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RESUMO 

 

A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doença prevalente que nos últimos anos vem sendo 

fortemente associada a alterações cerebrais características de doenças neurodegenerativas. A 

HF é causada por mutações no gene que codifica o receptor da lipoproteína de baixa densidade 

(LDLr), a principal carreadora de colesterol periférico. Estudos com camundongos nocautes 

para o LDLr (LDLr-/-) apontaram que a neuroinflamação e disfunção da barreira 

hematoencefálica (BHE) são eventos importantes no distúrbio cerebral associado à HF. Nesse 

sentido, foi demonstrado em camundongos LDLr-/- que a inibição da mTOR pode atenuar a 

quebra da BHE. Dessa forma, nesta dissertação nós hipotetizamos que a exposição dos animais 

modelos experimentais de HF à metformina, um fármaco que potencialmente modula a 

sinalização da mTOR via AMPK, poderia atenuar as alterações cerebrais causadas pela HF. 

Camundongos LDLr-/- e selvagens (WT) machos adultos receberam metformina (200 mg/Kg) 

ou salina diariamente por 30 dias. Todos os animais foram pesados semanalmente. Na última 

semana de tratamento, foram realizados o teste de campo aberto para avaliação da atividade 

locomotora e exploratória, os testes de reconhecimento e realocação de objetos para avaliação 

da memória e o teste de suspensão pela cauda para avaliação do fenótipo depressivo. Uma 

coorte de animais foi eutanasiada por exsanguinação via punção cardíaca ao fim do tratamento. 

Na sequência, o plasma heparinizado foi usado para dosagem de colesterol total e triglicerídeos. 

Outra coorte de animais foi perfundida com paraformaldeído para a coleta de cérebros fixados. 

O colesterol total dos camundongos LDLr-/- se mostrou aumentado em relação aos grupos WT. 

O tratamento com metformina aumentou os triglicerídeos e diminuiu o peso corporal nos 

camundongos LDLr-/- em comparação com os animais administrados com salina. Os 

camundongos LDLr-/- mostraram atividade hiperlocomotora, danos cognitivos e um fenótipo 

depressivo, o que foi parcialmente atenuado pela metformina. Não se observou diferença 

significativa entre os grupos com relação à imunorreatividade microglial no córtex pré-frontal 

ou hipocampo, mas a metformina pareceu melhorar a astrogliose no hipocampo de 

camundongos LDLr-/-. No geral, o tratamento com metformina mostrou efeito promissor contra 

o dano de memória e a reatividade astroglial observados em camundongos LDLr-/-, 

independentemente da redução do colesterol plasmático. 

 

Palavras-chave: Hipercolesterolemia familiar; Camundongos LDLr-/-; Prejuízos cognitivos; 

Metformina; Astrócitos.  
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ABSTRACT 

 

Familial hypercholesterolemia (FH) is a prevalent disease that has been strongly associated with 

brain alterations characteristic of neurodegenerative diseases in recent years. FH is caused by 

mutations in the gene that encodes the low-density lipoprotein receptor (LDLr), the main carrier 

of peripheral cholesterol. Studies with LDLr knockout mice (LDLr-/-) showed that 

neuroinflammation and blood-brain barrier (BBB) breakdown are important events in FH-

related brain dysfunction. In this sense, it was demonstrated in LDLr-/- mice that mTOR 

inhibition can attenuate BBB disruption. Thus, in this dissertation, we hypothesized that 

exposure of experimental FH animal models to metformin, a drug that potentially modulates 

mTOR signaling via AMPK, could attenuate the brain alterations caused by FH. LDLr-/- and 

wild-type (WT) male adult mice received a daily oral administration of metformin (200 mg/Kg) 

or saline for 30 days. All animals were weighed weekly. In the last week of treatment, mice 

performed the open field test to evaluate locomotor and exploratory activity, the novel object 

recognition, the object reallocation task for evaluation of memory, and the tail suspension test 

to evaluate a depressed phenotype. A cohort of animals was euthanized by exsanguination via 

cardiac puncture at the end of the treatment protocol. Heparinized plasma was used to determine 

total cholesterol and triglyceride levels. Another cohort of animals was perfused with 

paraformaldehyde to collect fixed total brains. Total cholesterol levels of the LDLr-/- mice were 

significantly higher than the WT groups. Metformin treatment increased triglyceride levels and 

decreased total body weight in LDLr-/- mice in comparison to saline administration. LDLr-/- 

mice showed hyperlocomotive activity, cognitive damage, and a depressed phenotype, which 

was in parts attenuated by metformin treatment. We did not observe significant differences 

between groups regarding microglia immunoreactivity in the pre-frontal cortex or hippocampus 

of the animals, but metformin treatment seemed to ameliorate astrogliosis in the hippocampus 

of LDLr-/- mice. Overall, metformin treatment showed a promising effect on the memory 

impairment and astrocyte reactivity observed in LDLr-/- mice, which was not via a cholesterol-

lowering outcome. 

 

Keywords: Familial hypercholesterolemia; LDLr-/- mice; Cognitive impairment; Metformin; 

Astrocytes.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O colesterol foi isolado pela primeira vez por Poulletier de la Salle em 1769, na bile e 

em cálculos biliares, mas somente no século XIX este lipídio foi descrito estar presente na 

corrente sanguínea (OLSON, 1998). Desde então, diversas funções essenciais para o 

funcionamento das células e do organismo foram atribuídas ao colesterol e seus derivados: 

estrutura e funcionamento da membrana celular, digestão e absorção de lipídios intestinais, 

participação em vias de sinalização celular, resposta ao estresse, modulação da atividade 

reprodutiva, morfogênese, além de outras (CORTES et al., 2014; TABAS, 2002). Vale citar 

que o colesterol é precursor de uma série de moléculas bioativas, tais como os hormônios 

esteroidais: colecalciferol, progesterona, testosterona, estradiol, aldosterona e cortisol (TABAS, 

2002).  

