraglutidas 

nas antiinflamatórias IL4 e IL-10, podem terem sido por uma modulação direta ou indireta na 

microglia, assim como também o tratamento com as doses 0,01mg e 0,1mg de liraglutida 

aumentaram em relação ao OβA1-42 na etapa 1 nas fêmeas.  

Sendo assim, os dados do presente estudo estão de acordo com os dados encontrados 

na literatura atual, porém, sendo este estudo o primeiro a avaliar o comportamento de 

camundongos machos e fêmeas com 3 e 12 meses de idade submetidos ou não ao modelo animal 

de demência tipo DA e tratados com liraglutida (0,001 mg/kg, 0,01 mg/kg e 0,1 mg/kg). De 

maneira geral, os animais machos da etapa 1 que receberam injeção i.c.v OβA1-42, apresentaram 

dano na memória espacial observado pelo labirinto octagonal e dano na memória de habituação, 

e quando foram tratados com liraglutida nas doses 0,001 mg/kg, 0,01 mg/kg e 0,1 mg/kg, houve 

uma reversão desse dano causado pelo OβA1-42. O mesmo foi observado no níveis de TNF-α, 

em que o tratamento com 0,001mg e 0,01mg de liraglutida, diminuiu o aumento causado pelo 

OβA1-42. Da mesma maneira, em que as fêmeas da etapa 1, apresentaram um dano cognitivo na 

memória espacial e na de habituação quando receberam injeção i.c.v de OβA1-42. E quando os 

animais receberam o tratamento com 0,01mg e 0,1mg de liraglutida, houve uma melhora na 

memória espacial e de habituação. Assim como, houve uma diminuição nos níveis de IL-4 e 

IL-10 nas doses 0,01 e 0,1mg de liraglutida, após a administração de OβA1-42 (figura 22). Já na 

etapa 2, os animais machos ACSF+salina e OβA1-42 apresentaram dano na memória espacial e 

na memória de habituação. Porém o tratamento com 0,01mg de liraglutida conseguiu melhorar 

apenas a memória de habituação, diminuindo o tempo para encontrar a recompensa. Assim 

como, o tratamento com 0,01mg de liraglutida diminuíram os níveis de IL-4 e IL-10 causado 

pelos OβA1-42.  Já as fêmeas da etapa 2, apresentaram dano na memória espacial após 

administração de OβA1-42, e o tratamento com 0,01mg conseguiu reverter o dano apenas na 

memória de habituação. Nos níveis de citocinas, o tratamento com 0,01mg de liraglutida 

conseguiu diminuir os níveis de TNF-α, IL-4 e IL-10, causados por OβA1-42.  

Considerando que este é um estudo pioneiro, houve dificuldade de encontrar outros 

estudos similares, afim de se concluir e esclarecer a sinalização de liraglutida na DA (Figura 

23). Assim como também, poucos são os estudos que explicam as diferenças comportamentais, 

bioquímicas e a resposta ao tratamento em machos e fêmeas.  
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As figuras a seguir resumem os resultados encontrados do presente estudo, da etapa 1 e 2. 

 

Figura 22: Resultados da Etapa 1. Ordem cronológica e resultados dos experimentos, nos camundongos C57/BL6 

machos e fêmeas da etapa 1, que receberam administração i.c.v de OβA1-42 para indução do modelo animal de 

demência tipo DA. O passo 1, mostra os resultados do campo aberto no teste do número de cruzamentos e no 

número de levantamentos. Nos machos houve diferença entre treino e teste com o tratamento com liraglutida nas 

doses 0,01 e 0,1mg. O passo 2, os resultados do número de entrada no labirinto em Y, houve uma diminuição no 

número de entrada nos animais OβA1-42 tratados com salina e 0,1mg de liragutida. Passo 3, exibe os resultados do 

labirinto octagonal de acordo com o tratamento. Passo 4, resultados de citocinas, visto que nos machos apenas 

houve diferença nos níveis de TNF-α, enquanto que nas fêmeas, houve aumento das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-4 

e IL-10 após administração de OβA1-42 e diminuição dos níveis de IL-4 e IL-10 com o tratamento com liraglutida 

nas doses 0,01mg e 0,1mg/kg. Fonte: Do autor. 

 

 



75 
 

 

Figura 23: Resultados da Etapa 2. Ordem cronológica e resultados dos experimentos, nos camundongos C57/BL6 

machos e fêmeas da etapa 2, que receberam administração i.c.v de OβA1-42 para indução do modelo animal de 

demência tipo DA. Passo 1, mostra os resultados das fêmeas que receberam administração de OβA1-42 e tratados 

com 0,01mg de liraglutida, tiveram diferenças entre o treino e o teste. Passo 2, resultados do labirinto em Y, em 

que o tratamento aumentou o número de entradas nos machos. Passo 3, o tratamento diminuiu o tempo para 

encontrar a comida apenas no 4º dia de teste, nos machos. Passo 4, o tratamento com liraglutida diminuiu os níveis 

de IL-4, IL-10 nos machos e nas fêmeas reduziu os níveis de TNF-α, IL-4, IL-10. Fonte: Do autor 
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6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo mostrou que o tratameto com a liraglutida, em animais machos e 

fêmeas com 3 meses de idade, melhorou o dano na memória espacial e de habituação causado 

pela administração de OβA1-42. A liraglutida foi capaz de promover uma melhora na memória 

espacial dos animais machos e na memória de habituação dos animais fêmeas com 12 meses de 

idade. Nos parâmetros inflamatórios, o tratamento com liraglutida melhorou os níveis de IL-4 

e IL-10 nas fêmeas, sem resposta nos machos com 3 meses de idade, em comparação aos 

animais que receberam administração de OβA1-42. Quanto aos animais com 12 meses de idade, 

a liraglutida conseguiu reduzir os níveis de TNF-α, IL-4 e IL-10  nas fêmeas, enquanto nos 

machos o tratamento reduziu os níveis de IL-4 e IL-10.   

Portanto, este foi o primeiro estudo a avaliar o efeito da liraglutida em animais 

machos e fêmeas com 3 ou 12 meses, mostrando diferentes resposta entre machos e fêmeas na 

idade adulta ou no envelhecimento. Este estudo indica que adicionais estudos são necessários 

para investigar a diferença entre sexo nas repostas à doenças e aos tratamentos. Isso indica que 

estas direnças nas repostas necessitam ser levadas em consideração em todas as doenças e 

tratamentos.  
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8. ANEXO A  
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9. ANEXO B 
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