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RESUMO

A obesidade é uma doenca em crescimento no mundo todo e esta associada com
diversas complicac@es, como por exemplo, problemas no metabolismo glicémico e distarbios
cardiovasculares. Novos estudos vém associado a obesidade, principalmente devido ao
consumo de dietas hiperlipidicas, a neurodegeneracgéo e inflamacgao no sistema nervoso, e com
isso surge a demanda de solucionar/retardar esse processo. O objetivo deste estudo foi avaliar
0 potencial neuroprotetor da semaglutida, um farmaco utilizado na diabetes e na obesidade,
frente a0 comprometimento comportamental induzido por uma dieta hiperlipidica em
roedores. Os camundongos foram submetidos a uma dieta hiperlipidica durante 30 dias e a um
tratamento com semaglutida intraperitoneal (25 nMol/Kg), durante os ultimos 15 dias, e
foram avaliados os efeitos no metabolismo e no comportamento. Foram avaliados o
metabolismo glicémico, nos testes de glicemia de jejum, a toleréncia a glicose intraperitoneal
e toleréncia a insulina intraperitoneal, e 0 consumo alimentar e o ganho de peso. Dentre 0s
testes comportamentais foram realizados os testes de realocacdo e reconhecimento do objeto,
0 comportamento tipo-depressivo foi avaliado nos testes de borrifagem e de preferéncia pela
sacarose, enquanto o teste de claro/escuro foi usado para avaliar o comportamento tipo-
ansioso. Os resultados mostraram que a semaglutida foi eficaz em atenuar o efeito da dieta
sobre as alteracdes glicémicas e de ganho de peso induzidas pela dieta rica em lipideos. Por
outro lado, a semaglutida nao foi eficaz em atenuar o prejuizo cognitivo e o comportamento
tipo-depressivo induzidos pela dieta hiperlipidica. Em conclusdo, nossos dados mostraram
que nesta dose e tempo de tratamento a semaglutida ndo protegeu os camundongos dos efeitos
dieta hiperlipidica sobre o comportamento, apesar de ser efetiva frente as alteracdes

metabdlicas.

Palavras-chave: obesidade, neurodegeneracéo, dieta hiperlipidica, GLP-1, semaglutida.



ABSTRACT

Obesity worldwide is continuously growing and has been associated with complications, such
as glucose homeostasis impairment and cardiovascular disorders. New studies have been
correlating obesity with neurodegeneration and inflammation in the central nervous, therefore,
there is a demand to prevent and treat this process. Thus, this study aimed to evaluate the
neuroprotective potential of semaglutide against high fat diet-induced behavioral impairments
in mice. The animals were exposed to a high-fat diet for 30 days and treated with semaglutide
(25 nMol/Kg), intraperitoneally for 15 days, to evaluate its effects on metabolism and
behavior.

Fasting blood glucose, intraperitoneal glucose tolerance and intraperitoneal insulin
tolerance tests, food consumption, and weight gain were evaluated. Among the behavioral
tests, relocation and object recognition tests were performed, depressive-like behavior was
assessed in the splash test and sucrose preference test, while the light/dark box was used to
assess anxious-like behavior. The results showed that semaglutide was effective in attenuating
the effect of the diet on the glycemic changes and weight gain induced by the high-fat diet.
On the other hand, semaglutide was not effective in attenuating the cognitive impairment and
depressive-like behavior induced by the high-fat diet. In conclusion, our data showed that
semaglutide did not protect mice from the high-fat diet effects on behavior at this dose and
time of treatment, despite being effective against the metabolic outcomes.

Keywords: obesity, neurodegeneration, high-fat diet, GIP-1, semaglutide.
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1. INTRODUCAO

A populacdo obesa (indice de massa corporal >30) e com sobrepeso (IMC>25) vem
aumentando mundialmente. Dados divulgados pela Organizacdo mundial de satde (World
Health Organization -WHQO) mostram que a obesidade triplicou desde 1975. Além disso, ha
uma estimativa que na populacdo mundial 1.9 bilhdes de pessoas estdo acima do peso ideal e
mais de 600 milhdes de pessoas tém algum grau de obesidade (WHO,2018).

As comorbidades associadas a doenca, como por exemplo, diabetes mellitus tipo 1l e
hipertensdo, sdo bem conhecidas (ELIAS, et al., 200). O consumo de uma dieta rica em
gordura é atualmente o maior fator de risco para o desenvolvimento de obesidade, diabetes e
outros disturbios metabolicos. Novos estudos mostram evidéncias em roedores e em humanos
gue hd uma correlacdo do consumo dessas dietas hiperlipidicas também com o
desenvolvimento de comprometimentos cognitivos, como por exemplo, a doenca de
Alzheimer (SALLES, et al, 2015).

1.1. Obesidade

A obesidade pode ser definida tradicionalmente pelo excesso de gordura corporal que
pode causar prejuizos a saude. Pode ser classificada por meio de um célculo de indice de
massa corporal (IMC) dado pela razdo entre o peso corporal, que deve ser expresso em
quilogramas, dividido pela altura, que é expressa em metros (WHO,2018). Na pratica clinica,
isso € levado em consideracdo para classificar os pacientes e avaliar/monitorar 0s riscos
metabdlicos, fisiolégicos (inflamag&o, resisténcia a insulina) e cardiovasculares associados a
obesidade. (ABESO, 2019). Uma das principais comorbidades metabdlicas associadas a
obesidade é a Diabetes Mellitus tipo II. E importante destacar que a diabetes e a obesidade s&o

0s principais fatores de risco para eventos cardiovasculares.
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Figura 1: Sintomas e resultados das complicac6es da obesidade.

Fonte: O autor.

No Brasil, as acbes de prevencdo da obesidade tém se mostrado um dos maiores
desafios de salde. As causas da obesidade retnem uma série complexa de fatores
comportamentais, ambientais e genéticos, onde o principal elemento para aumento da
prevaléncia de obesidade € categorizado por ambiente obesogénico, isto €, ambiente promotor
de escolhas alimentares ndo saudaveis e de comportamentos sedentarios ou com dificuldade
de adocdo de praticas regulares de atividade fisica (SWUINBURN et al., 2019b).

Dentre as mais recentes estratégias terapéuticas para o tratamento da obesidade e
diabetes estdo os medicamentos que mimetizam a resposta celular de determinada substancia
produzida pelo corpo. Os exemplos mais recentes sdo os ligantes de um receptor denominado
de peptideo semelhante ao glucagon ou glucagon-like peptide receptor (GLP-1R) que sdo
alvos farmacoldgicos para tratamento da diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). Esses agonistas
exercem funcdo de um horménio com acgdo hipoglicemiante, o peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1). A Novo Nordisk, empresa que desenvolveu o farmaco, financia estudos
clinicos para pesquisar se incretina possui acdo neuroprotetora, ja que receptores sao
expressos no Sistema Nervoso Central (SNC). Segundo Markaki e colaboradores (2020)
estudos relatam que estes farmacos promovem a formacgdo de novas células nervosas e a
protecdo de células pré-existentes para evitar a sua morte, que € um dos fatores que

desencadeiam a doencas neurodegenerativas.
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1.2 GLP-1

O GLP-1 possui potente acdo hipoglicemiante que intensifica a liberacdo de insulina
em resposta a ingestdo de alimentos (KATZUNG, et al., 2014). E ligante do GLP-1R, um
receptor acoplado a uma proteina G, transmembrana expresso majoritariamente em células
exocrinas do pancreas (MAYO et al., 2003). Foi identificado e isolado h4 mais de duas
décadas e € um alvo farmacoldgico para tratamento para diabetes mellitus do tipo 11 (DM2),
além de ser utilizado para auxilio no tratamento para obesidade em conjunto com outras
terapias ndo medicamentosas (MATTHEW, 2017). Além disso, alguns estudos pré-clinicos
sugerem que analogos dessa incretina podem exercer acdo anti-inflamatéria e neuroprotetora
(HOLSCHER C et. al, 2014).