A molécula de colesterol pode ser dividida em um domínio hidrofílico proximal 

contendo um radical hidroxila, um domínio hidrofóbico distal formado por uma cadeia de 

hidrocarbonetos e um núcleo esteroide com quatro anéis que conferem rigidez à sua estrutura 

(SCHADE; SHEY; EATON, 2020). As estruturas do colesterol e alguns de seus derivados estão 

apresentados na figura 1. Este lipídeo pode ser proveniente da dieta ou da síntese endógena, 

sendo amplamente distribuído aos tecidos devido a sua vasta importância (CORTES et al., 

2014; TABAS, 2002). Em condições normais, estima-se que aproximadamente 60% do 

colesterol presente no organismo seja sintetizado endogenamente, enquanto os outros 40% são 

provenientes da dieta (LEONI; CACCIA, 2013). Dessa forma, os níveis de colesterol são 

definidos pela interação entre a síntese de novo a partir de acetil-CoA, a sua absorção por meio 

dos enterócitos, pelo seu armazenamento na forma esterificada em gotas lipídicas 

citoplasmáticas e pela sua exportação e transporte por carreadores plasmáticos (LEONI; 

CACCIA, 2013; LUO; YANG; SONG, 2020).  
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Figura 1: Estrutura química da molécula de colesterol e de alguns de seus derivados. Fonte: Imagem 

adaptada de Nelson e Cox (2014). 

 

Assim como outros lipídeos, o colesterol é pronunciadamente hidrofóbico, e por isso 

precisa ser transportado no sangue por macromoléculas chamadas de lipoproteínas (HEGELE, 

2009; NARWAL et al., 2019). As lipoproteínas são formadas por uma porção hidrofílica na 

sua parte externa, contendo fosfolipídios, colesterol livre e apolipoproteínas (Apo); e um 

interior hidrofóbico, composto de triglicerídeos e ésteres de colesterol (HEGELE, 2009). As 

Apo, componentes proteicos das lipoproteínas, são a porção reconhecida pelos receptores de 

membrana e enzimas (NELSON; COX, 2014). Um ponto importante é que a combinação de 

diferentes Apo e lipídeos formam partículas lipoproteicas com tamanhos e densidades 

diferentes (MAHLEY et al., 1984, NELSON; COX, 2014). As principais lipoproteínas 

humanas são os quilomícrons, a lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), a lipoproteína 

de baixa densidade (LDL) e a lipoproteína de alta densidade (HDL) (LUO; YANG; SONG, 

2020; NARWAL et al., 2019).  
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Os lipídeos hidrolisados provenientes da alimentação são absorvidos pelos enterócitos 

e empacotados como ésteres de colesterila e triacilgliceróis em quilomícrons, as maiores e 

menos densas lipoproteínas (OLSON, 1998). Os quilomícrons circulam pela corrente sanguínea 

até interagirem com lipases lipoproteicas (LPL) para liberação parcial dos triacilgliceróis 

(HEGELE, 2009). Os quilomícrons remanescentes são captados por células hepáticas, 

principalmente por receptores de LDL (LDLr), onde o colesterol restante pode ser esterificado, 

convertido à ácidos biliares, secretado na bile ou reempacotado para formar VLDL (HEGELE, 

2009; OLSON, 1998). A VLDL também contém os lipídeos provenientes da síntese endógena 

hepática (VOET; VOET. PRATT, 2014). Os lipídeos contidos nas VLDL são liberado por 

interações com LPL em tecidos extra-hepáticos, formando a LDL (HEGELE, 2009; NELSON; 

COX, 2014). A LDL distribui colesterol para células periféricas, e o seu remanescente retorna 

ao fígado para ser reprocessado (NELSON; COX, 2014). O recolhimento do colesterol extra-

hepático é feito pela HDL, responsável pelo transporte reverso do colesterol até o fígado para 

que este seja reutilizado ou excretado (LEWIS; RADER, 2005). A figura 2 apresenta um 

esquema do metabolismo de lipoproteínas: 

 

 
Figura 2: Transporte plasmático de lipídeos provenientes da dieta e da síntese endógena por meio de 

lipoproteínas. Fonte: Imagem adaptada Voet, Voet e Pratt (2014). 
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O LDLr, localizado na superfície celular, é imprescindível no processo de homeostase 

do metabolismo de colesterol, uma vez que realiza a depuração do colesterol plasmático através 

de interações com as lipoproteínas (GOLDSTEIN; BROWN, 2009). O mais importante ligante 

deste receptor é a LDL, que destaca-se como o mais abundante carreador sérico de colesterol 

(BENITO-VICENTE et al., 2018; NARWAL et al., 2019). A captação de LDL pelas células 

ocorre por endocitose e é mediada pela ligação da Apo B100, presente na sua superfície, com 

o LDLr (BAIGENT et al., 2011; BROWN; GOLDSTEIN, 1986; SCHADE; SHEY; EATON, 

2020). A lipoproteína internalizada em endossomos é separada do receptor por conta do pH 

ácido e é transportada até os lisossomos, onde sofre hidrólise e dá origem a aminoácidos, ácidos 

graxos e colesterol livre (LUO; YANG; SONG, 2020). O receptor, por sua vez, é reciclado e 

volta para a membrana plasmática, onde atua em ciclos repetidos de internalização de LDL 

(BENITO-VICENTE et al., 2018). 