O GLP-1 é produzido primariamente nas células L (enteroenddcrinas) distribuidas ao
longo do intestino, incluindo o colon, ileo e por¢des mais préximas do intestino delgado em
resposta a ingestdo de alimentos. Essa incretina é codificada pelo gene do glucagon. As
formas bioativas do GLP-1 contém um comprimento de 29 ou 30 aminoacidos (AA). No
estado ndo alimentando ou em jejum o0s niveis desse horménio sdo baixos, apos estado
alimentado o GLP-1 atua nas células p do pancreas aumentando a secregdo de insulina, o que
promove a internalizacdo da glicose em todas as células do corpo, também possui atividade de
inibicdo da secrecdo do glucagon. (DRUCKER, et al., 2007)

Além das células B do pancreas, o GLP-1R também é expresso no cérebro — hipdfise,
hipotdlamo, tronco cerebral e cortex, no coragdo, rim, trato gastrointestinal (TGI), fibras
aferentes vagais no TGI, na veia hepatoportal (veia porta hepatica), figado e no nervo vago
(CANDEIAS EM, 2015). Seu efeito no metabolismo se da por dois mecanismos principais: i)
quando da elevacdo da glicemia, é liberado pelas células intestinais e atua no péancreas,
estimulando a secrecdo de insulina; ii) sua elevacdo pos-prandial também promove reducéo de
apetite e reducdo da ingestao de alimentos, por ativacdo de neurdnios anorexigenos no centro
da saciedade no hipotalamo (HAYES, 2017).

16
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Figura 2: Mecanismos pelos quais os agonistas de GLP-1 podem exercer efeitos fisiolégicos no organismo.

1.3 Semaglutida

Os analogos do GLP 1 sdo medicamentos utilizados para tratamento de diabetes
mellitus tipo 2. O primeiro analogo (Victoza:Liraglutida) foi aprovado pelo FDA em 2010,
sendo que anteriormente s6 existia uma incretina de acdo longa, a exenatida (SETTER, et al.,
2, 2011). Desde o comeco da sua utilizacdo, os agonistas injetaveis tém mostrado resultados
no controle glicémico, reducdo em eventos cardiovasculares e perda de peso. A semaglutida
pode ser obtida a partir da Saccharomyces cerevisiae por tecnologia de DNA recombinante
seguida por purificacdo de proteina. O tratamento com a semaglutida semanalmente é capaz
de exercer perda de peso e reducdo na glicose sanguinea. A semaglutida foi aprovada pelo
FDA em 5 de dezembro de 2017 e pela European Medicines Agency (EMA) em 8 de
fevereiro de 2018. A aplicacgéo clinica dos medicamentos da geracdo passada era limitada pelo
seu curto tempo de meia vida na circulagédo (cerca de 1 a 2 minutos), pela atuacdo da enzima
dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) que é responsavel pela degradacdo proteolitica do farmaco.
Em comparacédo a essa geracdo dos agonistas desse receptor, a semaglutida foi desenvolvida

para ter uma taxa de eliminacao baixa, consequentemente, possui maior tempo de meia vida.
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Isso é devido a sua caracteristica de maior oscilagdo e ligacdo a albumina, uma proteina muito
presente no sangue, sendo adequado para a administracdo de uma vez por semana. (HABIB et
al, 2021).

Com relacdo a farmacocinética, a semaglutida intacta no plasma corresponde,
aproximadamente 70% a 80%, da dose total administrada, ja a excrecdo inalterada é apenas
3% da dose total. O catabolismo do farmaco ocorre, essencialmente, pela acdo da
endopeptidase neutra (NEP) que é localizada em ligada a membrana em células renais
(HABIB et al, 2021).

O mecanismo de acdo relacionado a perda de peso é dado pela estimulacdo da
saciedade nos neurdnios anorexigenos localizados no hipotalamo juntamente com as
alteracdes de tempo de esvaziamento gastrico e com motilidade do TGI, fatores que promove
a reducdo do consumo, relacionado a fome fisioldgica, e reducdo de peso corporal. Além
disso, o farmaco atua nos circuitos neuronais do hipotdlamo, que sdo responsaveis pela
saciedade, satisfacdo e sensagdo de fome. Sobre a viabilidade de ser um medicamento voltado
para tratamento de obesidade, € importante levar em consideracdo o efeito hipoglicemiante.
Seu uso na obesidade tem se mostrado promissor, principalmente, se 0 paciente ja apresenta
DM2. Nesse caso, a intervencdo na dieta e mudancas no estilos de vida sdo importantes para
manter os niveis tolerdveis e ndo-toxico da glicose sanguinea e a reducdo de peso. E
importante mencionar que os pacientes com esse disturbio metabolico apresentam dificuldade
ao controle de peso devido ao potencial de aumento de peso das medicacdes
hipoglicemiantes, como sulfonilureias e a insulina. E necessério alertar sobre a seguranca
dessa medicagdo concomitante com outros hipoglicemiantes, devido ao risco de hipoglicemia,
levando ao coma e até mesmo ao 6bito. Com base nos dados de um estudo clinico de fase 2,
elaborado pela Novo Nordisk, o uso da semaglutida 1x por semana em pacientes obesos sem
DM2 resultou em pelo menos perda de 12% de peso se comparado ao grupo placebo
(KUSHNER et al., 2020).

Os agonistas do GLP 1 de forma geral sdo bem tolerados, onde os efeitos colaterais
mais comuns sdo distarbios no TGI (vémito, constipacdo e nduseas, sdo alguns exemplos).
Todos esses efeitos sdo dependentes da dose, transitorios (comum nas primeiras semanas de
tratamento). A incidéncia da hipoglicemia grave induzida pelo farmaco é baixa e bem rara.
Estudos em ensaios randomizados controlados indicam a auséncia de um risco aumentado de
pancreatite ou cancer no pancreas. No entanto, mesmo com resultados promissores para 0 uso

seguro deste farmaco, outros autores mencionaram que esses achados cientificos devem ser
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interpretados com cautela devido a ocorréncia de pancreatite aguda em um estudo (SUSTAIN
6.3).

No Brasil, recentemente no dia 03/01/2023 foi publicado no site da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a aprovacdo do uso de um medicamento cujo o Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA) é a semaglutida. Segundo a nota, a indicacdo da medicacdo é um
adjuvante a uma dieta hipocal6rica e exercicios fisicos para o controle e manutencao de peso
em adultos com IMC inicial > 30 kg/m2 (obesidade), ou > 27 kg/m2 a < 30 kg/m2
(sobrepeso) na presenca de outro disturbio relacionado ao peso, como por exemplo, diabetes
mellitus tipo Il. Todo processo de aprovacdo esta de acordo com o procedimento otimizado
temporario de analise (RDC n° 750/2022). Anteriormente, a semaglutida era recomendada, no
Brasil, apenas para o tratamento do diabetes e era utilizada para obesidade como off-label
(sem orientacdo na bula).

No pais, o0 medicamento necessita de prescricio médica, a receita é exigida para a
dispensacdo, porém nao € retida para assuntos regulatérios do estabelecimento. As
formulacBes injetaveis da semaglutida, que no Brasil sdo distribuidas pela empresa
dinamarquesa Novo Nordisk, podem ser encontradas em farmacias de dispensagcdo em todo
territorio nacional pela média de preco no valor de R$: 850,49 cada sistema de aplicacdo
contém 1,5 ml e com sistema de liberacdo de doses que podem variar de 0,25mg a 0,5 mg.

Figura 3: Solucao injetavel de semaglutida embalada e produzida pela Novo Nordisk, Ozempic
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1.4 Obesidade e dano cognitivo

Os efeitos fisioldgicos, metabolicos e, principalmente, cardiovasculares da obesidade
estdo amplamente descritos na literatura, mas novos estudos vém mostrando que existe uma
relacdo também com alteracdes no sistema nervoso central. Um maior indice de massa
corporal (IMC) esta associado a deficiéncia de aprendizado, memoria e funcbes cognitivas
(MILLER,et all,. 2014). As relagdes entre obesidade e comprometimento cognitivo, como por
exemplo, a doenca de Alzheimer tem sido um dos assuntos que tém chamado atencdo nos
estudos. Evidéncias clinicas e estudos em modelos animais mostram que a obesidade e/ou
dietas hiperlipidicas estdo associadas as deficiéncias de aprendizado, memoria, fungdes
motoras e potencial atrofia cerebral (KNIGHT et al., 2014; WHITMER et al., 2008).

Um estudo realizado por Elias e colaboradores mostrou que a obesidade e hipertensao
tém efeitos comuns em testes especificos de memdria, isso sugere que 0 mecanismo da
fisiopatologia desses danos pode ser comum. Nesse estudo foram feitos varios testes de
cognicéo e foi comparado a pessoas ndo obesas (KARMI et al., 2010). Outro estudo realizado
em 2020, avaliou os efeitos do palmitato, um acido graxo de cadeia saturada presente nas
maiorias das dietas hiperlipidicas, no cérebro. O estudo observou um aumento da absorcéo
cerebral e acimulo de palmitato no liquor de pessoas com obesidade e sindrome metabolica,
que foi relacionado com menor desempenho cognitivo nos testes aplicados. Neste estudo,
também foram utilizados camundongos que foram submetidos a infusdo de palmitato
diretamente no sistema nervoso central. O estudo encontrou como resultados, que em
comparagao ao grupo controle 0s potenciais pds sinapticos excitatorio no hipocampo foram
reduzidos em animais que receberam a infuséo do &cido graxo. O palmitato no hipocampo
pode induzir a ativacdo astroglial e microglia e seu impacto deletério € mediado pela
sinalizagdo de fatores de necrose. O trabalho conclui que em camundongos, o palmitato
induziu inflamagdo do hipocampo e induziu aumentos de niveis mediadores inflamatorios,
inibindo a formacdo de novas conexdes sinapticas (plasticidade sinaptica) e
comprometimentos relacionados & memoria (MELO et al., 2020)

Alem de alteragdes cognitivas, estudos relacionam a obesidade a maior incidéncia de
depressdo. Esta comorbidade sofre influéncia de fatores bioldgicos, comportamentais e
predisposicdes genéticas. A exemplo das alteracdes bioldgicas podemos citar o eixo

hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e alteracbes em marcadores inflamatorios sistémicos. Sao
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vias bioldgicas que sofrem alteragBes nas duas patologias, ndo necessariamente a0 mesmo
tempo e influenciam as respostas tanto para obesidade quanto para depresséo
(MILANESCHI, et al., 2017). A hiperativacdo do eixo HPA libera cortisol que é um dos
achados mais importantes na psiquiatria bioldgica (PARIANTE, et al., 2008). A exposi¢do
prolongada a esse horménio pode levar a danos e perdas neuronais em regides limbicas que
sdo vulnerdveis ao estresse associados & depressdo, como por exemplo, o hipocampo
(MCEWEN BS, et al., 2007). Essa hiperativacdo do eixo é observada em quase metade dos
adultos obesos, o que pode ser fator agravante da obesidade por alguns mecanismos, como
por exemplo, aumento do apetite com preferéncia por alimentos ricos em energia e promogéo
da adipogénese e hipertrofia na gordura visceral (FARDET L, et al., 2014).

A inflamacéo cronica é uma das marcas registradas da obesidade. O tecido adiposo
branco sofre infiltracdo por macrofagos e outras células do sistema imunoldgico produtoras de
citocinas pro inflamatdrias. Essa instauracdo de um processo inflamatério periférico pode ser
por via neurais, celulares e até por fatores relacionados ao humor (DINEL, et al., 2011).
Mesmo que haja mecanismo de contraregulacdo, nas duas patologias em questdo existe uma
desregulacdo desse circuito, o que pode contribuir para a manutencdo da inflamacéo,

interferindo principalmente na neurotransmissao (CAPURON, et al., 2011).

1.5 Neurodegeneragao

A medida que a populacdo envelhece os comprometimentos cognitivos, incluindo a
deméncia, se tornam mais comuns. Alguns estudos analisaram e correlacionaram que um IMC
mais alto esta associado ao risco de desenvolver a Doenca de Alzheimer, uma das doencas
neurodegenerativas mais comuns na populacdo mundial. Mesmo que varios estudos apontem
que a obesidade tem relagdo com o comprometimento cognitivo, dados sobre a relagdo entre
obesidade-deméncia em idosos ainda sdo conflitantes. Alguns estudos apontam que essa
relacdo persiste na vida adulta (GUSTAFSON et al., 2003).

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa responsavel por uma
morbidade significativa (OBOUDIYAT, et al., 2013). Possui elevada frequéncia na populacéo
idosa e hd uma projecdo que até 2050, 139 milhdes de pessoas possam desenvolver Alzheimer
ou algum tipo de deméncia (Alzheimer Disease International). A doenca de Alzheimer € uma
doenga progressiva caracterizada pelo encolhimento de estruturas cerebrais e perda de

neurbnios, principalmente colinérgicos, em regibes cerebrais (hipocampo e cortex frontal).
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Como resultado funcional ocorre o desenvolvimento de deméncia, caracterizada por sintomas
cognitivos, com disfuncdo das capacidades cerebrais, como por exemplo a memoria, e fisicas,
como a incapacidade de coordenar movimentos musculares em funcdo de falhas na
transmisséo colinérgica (ERATNE, et al., 2013).