O acúmulo intracelular do colesterol captado do sangue desencadeia mecanismos de 

regulação do seu próprio conteúdo citosólico: a) ativação da acil-CoA colesterol aciltransferase 

(ACAT), enzima que catalisa a esterificação do colesterol para que este seja armazenado; b) 

diminuição da síntese do LDLr, diminuindo a captação de colesterol; c) inativação da 3-hidroxi-

3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) redutase, enzima regulatória na síntese deste lipídeo, o que 

inibe a síntese de colesterol (NELSON; COX, 2014). As perturbações no ciclo de captação da 

LDL, seja na biossíntese do receptor, sua localização na membrana, internalização do complexo 

receptor-ligante ou reciclagem e degradação do LDLr, causam o acúmulo do colesterol na 

circulação sanguínea, condição chamada de hipercolesterolemia (LUO; YANG; SONG, 2020; 

NARWAL et al., 2019). 

No cérebro, onde está presente quase 25% do colesterol corporal, todo o conteúdo deste 

lipídeo é formado pela síntese de novo (DIETSCHY; TURLEY, 2004; LEONI; CACCIA, 

2013). Durante o desenvolvimento, os oligodendrócitos são os principais responsáveis pela 

síntese da bainha de mielina, que contém cerca de 70% do colesterol cerebral (PFRIEGER; 

UNGERER, 2011). Os neurônios também sintetizam colesterol durante o desenvolvimento, que 

é utilizado na formação de sinapses e para a sobrevivência celular (DIETSCHY; TURLEY, 

2004). Contudo, após o período de mielinização, no sistema nervoso central (SNC) de 

indivíduos adultos, a síntese de colesterol diminui significativamente em decorrência de um 

eficiente sistema de reciclagem (BJÖRKHEM; MEANEY; FOGELMAN, 2004). Além disso, 

os neurônios dependem do colesterol fornecido por astrócitos para manter suas funções normais 

(LEONI; CACCIA, 2013).  
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Os astrócitos possuem capacidade de sintetizar lipoproteínas contendo Apo E, colesterol 

e fosfolipídeos (PFRIEGER; UNGERER, 2011). A captação dessas lipoproteínas pelos 

neurônios acontece por endocitose através de receptores da família dos receptores de LDL, 

incluindo o LDLr, presentes principalmente em axônios (DIETSCHY; TURLEY, 2004). Ainda, 

o colesterol livre em excesso dos neurônios pode ser convertido pela enzima CYP46 a 24S-

hidroxicolesterol (24S-OH) que, além de inibir a síntese de colesterol, consegue atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE) e chegar à circulação periférica, onde pode ser depurado no 

fígado (LEONI; CACCIA, 2013). Além disso, o 24S-OH regula o metabolismo do colesterol 

cerebral por meio da interação com receptores X do fígado (LXR, do inglês liver X receptor), 

que aumentam a expressão de transportadores ABCA1, responsáveis pelo efluxo de colesterol 

dos astrócitos (BJÖRKHEM; MEANEY; FOGELMAN, 2004). O metabolismo simplificado 

do colesterol no cérebro está presente na figura 3: 

 

 
Figura 3: Metabolismo de colesterol em astrócitos e neurônios através de apoE. Fonte: Imagem adaptada de 

Björkhen, Meaney e Fogelman (2004). 

 

Apesar de seu papel fundamental em sistemas biológicos, o aumento do colesterol no 

sangue (ie., a hipercolesterolemia) tem efeitos deletérios para a saúde (SUGIYAMA et al., 

2015). A Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017) determina que níveis séricos de colesterol 

total superiores a 190 mg/dL caracterizam hipercolesterolemia. O excesso de colesterol, 
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principalmente na forma de LDL, está diretamente ligado ao desenvolvimento de alterações 

ateroscleróticas, e por isso é um importante fator de risco cardiovascular (CORTES et al., 2014; 

MOZAFFARIAN et al., 2015).  

A hipercolesterolemia pode ser de origem genética ou adquirida (TABAS, 2002). Dentre 

as patologias mais prevalentes causadas por disfunções genéticas no metabolismo do colesterol, 

destaca-se a Hipercolesterolemia Familiar (HF) com uma frequência de 1:250 pessoas no 

mundo na sua forma heterozigótica (AKIOYAMEN et al., 2017). A HF é causada, na maioria 

dos casos, por mutações no gene responsável pela codificação do LDLr, o que causa diminuição 

da expressão do receptor e/ou baixa interação entre ligante e receptor, resultando em uma 

diminuição da endocitose de LDL (BENITO-VICENTE et al., 2018; BROWN; GOLDSTEIN, 

1986). Consequentemente, os indivíduos portadores de HF apresentam níveis elevados de 

colesterol plasmático desde o nascimento, e sofrem com os efeitos deletérios da doença já na 

infância (GOLDSTEIN; BROWN, 2009). 

De maneira relevante, a hipercolesterolemia vem sendo relacionada também com 

prejuízos cognitivos e comportamentais ligados às doenças neurodegenerativas, como a doença 

de Alzheimer (DA) ou Parkinson (DE OLIVEIRA et al., 2011; KIVIPELTO et al., 2001; 

RODRIGUES et al., 2021; SOLOMON et al., 2009). O interesse na relação entre os níveis 

aumentados de colesterol e a neurodegeneração advém de uma observação inicial de Sparks e 

colaboradores (1990), que identificaram placas amiloides (marcador patológico de DA) no 

cérebro de pacientes que morreram por doença arterial coronariana; indivíduos comumente 

caracterizados por apresentarem hipercolesterolemia.  

Em concordância, um estudo realizado por Zambón et al. (2010) com a participação de 

47 indivíduos hipercolesterolêmicos de meia-idade, reportou associação entre HF e 

comprometimento cognitivo leve, que pode representar, em alguns casos, um estágio de 

transição entre as alterações cognitivas que fazem parte do envelhecimento normal e os 

primeiros sintomas da DA (MARIANI; MONASTERO; MECOCCI, 2007; PETERSEN et al., 

1999). Ademais, Ariza e colaboradores (2016) demonstraram que indivíduos com idades entre 

18 e 40 anos e portadores de HF já apresentam prejuízos cognitivos em comparação com 

indivíduos saudáveis da mesma idade. 

Corroborando com os dados clínicos supracitados, estudos experimentais com modelos 

animais também associam a hipercolesterolemia com o surgimento de déficit cognitivo e 

alterações cerebrais. Refolo e colaboradores (2000) demonstraram que o emprego de uma dieta 

hipercolesterolêmica resulta em aumento significativo no acúmulo de peptídeo β-amiloide, 
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importante marcador patológico da DA, no SNC de camundongos transgênicos modelos desta 

doença neurodegenerativa, e que esse aumento se correlaciona fortemente com os níveis 

plasmáticos de colesterol. Já Moreira e coautores (2014) reportaram que camundongos Swiss 

adultos expostos a uma dieta rica em colesterol por oito semanas apresentaram 

comprometimento de aprendizado e memória, que foram associados com o aumento da 

atividade da acetilcolinesterase no córtex pré-frontal e no hipocampo. Além disso, 

camundongos nocautes para o LDLr (LDLr-/-), um modelo experimental de HF, já apresentam 

prejuízo de memória e aprendizado aos 3 meses de idade em associação com níveis elevados 

de colesterol no sangue (DE OLIVEIRA et al., 2011). Animais hipercolesterolêmicos também 

apresentaram aumento de comportamento do tipo depressivo quando comparados com seus 

controles saudáveis (ENGEL et al., 2016; RODRIGUES et al., 2021; STREKALOVA et al., 

2015). 

Sparks e colaboradores (2000) também demonstraram que a hipercolesterolemia afeta a 

integridade da BHE e promove inflamação no endotélio de vasos no SNC de coelhos 

alimentados com uma dieta rica em colesterol. O mesmo grupo de pesquisa também reportou 

um aumento na ativação da micróglia e infiltração de leucócitos no cérebro de coelhos 

hipercolesterolêmicos (STREIT; SPARKS, 1997). Ademais, diversas alterações foram 

descritas no córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos LDLr-/-, tais como desregulação 

da produção de citocinas e mediadores inflamatórios, ativação de células gliais e disfunção da 

BHE (DE OLIVEIRA et al., 2014, 2020; THIRUMANGALAKUDI et al., 2008). Por exemplo, 

o trabalho de De Oliveira et al. (2020) observou que camundongos LDLr -/- apresentam 

aumento da permeabilidade da BHE e astrogliose no hipocampo, o que é ainda pior quando os 

mesmos são expostos à uma dieta rica em colesterol. Os autores também reportaram que os 

camundongos modelos de HF são mais sensíveis aos danos cerebrais causados pela dieta rica 

em colesterol quando comparados aos animais selvagens (DE OLIVEIRA et al., 2020). Deste 

modo, a HF parece estar mais fortemente relacionada à disfunção cerebral característica das 

doenças neurodegenerativas, em particular a DA.  

Nesse contexto, estudos prévios sugerem que a inibição do alvo da rapamicina em 

mamíferos (mTOR, do inglês mammalian target of rapamycin) por meio do uso da rapamicina 

se associa com a preservação da integridade da BHE (VAN SKIKE et al., 2018), atenuação de 

dano cognitivo e redução sistêmica e cerebral de inflamação em modelos de demência e de HF 

(eg., os camundongos LDLr-/-) (FARR et al., 2019; JAHRLING et al., 2018). A mTOR é uma 

proteína cinase serina/treonina formada por dois complexos proteicos chamados de complexo 
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mTOR 1 (mTORC1) e complexo mTOR2 (mTORC2) que desempenha importante papel no 

controle da síntese e degradação de proteínas e na inibição da autofagia em resposta a 

disponibilidade de nutrientes e fatores de crescimento (CACCAMO et al., 2014; LAPLANTE; 

SABATINI, 2012; SPILMAN et al., 2010). Ambas as subunidades são grandes, com mTORC1 

contendo 6 e mTORC2 contendo 7 componentes proteicos conhecidos, e possuem substratos e 

efeitos distintos (ABDO QAID et al., 2021). 

A mais bem descrita subunidade de mTOR é mTORC1, que é classicamente conhecida 

por ser sensível à rapamicina (SARBASSOV et al., 2006). mTORC1 responde aos níveis de 

nutrientes, energia, estresse, oxigênio a fatores de crescimento, promovendo a síntese de 

lipídeos, proteínas e energia, bem como inibindo a autofagia e a biogênese de lisossomos 

quando ativada (JUNG et al., 2010). Já mTORC2, ativada principalmente por fatores de 

crescimento, regula a organização do citoesqueleto, crescimento e sobrevivência celular e 

apoptose (ABDO QAID et al., 2021). Além disso, a via de sinalização de mTOR está envolvida 

com processos de memória (LANA et al., 2013). 