Uma das evidéncias mais estudadas sobre a diminuicdo dos neurbnios nessas regides €
a formacdo de placas amiloides no espaco extracelular e de emaranhados de proteina tau
fosforilada intracelular (SALLES et al., 2015). Com essas placas facilitando a apoptose, ha
consequéncias na atividade dos neurdnios; geralmente alterando os potenciais de acdo dos
neurbnios causando hiperatividade ou hipoatividade. A perda dos neur6nios colinérgicos
nessa doenca € bem expressiva, pois a via colinérgica do prosencéfalo basal (que é
responsavel pela memoria e neuroplasticidade) é particularmente susceptivel a formacédo das
placas e emaranhados que resultam em neuroinflamacdo e, em ultima instancia apoptose
(SALLES et al., 2015). Todos esses fatores podem implicar em problemas da
neurotransmissdo colinérgica levando o individuo a ter problemas no aprendizado e na
neuroplasticidade que é um mecanismo necessario para a reorganizacdo de funcdes e da
prépria estrutura do cérebro (SALLES et al., 2015).

1.6 GLP-1 e Neuroprotecao

Foram encontradas evidéncias que os agonistas de GLP-1 e a inibicdo da dipeptidil
peptidase-4 (DPP-4) podem exercer neuroprotecdo, e dessa forma, agir contra a
neurodegeneracdo. Um estudo em roedores concluiu que agonistas do GLP-1 (GLP-1RA)
foram associados a efeitos neuroprotetores e que 0 receptor dessa incretina € expresso em
varias regibes do cérebro incluindo estruturas envolvidas na funcdo cognitiva, como o
hipocampo. Esses efeitos neuroprotetores mostraram depender da estimulagdo da neurogénese
e da plasticidade sinaptica e reducdo dos danos por estresse oxidativo (MARKAKI et al.,
2020). Um dos primeiros farmacos analogos a essa incretina aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), a Exenatida demonstrou proteger células progenitoras neurais do
apoptose induzido por placas de proteina beta amildide (VELMURUGAN et al., 2012) Além
disso, a liraglutida e lixisenatida, que também s&o agonistas dos GLP-1R, mostraram ter
propriedades neuroprotetoras e regenerativas em neurénios hipocampais (HAMILTON et al.,

2011). Além disso, esses agonistas tém sido associados a propriedades neuroprotetoras na
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periferia, com efeitos animadores em modelos de neuropatia periférica e danos a nervos
periféricos (MARKAKI et al., 2020)

Diante da relacdo entre a obesidade e o declinio cognitivo, e o potencial neuroprotetor
de GLP1-RA, este trabalho tem por finalidade investigar se as alteracbes comportamentais e
metabdlicas em camundongos submetidos a dietas hiperlipidicas podem ser revertidas pela
semaglutida.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito neuroprotetor da semaglutida sobre alteracdes comportamentais e metabdlicas

em camundongos expostos a uma dieta rica em lipidios.

2.2 Objetivos especificos:

e Auvaliar o efeito de agonista de receptores GLP-1 (semaglutida) sobre as
alteracOes de peso e homeostase glicémica induzidas por dieta rica em lipideos.
e Auvaliar o efeito neuroprotetor da semaglutida sobre o comportamento tipo-

depressivo e declinio cognitivo induzido pela dieta hiperlipidica.

3. JUSTIFICATIVA

A falta de novas medicacOes e outras alternativas (farmacoldgicas ou ndo) para o
tratamento paliativo e/ou desaceleracdo da progressdao de doencas relacionadas a prejuizo
cognitivos, é agravada pelo aumento da populagdo obesa, grupo de risco para o surgimento e
progressdo dessas doencas. Ja existem evidéncias cientificas (estudos experimentais e estudos
pré-clinicos) de que agonistas GLP-1R podem exercer papel importante na neuroprotecdo e
inibir a morte de neurénios. A Novo Nordisk, empresa que patenteou 0 primeiro agonista
GLP-1R, usado no tratamento da diabetes, esta juntamente com o colégio imperial de
Londres, realizando um estudo clinico para avaliar os efeitos no SNC deste farmaco na
doenca de Alzheimer. (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01843075, 2019).
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Portanto, é de fundamental interesse investigar se este farmaco poderia ser uma
estratégia eficaz no tratamento tanto dos danos metabélicos, quanto neuroldgicos associados a

obesidade e ao consumo de dietas hiperlipidicas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e protocolo experimental

Os animais foram provenientes do Centro de Ciéncias Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto. Todos os procedimentos e manipulacfes foram realizadas conforme as
recomendacdes da Lei Federal 11.794/20084, e posteriormente aprovada pelo Comité de Etica
Institucional (CEUA/UFOP 4502291021). Durante todo o experimento houveram esforcos
para a reducao de danos e sofrimento dos camundongos.

Ao todo foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem C57BI/6J, que foram
retirados e mantidos sob os cuidados do biotério central da UFOP. Os animais foram
divididos de maneira homogénea para que animais da mesma progenitora ndo ficassem na
mesma caixa, evitando padrdes genéticos e Viés na interpretacdo dos testes. Foram alocados
em 2 grandes grupos: dieta normal (DN) e a dieta hiperlipidica (DHL). Na terceira semana
foram subdivididos em 4 grupos. Esses grupos foram: dieta normal veiculo NUVILAB (DN),
dieta normal Semaglutida (DNsemaglutida), dieta hiperlipidica veiculo (DHL) e dieta
hiperlipidica Semaglutida© (DHLsemaglutida).

4.2 Tratamento e dietas

Os camundongos foram submetidos as dietas durante 4 semanas. na seguinte
composicdo NUVILAB: 20% de proteinas, 62% de carboidratos e 4% de lipideos (6leo de
soja vegetal); e dieta hiperlipidica: 20% de proteinas, 45% de carboidratos e 35% de lipideos
(6leo de origem animal). Nas 2 ultimas semanas DNveiculo e DHLveiculo receberam injecGes
intraperitoneais de tampdo fosfato (PBS 0,1M) e os grupos DNsemaglutida e
DHLsemaglutida receberam injecdo intraperitoneal durante 15 dias de semaglutida do
laboratério NovoNordisk 25 nMol/Kg, em um intervalo de doses de 48 horas devido seu perfil
farmacocinético (ZHANG,,2019).
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Composicao g/kg

Caseina (Proteina) 200

Amido de milho (Carboidrato) 134,1
Sacarose (Carboidrato) 201
Amido Dextrinizado (Carboidrato 125
Oleo de soja 40

Banha de porco 200
Celulose/fibras 50
Mix mineral 50
Mix vitaminas 10
L-Cisteina 2,5
Colina 2,5

TOTAL 1000

Tabela 1: composicéo da racdo hiperlipidica.
Teste comportamental
realocagao do objeto antes da
introdugao da semaglutida
Testes
Comportamentais
v ipGTT
1 . pITT
o
inicio Fim
L 1 L
r T
Dia 1 Dieta Dia 15 Dia 30
(DN e DHL)

Tratamento
(Semaglutida)

Figura 4: Timeline de todo protocolo experimental.
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Fonte: O autor.