A síntese de proteínas, principalmente nas regiões das sinapses neuronais, é necessária 

para a consolidação da memória de longo prazo; dessa forma, a sinalização de mTOR é crucial 

nesse processo (GIOVANNINI; LANA, 2016). Em um estudo de 2017, Lana e colaboradores 

demonstraram que a inibição de mTOR no hipocampo, por meio da injeção 

intracerebroventricular de rapamicina, causou prejuízo de memória espacial de ratos adultos 

saudáveis. No entanto, a hiperatividade de mTOR tem efeitos deletérios e causa déficit 

cognitivo em humanos e modelos animais (CACCAMO et al., 2014; EHNINGER, 2013; 

PUIGHERMANAL et al., 2009). De particular interesse, a hipercolesterolemia em modelos 

animais já foi relacionada com hiperatividade de mTOR (GIRICZ et al., 2017; GLAZER et al., 

2009; SONG et al., 2018; WANG et al., 2022). Portanto, a modulação de vias vinculadas a 

mTOR pode ser uma estratégia interessante para atenuar as alterações cerebrais causadas pela 

hipercolesterolemia. 

A metformina é um fármaco da classe das biguanidas utilizado no tratamento da diabetes 

tipo 2 e, atualmente, é o hipoglicemiante oral mais utilizado na prática clínica (CAMPBELL et 

al., 2017; ZHOU et al., 2001). A metformina se tornou amplamente utilizada não só por seu 

importante efeito hipoglicemiante independente dos níveis de insulina, no qual causa 

diminuição da gliconeogênese hepática e aumento da captação de glicose, ou por ser 

biologicamente segura com poucos efeitos adversos; mas porque apresenta diversos efeitos 

pleiotrópicos (LAMOIA; SHULMAN, 2021). Já foi demonstrada sua capacidade de redução 
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do apetite e do peso corporal, além de promover melhora de marcadores de risco cardiovascular, 

como a diminuição dos níveis de LDL em indivíduos diabéticos (XU et al., 2015) e não 

diabéticos (GLUECK et al., 2001). A figura 4 apresenta alguns mecanismos pelos quais a 

metformina modula os níveis plasmáticos de lipídeos e de glicose: 

 

 
Figura 4: Mecanismos de ação da metformina no metabolismo de glicose e de lipídeos através da ativação de 

AMPK. Fonte: Imagem adaptada de Zhou et al. (2001). 

 

Apesar de seu mecanismo de ação exato não ser ainda totalmente elucidado, a ativação 

da proteína cinase ativada por AMP (AMPK, do inglês AMP-activated protein kinase) parece 

ser uma das principais vias pela qual este medicamento interage com outros processos celulares 

(AMIN; LUX; O’CALLAGHAN, 2019). A AMPK fosforila e aumenta a ativação do receptor 

de insulina e do substrato 2 do receptor de insulina (IRS-2, do inglês insulin-receptor substrate-

2) e também a translocação de transportadores de glicose, além de inibir a síntese de ácidos 

graxos e estimular a β-oxidação através da regulação da atividade da acetil-CoA carboxilase 

(ACC) e da expressão de outras enzimas envolvidas com a lipidogênese (GUNTON et al., 2003; 

PERNICOVA; KORBONITS, 2014). Ademais, a metformina inibe mTOR por meio da 

ativação de AMPK (AMIN; LUX; O’CALLAGHAN, 2019). AMPK interage com uma série 

de moléculas intermediárias: a) ativa os genes supressores de tumor complexo da esclerose 

tuberosa 1/2 (TSC1/2, do inglês tuberous sclerosis complex); b) inibe a proteína adaptadora 

associada de mTOR (RAPTOR, do inglês regulatory-associated protein of mTOR); c) ativa a 
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proteína supressora de tumor p53; que culminam na inibição de mTOR (GWINN et al., 2008; 

KARUMAN et al., 2001; NING; CLEMMONS, 2010). 

Em estudos experimentais, a metformina já mostrou ter efeitos terapêuticos sobre 

parâmetros cognitivos e inflamatórios. O tratamento de modelos genéticos de DA levou a uma 

melhora de memória e aprendizado, bem como reduziu neuroinflamação e promoveu a 

neurogênese (FARR et al., 2019; OU et al., 2018). Em animais diabéticos, o tratamento com 

metformina foi capaz de reduzir a o tamanho de lesões ateroscleróticas na aorta (ASAI et al., 

2019). Já pesquisas clínicas evidenciaram que a metformina é capaz de reduzir os níveis 

plasmáticos de LDL em indivíduos diabéticos e não diabéticos (GLUECK et al., 2001; XU et 

al., 2015), e melhorar a função neurológica de pacientes diabéticos após acidente vascular 

cerebral (ZHAO et al., 2019). A metformina demonstra então, além de propriedades 

cardioprotetoras, capacidade neuroprotetora importante. Nesse sentido, nesta dissertação nós 

avaliamos o potencial efeito metabólico e neuroprotetor da metformina na HF, por meio do 

tratamento oral de camundongos LDLr-/-.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A HF tem alta frequência mundial, desencadeando doenças cardiovasculares em 

indivíduos ainda jovens. Além disso, a HF parece ser um importante fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas como a DA, visto que pessoas jovens 

acometidas por essa patologia podem já apresentar dano cognitivo antes dos 40 anos de idade. 

Em estudos experimentais, foi visto que camundongos jovens modelos de HF, os camundongos 

LDLr-/-, apresentam prejuízos de memória. Estudos experimentais também evidenciaram a 

presença de alterações na BHE e eventos neuroinflamatórios coexistentes em modelos animais 

de HF. Deste modo, se faz necessária a investigação dos mecanismos fisiopatológicos que 

causam tais alterações, bem como o surgimento de novas estratégias terapêuticas que sejam 

capazes de amenizar, reverter ou preveni-las. Considerando a sua gama de efeitos pleiotrópicos 

e ascendente propriedade neuroprotetora, a metformina se apresenta como uma opção 

farmacológica promissora. O uso da metformina se justifica principalmente devido ser uma 

possível inibidora de mTOR, o que parece causar uma melhora na disfunção da BHE associada 

à HF e demência. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o efeito do tratamento com metformina sobre alterações cognitivas e 

parâmetros bioquímicos periféricos e centrais em um modelo experimental genético de 

hipercolesterolemia familiar. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar o efeito do tratamento com metformina sobre o peso corporal e níveis de 

colesterol total e triglicerídeos em camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- machos 

adultos; 

• Avaliar a atividade locomotora e exploratória e a memória espacial de camundongos 

C57BL/6 selvagens e LDLr-/- machos adultos tratados com metformina por meio dos 

testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e realocação de objetos, 

respectivamente; 

• Avaliar o fenótipo depressivo em camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- machos 

adultos tratados com metformina por meio do teste de suspensão pela cauda; 

• Analisar marcadores astrocitários e microgliais no córtex pré-frontal e hipocampo de 

camundongos C57BL/6 selvagens e LDLr-/- machos adultos tratados com metformina 

por meio de ensaios de imunofluorescência. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Neste estudo foram utilizados camundongos machos adultos (90 dias de idade no início 

do tratamento) da linhagem C57BL/6 (20-30 g) selvagens (WT, do inglês wild-type) e LDLr-/-

, provenientes do Biotério do Departamento de Bioquímica do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os progenitores destes camundongos 

foram adquiridos do Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA) e cedidos pela 

professora Andreza Fabro de Bem do Departamento de Ciências Fisiológicas, Instituto de 

Biologia da Universidade de Brasília. Os animais foram alojados em grupos de até 5 

camundongos por caixa moradia (dimensões de 42 x 34 x 17 cm), com condição controlada de 

temperatura (22 ± 1ºC) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas, fase clara das 7:00 às 

19:00), e com livre acesso a água potável e ração padrão. O presente projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, sob protocolo número 41034 

(ANEXO A). 

 

4.2 TRATAMENTO 

 

Os camundongos foram tratados diariamente, durante 30 dias, pela administração via 

oral por gavagem com metformina na dose de 200 mg/Kg de peso corporal. O medicamento foi 

adquirido na forma de comprimidos revestidos, e sua diluição foi realizada em uma solução 

com 0,9% de cloreto de sódio (solução salina) a cada dois dias. Os animais dos grupos de 

controle de tratamento foram administrados com a solução salina (veículo) na mesma 

frequência e período dos grupos de tratamento farmacológico. Ambas as soluções de tratamento 

foram armazenadas em geladeira após diluição. 

 

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

O protocolo experimental de tratamento foi realizado com duas coortes diferentes de 

animais. Os animais foram organizados em 4 grupos experimentais (n total por grupo=19-24) 

de acordo com o tratamento recebido e o genótipo apresentado: 

1. Camundongos C57BL/6 WT + salina; 
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2. Camundongos C57BL/6 WT + metformina; 

3. Camundongos C57BL/6 LDLr-/- + salina; 

4. Camundongos C57BL/6 LDLr-/- + metformina. 

A partir do primeiro dia de tratamento, os animais foram pesados 1 vez por semana até 

o final do protocolo experimental. Nos últimos 4 dias do protocolo experimental de tratamento, 

os camundongos foram submetidos aos testes comportamentais do campo aberto, 

reconhecimento de objetos, realocação de objetos e suspensão pela cauda, para avaliação da 

atividade locomotora, memória e comportamento do tipo depressivo. 

Em sequência aos testes comportamentais, uma parte dos animais foi mantida em jejum 

por 12 horas e em seguida anestesiada via injeção intraperitoneal com uma mistura de xilazina 

(10 mg/Kg) e quetamina (80 mg/Kg) e teve o sangue coletado por punção cardíaca para a 

determinação de parâmetros metabólicos. Já o restante dos camundongos foi anestesiado e 

então perfundido com paraformaldeído 4% e teve seu cérebro colhido para a realização de 

ensaios de imunofluorescência. É importante mencionar que foram realizadas duas coortes 

experimentais. O desenho experimental está representado na figura 1: 

 

 

 

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

4.4.1 Campo aberto 

 

No 27º dia após o início do tratamento foi realizado o teste de campo aberto. O teste do 

campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora e exploratória dos animais 

(PRUT; BELZUNG, 2003). O aparato consiste em uma caixa de acrílico cinza (dimensões 30 

x 40 x 40 cm), sem cobertura e com o assoalho dividido por linhas em 9 quadrantes. Cada 

camundongo foi colocado no centro da arena, livre para se movimentar no aparato durante o 

período de 5 minutos. Para avaliação das atividades locomotora e exploratória, foram 

Figura 5: Desenho experimental. Fonte: Elaborada pelo autor. 
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verificados o número total de cruzamentos, quando o animal atravessa por um quadrante com 

as quatro patas, e o número total de levantamentos, quando o animal se mantém sobre as duas 

patas traseiras após 1 sessão de teste de 5 minutos. 