4.3 Testes comportamentais

Teste Teste

Campo Reconhecimento Claro Borrifagem Preferéncia
Aberto de objetos Escuro Sacarose pela Sacarose
i Training Setup Testing Setup

e ® ce . N -

. Y & ||, - . é < 7

Tratamento inici Fi
] (Semaglutida) nicio =
I 15 dias ! —
L]

// Dieta
(DN e DHL)

Figura 5: llustracéo de todos os testes comportamentais.

Fonte: O autor.

4.3.1 Teste de realocacéo do objeto

Este teste comportamental avalia a memoria do roedor. E realizado em um aparato
quadrado, com fundo e paredes brancas (52cm x 52cm) onde dois objetos iguais sdo dispostos
paralelamente.

Vinte e quatro horas antes do inicio do teste, todos os roedores foram habituados a
explorar o aparato na auséncia dos objetos individualmente, cada animal foi colocado no
centro do aparato para livre exploracdo durante 5 minutos. No dia seguinte, cada animal foi
reintroduzido no aparato para exploracdo de dois objetos idénticos durante 5 minutos. Foram
utilizadas pecas de lego de no maximo 10 cm de altura e 5 cm de largura. Com auxilio de
dois cronbémetros, o tempo de interacdo com cada objeto foi mensurado. Os animais foram
retirados do aparato, retornaram para suas caixas e apés um intervalo de 30 minutos, foram
reintroduzidos no aparato onde um dos objetos foi realocado. Novamente, a exploragéo e
interacdo com os objetos foi mensurada por 5 minutos. A tendéncia natural é que o animal

com memdria mais preservada, explore mais o objeto realocado, caracterizando o interesse
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pela novidade. A porcentagem de exploracdo de cada objeto (intacto e realocado) foi
calculada em relagéo ao tempo total de exploragéo dos dois objetos.

4.3.2 Teste de reconhecimento do objeto

O teste de reconhecimento de objeto € um teste comportamental que avalia a memoria
declarativa em ratos e camundongos, baseado no comportamento tendencial do roedor de
explorar objetos novos em detrimento a outro que ja foi familiarizado.

Vinte e quatro horas antes do inicio do teste, todos os roedores foram habituados a
explorar o aparato, descrito anteriormente, na auséncia dos objetos durante 5 minutos. Na
primeira etapa o animal passa 5 minutos no aparato explorando dois objetos idénticos e é
contado pelo analisador o tempo que o animal interage com os objetos (proximidade, cheirar o
objeto ou até mesmo subir sobre o objeto). Apo6s 30 minutos, no teste um dos objetos é
substituido por outro diferente, e sdo analisados os tempos de interacdo. A tendéncia inata do
camundongo é ficar mais tempo no objeto novo pois € uma novidade. A porcentagem de
exploracdo de cada objeto (velho e novo) foi calculada em relacdo ao tempo total de

exploracdo dos dois objetos.

4.3.3 Teste do claro/escuro

O teste foi descrito primeiramente por Crawler e Goodwin para analisar e investigar os efeitos
ansioliticos de uma determinada droga. Os roedores apresentam um comportamento inato de
aversao a areas com muita iluminagdo. O aparato experimental consiste em uma caixa com
dois compartimentos (42cm X 21cm, cada compartimento) ligados com uma porta. Um
compartimento é aberto (Iluminado) e outro é completamente escuro. O animal é posicionado
no compartimento escuro e alguns parametros sao analisados, como por exemplo, nimero de
transicOes para o claro, laténcia para sair do compartimento escuro e tempo de exposi¢ao no
claro, isso no total de 5 minutos. Maior permanéncia no compartimento escuro e/ou menor
nameros de transicbes indica comportamento tipo-ansioso  Ansioliticos como

benzodiazepinicos e agonistas de receptores 5-HT1A ja foram validados nesse teste.

4.3.4 Teste de borrifagem da sacarose

Este teste foi realizado conforme descrito por Isingrini e colaboradores (2010) e

consiste em borrifar uma solucdo de 10% de sacarose sobre o dorso de cada animal, que
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foram isolados entre si por um béquer de vidro de 2L. Neste teste é avaliado o comportamento
de auto-limpeza. Com auxilio de dois crondmetros sdo mensurados o tempo de laténcia de
cada animal, isto €, o tempo que o camundongo demora para comecar a se limpar e o tempo
total de auto-limpeza, em um intervalo de 5 minutos. Os animais tendem a se limpar mais
vezes quando descobrem que a solucdo borrifada é palatavel. Roedores com comportamento
tipo-depressivo, mesmo quando descobrem que a solucdo é palatavel, tendem a se limpar
menos se comparado aos motivados. Entre cada animal o ambiente é limpo com uma solugéo
de etanol 10% com a finalidade de remover vestigios do animal anterior. Ao final do teste

todo aparato é limpo com uma solugdo de etanol 70%.

4.3.5 Teste de preferéncia pela sacarose

Teste que avalia um fendmeno de diminui¢cdo do comportamento hedonico e falta de
interesse por coisas potencialmente prazerosas, que na depressao, € um sintoma classico e é
chamado de anedonia. O consumo de sacarose € um indicativo para alteracGes nesse
comportamento. Nas 72 horas que antecederam o inicio do teste foram colocadas 2 garrafas
de &gua para habituacdo dos animais. Na sequéncia, foram disponibilizadas uma com agua e
uma com solucdo sacarose 1% (100mL) em cada caixa. Durante 3 dias 0s animais estavam
expostos a essas duas garrafas e puderam escolher qual consumir. Diariamente as garrafas
foram invertidas entre si para evitar esse viés de aprendizado de localizagcdo. O consumo total
de sacarose foi calculado pela quantidade de solucdo colocada durante o experimento em
relacdo ao volume total consumido ([consumo de sacarose/consumo total de liquido (sacarose
+agua)]*100).

4.4 Testes metabdlicos

4.4.1 Ganho de peso

O peso dos animais foi mensurado utilizando uma balanga digital semanalmente

durante um periodo de 4 semanas.
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4.4.2 Consumo alimentar

Apos o inicio da dieta e separacao dos grupos, durante o primeiro dia ao sétimo dia e
durante o vigésimo primeiro ao vigesimo oitavo dia de dieta foram mensurados o valor em
gramas das ragdes consumidas com auxilio de uma balanca digital. Foi anotado o consumo
diario nesses periodos para avaliar se o farmaco inibiu o consumo da racdo em comparacgao ao

grupo sem tratamento farmacoldgico.

Ganho de Consumo
Peso Alimentar
M d Mensurado . .
Semeannsz::lr"iegte 1"ed” |PGTT |p|TT

Semana

Fim

>

Figura 6: llustracdo de todos os testes metabolicos.

Fonte: O autor.

4.4.3 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

ApoOs 4 semanas a introdugdo da dieta os animais foram submetidos ao teste
metabolico de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT). Todos os animais foram
submetidos a jejum durante 6 horas. Os animais foram habituados na sala do procedimento
por uma hora, para evitar fatores estressores, como por exemplo, barulho excessivos do
ambiente e a temperatura. Foi utilizado um equipamento glicosimetro (Accu-Chek Active)
para a leitura da glicose circulante no sangue, por meio de uma pequena incisdo na
extremidade da cauda. Antes da administracdo da glicose todos animais foram submetidos a
uma coleta para mensurar o nivel de glicose de jejum. A administracdo de glicose foi
realizada por uma injecéo intraperitoneal de glicose (2g/Kg de peso corporal de cada animal)

e na sequéncia foram realizadas medidas em tempos distintos: 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
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apo6s a administragdo de glicose, conforme especificacbes do fabricante do glicosimetro.
Todos os resultados foram utilizados para a construgdo da curva de glicemia e foi calculada a
area sob a curva (ASC), no software GraphPad Prism.

E importante mencionar que esses testes foram realizados apds o0s testes

comportamentais para evitar interferéncia do estresse da coleta de sangue.

4.4.4 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (iplTT)

Semelhante ao ipGTT, o teste de tolerdncia a insulina tem o objetivo de avaliar a
responsividade do animal a uma administracdo intraperitoneal de insulina, avaliada por meio
do decaimento da glicose sanguinea. Para a realizacdo do teste, apds jejum de 6 horas, apds
esse jejum os animais foram submetidos a ambientacdo na sala com temperatura de 23° C por
pelo menos 1h tiveram a glicemia determinada no tempo zero (TO; jejum) e receberam injecao
intraperitoneal de insulina regular (Novo Nordisk) 1,5 U/kg. Apds 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos foram coletadas amostras de sangue para determinacdo da curva de decaimento de

glicose circulantes no plasma sanguineo.

5. RESULTADOS

Neste estudo foi utilizado um modelo de obesidade induzida por dieta rica em lipidios
contendo 45% de gordura. A depender do tempo de exposicdo a dieta, 0s animais
desenvolvem obesidade, hiperinsulinemia e hiperglicemia, que se assemelham aos disturbios
metabdlicos humanos e apresentam alteracbes comportamentais relacionadas & depresséo e
também, comprometimento cognitivo. Por outro lado, os agonistas de GLP-1R, como a
semaglutida, vem se mostrando um grande avango no tratamento da obesidade e diabetes,
devido ao seu 6timo perfil de obtencdo e manutencédo de resultados e baixo indice de efeitos
adversos. Como respaldado em estudos clinicos em andamento, nesse estudo investigamos se
0 sucesso metabdlico do tratamento com semaglutida seria capaz de reduzir as alteracBes

comportamentais, mostrando um perfil neuroprotetor.

Como pode ser observado na figura 7a, a DHL promoveu um significativo ganho de
peso de cerca de 40% em relagdo aos animais que receberam DN em 4 semanas de
tratamento. A semaglutida, introduzida no inicio da 3 semana de tratamento, foi capaz de

promover uma reducdo neste ganho de peso. Importante mencionar que em animais em DN,
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que sdo animais saudaveis, a semaglutida ndo produziu nenhum efeito na alteragdo de peso,
neste tratamento. Um dos mecanismos associados a esta perda de peso é a reducdo do
consumo alimentar. As figuras 7b e 7c mostram a reducdo no consumo diariamente dos dias

21 a 28, e do consumo acumulado, respectivamente.
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Figura 7: Efeito da dieta e da semaglutida sobre o ganho de peso total em 4 semanas e consumo alimentar na
Gltima semana (dias 21 a 28). a) n = 9-10 por grupo; ANOVA de duas vias, post hoc de Bonferroni * e # p<
0,05. * vs. DN e # vs. DHL. Os dados séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). b) n=1
caixa, contendo 4-5 animais. a) Ganho de peso médio de cada grupo b) consumo alimentar de cada grupo c)
consumo alimentar acumulado durante todo periodo de analise. DN (dieta normal), DHL (dieta hiperlipidica)

Do mesmo modo, a DHL promoveu aumento na glicemia de jejum e na area sob a
curva (ASC), no teste de tolerancia a glicose administrada intraperitoneal (ipGTT) onde a
semaglutida teve a capacidade de minimizar esses aumentos, provando seu potencial
hipoglicemiante. Durante o ipGTT (Figura 8b), podemos observar que os grupos DN, DN
semaglutida e, até mesmo o DHL semaglutida, apds 15 minutos de teste apresentam
decaimento na glicemia, 0 que indica que esta carga glicémica desencadeia liberacdo de
insulina, e que provavelmente, estes animais sdo sensiveis a sua acgao hipoglicemiante. Por
outro lado, no grupo DHL, até 30 minutos de teste, a glicemia continua em ascensdo
chegando a niveis plasmaticos de 400mg/dL, desta forma como o tempo de ascenséo é maior,
demora mais tempo para normalizar a niveis basais. Para comparar esses dados
matematicamente, € necessario calcular a area sob a curva. Quanto maior a ASC menor é a
eficiéncia deste animal em metabolizar a sobrecarga glicémica. Na figura 8c observamos que
a DHL reduz a eficiéncia metabdlica dos animais, que é parcialmente melhorada pela

semaglutida.

31



DN
- DN semaglutida
-= DHL
500+ -= DHL Semaglutida . -
30— 1 000

200} .

100 ]

Glicemia (mg/dL)
2
R
3
Glicemia (mg'dL)
B B
7
§;&SC§ §
o o
NI
i
- h'+ -

9]
%
%
]
Z
¥

(@Q, fa minutes \\3.\5} J
& d“é

Figura 8: Efeito da dieta e da semaglutida sobre a glicemia. n = 9-10 por grupo. ANOVA de duas vias, post hoc
de Bonferroni * e # p< 0,05. * vs. DN e # vs. DHL. Os dados sdo apresentados como média + erro padréo da
média (EPM). a) glicemia de jejum de 8 horas de todos os grupos b) Gréfico de decaimento glicémico c) ASC

para interpretacao gréafico b. DN (dieta normal), DHL (dieta hiperlipidica)

A figura 9, demonstra os resultados do teste de tolerancia a insulina intraperitoneal.
Esse teste avalia 0 decaimento da glicose circulante no plasma ap6s administracdo de uma
concentracdo de insulina no periténio do roedor para avaliar sua sensibilidade a insulina. Para
avaliar a velocidade de decaimento de todos os grupos, foi necessario escolher um ponto
constante de decaimento da curva para verificar a inclinacdo da reta (por regressao linear) e
assim, calcular a constante de decaimento. Pode ser observado no gréfico intitulado kiTT, que
estatisticamente, ndo ha diferencas significativas entre os grupos. Estes dados indicam que
apesar de apresentarem hiperglicemia, os animais do grupo DHL sdo, sim, sensiveis a

insulina.

O aumento dos niveis de glicose nos primeiros 5 minutos observados pelo DN, DN
semaglutida e DHL semaglutida no teste pode ser justificado pelo estresse de manipulagéo do

animal e pela injecé&o.
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Figura 9: Efeito da dieta e da semaglutida sobre a tolerancia a insulina. n = 9-10 por grupo. ANOVA de duas
vias, post hoc de Bonferroni * e # p< 0,05. * vs. DN e # vs. DHL. Os dados sdo apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM). a) decaimento glicémico de cada grupo testado b) calculo da constante de decaimento
da glicemia dos grupos para intepretacéo dos dados. DN (dieta normal), DHL (dieta hiperlipidica)

Os efeitos metabolicos da semaglutida ja sdo conhecidos, e foram confirmados neste
estudo. No entanto, o efeito da semaglutida frente aos danos comportamentais de uma dieta
hiperlipidica ainda ndo eram conhecidos. Neste sentido, antes de iniciar o tratamento com a
semaglutida verificamos, no 14° dia, se 0s animais ja apresentavam algum dano cognitivo.