 

4.4.2 Reconhecimento de objetos 

 

No 28º dia após o início do tratamento, os animais foram submetidos ao teste de 

reconhecimento de objetos para avaliação da memória de curto prazo. Neste teste, o animal é 

familiarizado com dois objetos idênticos e, após um intervalo, é apresentado simultaneamente 

ao mesmo objeto e a um novo objeto (GRECO et al., 2010). O teste aconteceu no mesmo 

aparato utilizado para o campo aberto, em duas sessões de 5 minutos. Na primeira sessão, de 

treinamento e aquisição, os animais foram expostos a dois objetos idênticos no campo aberto e 

sua atividade exploratória foi registrada. Após 60 minutos, foi realizada a segundo sessão, de 

teste e retenção, onde os animais foram expostos a dois objetos diferentes, um objeto familiar 

da primeira sessão e um novo objeto. Foi registrado o tempo de exploração de cada objeto no 

segundo ensaio. O índice de discriminação é expresso em porcentagem e determinado pela 

seguinte equação através dos tempos de exploração dos objetos: [objeto novo (s) x 100] / [objeto 

novo (s) + objeto conhecido (s)]. 

 

4.4.3 Realocação de objetos 

 

No 29º dia do protocolo experimental, os animais realizaram o teste de realocação de 

objetos para a avaliação da memória espacial de referência (ASSINI; DUZZIONI; 

TAKAHASHI, 2009). Assim como o teste de reconhecimento de objetos, este teste se baseia 

na tendência espontânea de roedores de explorar um objeto novo ou realocado por um tempo 

maior que um objeto conhecido. Neste teste, também utilizando o aparato do campo aberto, 

uma sessão treino foi realizada, onde dois objetos idênticos foram apresentados aos animais e 

o tempo de exploração de cada objeto durante 5 minutos foi registrado. Após 180 minutos, na 

sessão teste, um dos objetos foi reposicionado no aparato, e foi registrado o tempo de 

exploração de cada um dos objetos pelo período de 5 minutos. O índice de localização, expresso 

em porcentagem, é determinado pela seguinte equação através dos tempos de exploração de 

cada objeto: [objeto realocado (s) x 100] / [objeto realocado (s) + objeto conhecido (s)]. 
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4.4.4 Suspensão pela cauda 

 

No último dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de suspensão pela 

cauda para avaliação do fenótipo depressivo (STERU et al., 1985). Neste teste os camundongos 

foram suspensos a 50 cm do chão pela extremidade distal da cauda pelo período de 6 minutos, 

e o tempo total de imobilidade foi contabilizado. 

 

4.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

4.5.1 Parâmetros metabólicos 

 

Após a realização dos testes comportamentais uma parte dos camundongos foi 

anestesiada com xilazina e quetamina para coleta de sangue por punção cardíaca, que em 

sequência foi centrifugado para obtenção de plasma heparinizado. Os níveis totais de colesterol 

e triglicerídeos foram determinados por meio do soro utilizando kits comerciais colorimétricos, 

de acordo com as instruções do fabricante. Os resultados foram expressos em mg/dL. 

 

4.5.2 Imunofluorescência 

 

Os animais anestesiados foram perfundidos pelo ventrículo cardíaco esquerdo com 

solução salina 0,9% seguida por uma solução de paraformaldeído 4%. Após a perfusão, os 

cérebros foram removidos e imersos em uma solução de 4% de paraformaldeído por 24 horas 

e criopreservados em uma solução de 30% de sacarose em solução fosfato-salina (PBS, do 

inglês phosphate-buffered saline). Cortes coronais sequenciais de 30 µm do córtex pré-frontal 

e do hipocampo foram realizados em micrótomo de lâmina vibratória e armazenados em PBS 

0,1 M com 0,5% de azida sódica. Os ensaios de imunofluorescência foram realizados como 

previamente descrito por De Oliveira et al. (2014, 2020). Inicialmente, os cortes foram lavados 

duas vezes com PBS 0,1 M e bloqueados com 1% de albumina bovina diluída em PBS 0,1 M 

com 0,3% de Triton X durante 45 minutos. Os cortes foram incubados overnight com anticorpos 

primários específicos para a marcação de proteína glial fibrilar ácida (GFAP, do inglês glial 

fibrillary acidic protein) e de molécula adaptadora ligante de cálcio ionizado 1 (IBA-1, do 

inglês ionized calcium-binding adapter molecule 1), marcadores de astrócitos e micróglias, 

respectivamente. Depois de 5 lavagens com PBS 0,1 M, as amostras foram incubadas com os 
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anticorpos secundários fluorescentes diluídos em PBS 0,1 M com 0,3% de Triton X por 2 horas. 

Por fim, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS 0,1 M e montados em lâminas com meio de 

montagem CC/mount e cobertos com lamínulas. Imagens dos cortes de córtex pré-frontal e 

hipocampo foram obtidas por um microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000 do 

Centro de Microscopia e Microanálise da UFRGS. A análise das imagens foi realizada pelo 

programa de domínio público ImageJ. 