No teste de realocacdo de objeto (Figura 10) realizado antes do inicio do tratamento
com a semaglutida podemos observar que os animais pertencentes ao grupo DN exploraram
mais o0 objeto novo (N) (mais que 50% do tempo) em comparacdo ao objeto velho (O), visto
que as medias de % de exploracdo foram estatisticamente diferentes do valor fixo de 50%.
Avaliando os animais do grupo DHL, houveram roedores que aprenderam, mas houveram
também roedores que ficaram abaixo ou na linha na porcentagem de exploracdo proxima aos
50%, ou seja, ndo reconheceram que 0 objeto realocado era novo ou uma novidade. Esse teste
realizado antes do tratamento com o farmaco, confirmou que animais DHL ja estavam com

comprometimento cognitivo.
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Figura 10: Efeito da dieta sobre a memaria no teste de realocacdo do objeto. n = 10-12 por grupo. O Teste de
Student foi utilizado para a analise do teste de realocacao do objeto, para determinar se o indice de exploragéo
difere significativamente de um valor teérico de 50% (i.e., nivel de chance). *p< 0,05 versus 50%. Os dados sédo
apresentados como média = erro padrao da média (EPM). DN (dieta normal), DHL (dietas hiperlipidicas)

Duas semanas apds o inicio da administracdo do analogo de GLP-1, ou veiculo, foi
realizado o teste de reconhecimento de objeto (Figura 11). Observamos que os grupos DN e
DN semaglutida passaram mais de 50% do tempo explorando o objeto novo (N), fato que
indica que estes animais reconheceram a novidade e tiveram interesse em explora-la. Em
contrapartida, independente do tratamento, ambos grupos que receberam DHL apresentaram
prejuizos de memoria por explorarem menos o0 novo objeto (a média ndo difere
estatisticamente de 50%), ou seja, ndo houve alteracdo no fenétipo dos animais DHL frente ao
tratamento, e podemos inferir que ndo a semaglutida ndo foi neuroprotetora.
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Figura 11: Efeito da dieta e da semaglutida sobre a memoria no teste de reconhecimento do objeto. n = 9-10 por
grupo. Teste t de Student foi utilizado para a analise do teste de reconhecimento do objeto, para determinar se o
indice de exploracéo difere significativamente de um valor teérico de 50% (i.e., nivel de chance). *p< 0,05
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versus 50%. Os dados sédo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). DN (dieta normal), DHL
(dieta hiperlipidica).

Em seguida avaliamos o comportamento tipo-ansioso no teste claro escuro (Figura
12). Neste teste avaliamos o tempo decorrido até a saida do animal pela primeira vez do
compartimento escuro para o campo claro (tempo de laténcia), o0 nimero de entradas no
campo claro e o tempo total no campo claro. Em todos os parametros, que poderiam indicar
comportamento tipo ansioso no animal, pode-se observar que ndo houve nenhuma diferenca
nos tempos avaliados. Independente do tratamento, ndo foi observado nenhum fendtipo

ansiolitico ou comportamento do tipo ansioso.
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Figura 12: Efeito da dieta e da semaglutida sobre o comportamento tipo-ansioso no teste do campo claro/escuro.
n = 9-10 por grupo. ANOVA de duas vias, post hoc de Bonferroni. Os dados sdo apresentados como média +
erro padrao da média (EPM). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). a) média
do tempo de laténcia para primeira transicdo para o campo claro b) média do nimero de transi¢Ges entre os
compartimentos ¢) média do tempo total de permanéncia no campo claro. DN (dieta normal), DHL (dieta
hiperlipidica).

O teste de borrifacdo de sacarose (splash test) (Figura 13), avalia o comportamento do
tipo-depressivo (anedonia ou autocuidado) do animal. Os parametros avaliados sdo a laténcia
para autolimpeza pela primeira vez e tempo total em que o animal tenha um comportamento
de limpar o préprio corpo e/ou tentar retirar a umidade se limpando com a lingua. O grupo
DHL apresentou maior laténcia para autolimpeza pela primeira vez bem como um menor
tempo total de autolimpeza, independente do tratamento com a semaglutida, o que indica um

menor indice de autocuidado.
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Figura 13: Efeito da dieta e da semaglutida sobre o comportamento tipo depressivo no teste de borrifagem da
n = 9-10 por grupo. ANOVA de duas vias, post hoc de Bonferroni * p< 0,05, vs. DN. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média (EPM). a) média do tempo de laténcia para primeira
autolimpeza b) Média do tempo total de autolimpeza dos camundongos. DN (dieta normal), DHL (dieta
hiperlipidica).

sacarose.

No teste de preferéncia de sacarose avaliamos o estado do tipo depressivo do animal,

caracterizado por uma menor ingestdo de uma solucdo palatavel. A palatabilidade da solucao

de 1% de sacarose esta associada a uma maior sensacdo de prazer e recompensa nos animais

Na figura 14, podemos observar que os animais do grupo DHL tiveram uma preferéncia bem

menor se comparado ao grupo DN. Além disso, também é perceptivel que grupos que

receberam a semaglutida ndo obtiveram um aumento significativo em relagdo ao grupo sem o

tratamento.
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Figura 14: Efeito da dieta e da semaglutida sobre o comportamento tipo depressivo no teste de preferéncia pela
sacarose. n = 2 por grupo ( a preferéncia foi mensurada por caixa, contendo 4-5 animais de cada grupo em
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cada caixa). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). DN (dieta normal), DHL
(dieta hiperlipidica).

6. DISCUSSAO

Como demonstrado em varios estudos em modelos animais, os agonistas de GLP- 1R
sdo muito eficientes em sua acdo sobre o metabolismo da glicose. Além disso, existe a
hipdtese da sua atuacdo no SNC, melhorando a cognicao e a plasticidade de células nervosas.
A maioria dos estudos avaliaram representantes das primeiras geraces de agonistas, como
por exemplo, a liraglutida e exenatida (FEMMINELLA et al.,, 2019). Farmacos de geracdes
subsequentes apresentam aperfeicoamento na farmacocinética, com melhor perfil de absor¢édo
e capacidade de ligacdo plasmatica promovendo uma agéo prolongada.

Os nossos resultados demonstraram que a semaglutida produziu uma melhora sobre
perfil glicémico e no ganho de peso nos animais expostos & DHL. Com relacdo ao
metabolismo da glicose, apesar de produzir uma ligeira reducdo na glicemia de jejum, 0s
efeitos mais proeminentes séo, de fato, observados em animais expostos a DHL. Esses dados
indicam que o farmaco pode exercer maior eficiéncia em distdrbios metabdlicos pré
estabelecidos. Além disso, observamos efeito da DHL na glicemia de jejum e no ipGTT, sem
alteracdo no iplITT, o que pode indicar que estes animais ainda estao sensiveis a insulina e sua
hiperglicemia pode ser decorrente de uma maior producdo enddgena de glicose, por exemplo
via gliconeogénese (DAVID L, et al., 2017).

Na sequéncia avaliamos o efeito da semaglutida sobre as alteragdes comportamentais
induzidas pela DHL. Um dos mecanismos pelos quais a DHL promove alteracdes no SNC
esta associado & neuroinflamacgdo. Estd demonstrado que as DHL, especialmente as ricas em
acidos graxos saturados, induzem rapidamente a ativacdo da neuroinflamacdo seguida de
ativacdo microglial e astrocitaria no hipotalamo, regido cerebral que controla a homeostase
energética (THALER, et al., 2017; VALDEARCOS et al.,2017). Recentemente, estudos
também demonstraram que este rapido efeito da DHL parece acontecer também no
hipocampo, regido envolvida na modulacdo da memoria e regula¢do do humor (DE PAULA,
2021 ; MELO,et al. 2020).

Em nosso estudo, antes do inicio do tratamento com a semaglutida, os animais foram
submetidos ao teste comportamental de realocacdo do objeto, onde observamos que 0s
animais do grupo DHL ja estavam com comprometimento cognitivo. Apds o tratamento com
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0 medicamento, outro teste de memaria foi realizado (teste de reconhecimento do objeto) e
pudemos observar que ndo houve melhora significativa no fen6tipo dos animais DHL.

No teste claro escuro ndo houveram diferencas nos parametros avaliados. Este dado
difere de estudos prévios que mostraram um efeito ansiogénico da DHL. Dutheil e
colaboradores realizaram um estudo com o objetivo de elucidar os mecanismos de atuagdo da
dieta hiperlipidica no SNC. Os resultados mostraram que a DHL pode causar comportamentos
do tipo ansioso por meio da interrup¢do nas vias celulares envolvidas na plasticidade sinaptica
(DUTHEIL, Sophie et al., 2016). Importante ressaltar que no estudo de Dutheil e
colaboradores animais foram submetidos a 16 semanas de dieta, 0 que pode explicar nossa
divergéncia de achados.

No teste de borrifagem de sacarose houve uma pequena diferenca no comportamento
de autocuidado, indicando o efeito da dieta em induzir um comportamento tipo-depressivo,
que ndo foi revertido pela semaglutida. O teste de preferéncia pela sacarose comprovou o
efeito da DHL em induzir anedonia e novamente a semaglutida nao reverteu o fendtipo. Este
efeito da DHL ja esta descrito na literatura e alteracdes tipo-depressivas podem ser observadas
a partir de 5 dias de DHL, enquanto efeitos na memdria ja sdo observados a partir do terceiro
dia (DE PAULA, 2021). Além disso, em nosso estudo a semaglutida também n&o foi capaz de
reverter 0s danos cognitivos observados no teste de memdria.

Apesar de ndo encontrarmos, neste estudo, efeito protetor da semaglutida sobre as
alteracdes comportamentais induzidas pela DHL, diversos estudos vém mostrando o potencial
neuroprotetor de agonistas e analogos de GLP1-R. Hamilton e colaboradores observaram que
0 tratamento por 10 semanas com exendin-4 ou liraglutida (dois GLP-1RA) promoveu um
aumento de novos neurdnios no hipocampo de animais em dieta normal e DHL, evidenciando
0 potencial de inducdo de neuroplasticidade destes compostos (HAMILTON, et al., 2011).
Em outro estudo onde foram comparados agonistas de duas geracOes, liraglutida e
semaglutida na doenga de Parkinson. Ambos os farmacos foram utilizados na mesma
concentragdo do nosso protocolo, porém o tempo de tratamento foi de 30 dias, via
intraperitoneal. Nesse estudo, os animais foram expostos a uma toxina causadora de
parkinsonismo e submetidos a testes comportamentais, como por exemplo, campo aberto e
outros testes de funcdo motora. Além disso, também foi avaliada a proliferacdo celular e
neurogénese no hipocampo. Zhang observou ambos os farmacos melhoraram as deficiéncias
motoras induzidas pela toxina e ainda promoveram redugdo da resposta inflamatdria crénica

no cérebro (ZHANG, et al., 2019). Maryna V Basalay. e colaboradores, utilizaram um modelo
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de ratos ndo diabéticos submetidos a acidente vascular encefélico, por meio de oclusdo da
artéria cerebral média, para analisar o efeito neuroprotetor da liraglutida e semaglutida em
24hrs a 72hrs ap6s a isquemia. O estudo encontrou que a semaglutida e liraglutida
administradas por meio de perfusdo conseguiram reduzir o tamanho do infarto em 63% e 48%
(BASALAY, etal., 2019).

Os farmacos tém potencial de neuroprotecdo em varias vias nervosas e nao somente no
encéfalo. Um estudo realizado por Xingsheng Shu e colaboradores analisou o potencial
neuroprotetor dos agonistas dos GLP-1R na neurodegeneracdo diabética retinal. Utilizando
roedores, ele administrou a liraglutida via tdpica ocular nos animais que ja estavam com a
condicdo induzida por dieta hiperlipidica. Os resultados mostraram que a liraglutida pode
prevenir a degeneracdo das células ganglionares da retina, evitando apoptose e perda neural
da retina (XINGSHENG et al., 2019).

De modo geral, observamos que uma importante diferenca entre nosso estudo e os
acima descritos foi 0 tempo de exposi¢do ao tratamento, o que pode ser um fator determinante
para a ativacdo de vias de sinalizacdo e respostas envolvidas na neuroprotecdo. Desta forma,
acreditamos que o tempo de tratamento de duas semanas, ndo foi o suficiente para observar no
comportamento animal sinais que demonstram melhoras na questdo cognitiva e de
comportamento tipo-depressivo. Para analises mais conclusivas em relagdo ao tempo de 15
dias ser um tratamento eficaz para neuroprote¢do, seria mais interessante a separacao encéfalo
para realizacdo de imunohistoquimica com auxilio de biomarcadores e microscopia para
andlise de neurdnios e suas conexoes.

Além disso, uma importante observacdo parece ser que o efeito comportamental
independe das alteracfes metabolicas sistémicas, uma vez que a semaglutida promoveu
reducdo do ganho de peso e melhora da homeostasia glicémica. Neste sentido, parece que
conforme descrito na literatura, a neurotoxicidade dos proprios componentes da dieta, como
acidos graxos saturados (MELO, HELEN M. et al. 2020), é mais determinante sobre 0 SNC
do que as alteracGes sistémicas induzidas pela dieta, uma vez que estas foram atenuadas pelo

tratamento, enquanto os danos comportamentais néo.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados mostraram que a semaglutida foi eficaz em atenuar os efeitos
metabdlicos da DHL. Por outro lado, com relacdo as alteracbes comportamentais promovidas
pela DHL, nosso estudo ndo conseguiu comprovar o efeito neuroprotetor nas condicGes
avaliadas (tempo de tratamento e dose). Acreditamos que seja necessario a utilizacdo de um
maior tempo de administracdo do medicamento e técnicas histologicas e moleculares para

avaliacdo de efeitos a nivel de neuroplasticidade que indiquem um potencial neuroprotetor.
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