 

4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

A diferença entre os grupos nos testes de comportamento e nos parâmetros metabólicos 

foi avaliada pela análise de variância (ANOVA) de duas vias e o teste post hoc de Tukey foi 

aplicado quando apropriado para comparações múltiplas. Nos testes de reconhecimento de 

objetos e realocação de objetos, os grupos foram comparados ao valor hipotético de 50% para 

avaliação dos níveis de chance por meio do teste t. Para as análises dos dados da 

imunofluorescência foi utilizada a ANOVA de duas vias, e o teste post hoc de Duncan foi 

utilizado para múltiplas comparações. Os dados estão representados como a média ± erro 

padrão da média (EPM). A significância estatística foi considerada para valores de p menores 

que 0,05. Os testes estatísticos foram realizados pelo software Statistica© 10 (StatSoft Inc., 

Tulsa, OK, USA) ou pelo GraphPad Prism © 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM METFORMINA NAS ALTERAÇÕES 

METABÓLICAS ASSOCIADAS À HF 

 

A figura 6 apresenta os níveis de colesterol total, triglicerídeos e o peso corporal total 

dos camundongos C57BL/6 WT e LDLr-/-. A ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo do genótipo sobre os níveis de colesterol total [F(1,21)=38,020, p<0,001]. A 

posterior análise de post hoc apontou que os camundongos LDLr-/- que receberam salina 

apresentam níveis mais altos de colesterol quando comparados com os camundongos selvagens 

que também receberam salina. O tratamento com metformina não foi capaz de reduzir os níveis 

de colesterol no modelo animal de HF (Figura 6A). Com relação aos níveis de triglicerídeos, 

apresentados na Figura 6B, a ANOVA de duas vias mostrou efeito do tratamento 

[F(1,21)=4,606, p<0,05] e do genótipo [F(1,21)=4,446, p<0,05]. O post hoc de Tukey 

apresentou aumento dos triglicerídeos no grupo LDLr-/- tratado com metformina em 

comparação com os animais WT que receberam o mesmo tratamento (p<0,05). A ANOVA de 

duas vias apontou efeito do genótipo [F(1,82)=15,212, p<0,001] também no peso dos animais, 

apresentado na figura 6C. Além disso, por meio do post hoc de Tukey, verificou-se redução do 

peso corporal no grupo LDLr-/- + Metformina em comparação ao grupo WT + Metformina 

(p<0,05). 
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Figura 6: Efeitos do tratamento com metformina no colesterol plasmático, triglicerídeos e peso corporal de 

camundongos C57BL/6 WT e LDLr-/-. (A) Níveis de colesterol total (n por grupo=5-7), (B) triglicerídeos (n por 

grupo=5-7) plasmático e (C) peso corporal total (n por grupo=19-24) de animais WT e LDLr-/- tratados com salina 

ou 200 mg/Kg de metformina. Dados estão expressos como média ± EPM. * p<0,05 comparado com WT + Salina 

# p<0,05 comparado com WT + Metformina (ANOVA de duas vias seguido do teste de múltiplas comparações de 

Tukey). 

 

5.2 TRATAMENTO COM METFORMINA ATENUOU OS PREJUÍZOS COGNITIVOS EM 

CAMUNDONGOS LDLR-/- 

 

A análise dos dados dos testes comportamentais está representada na figura 7. O campo 

aberto foi utilizado para avaliação da atividade locomotora e exploratória dos animais, por meio 

da análise do número de cruzamentos e de levantamentos durante sua permanência no aparato. 

A ANOVA de duas vias mostrou diferença entre os genótipos em ambos os parâmetros 

([F(1,77)=22,729, P<0,001] nos cruzamentos, e [F(1,77)=38,004, P<0,001] nos 

levantamentos). Na sequência, o post hoc de Tukey apontou aumento no número de 

cruzamentos (figura 7A) e de levantamentos (figura 7B) nos animais LDLr-/- que receberam 

salina ou metformina em comparação com os grupos WT + Salina (p<0,05) e WT + Metformina 

(p<0,05), respectivamente. 
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Para avaliação de memórias dependentes do hipocampo, foram realizados os testes de 

reconhecimento de objetos (figura 7C) e realocação de objetos (figura 7D). Os grupos WT + 

Salina [t(14)=2,767, p<0,05] e LDLr-/- + Metformina [t(18)=2,914, p<0,05] apresentaram um 

índice de discriminação maior do que o valor teórico de 50% (nível de chance), por avaliação 

do teste t. Contudo, o mesmo não foi observado em relação aos grupos WT + Metformina e 

LDLr-/- + Salina, indicando prejuízo de memória e aprendizado. Já o teste ANOVA de duas 

vias não apontou diferença no índice de discriminação entre os objetos nos grupos 

experimentais estudados, bem como não apontou significância do tratamento ou genótipo. 

No teste de realocação de objetos (figura 7D), os grupos WT administrados com salina 

[t(11)=4,927] ou com metformina [t(19)=5,426] demonstraram aprendizado da tarefa (p<0,05 

comparado ao valor teórico de 50%), enquanto danos de memória e aprendizado foram 

observados nos grupos LDLr-/-. Além disso, a ANOVA de duas vias mostrou efeito 

significativo do genótipo sobre o índice de localização [F(1,67)=29,343, p<0,001]. Foram 

observadas por meio do post hoc de Tukey a diminuição do índice de localização no grupo 

LDLr-/- que recebeu salina em comparação com o grupo WT + Salina (p<0,05), e um aumento 

desse índice no grupo LDLr-/- tratado com metformina quando comparado aos animais LDLr-

/- + Salina (p<0,05). Logo, o tratamento com a metformina, pelo menos em parte, atenuou os 

déficits de memórias dependentes do hipocampo nos animais LDLr-/-. No entanto, nos 

camundongos controle a metformina pareceu causar alterações de memória no teste de 

reconhecimento do objeto. 

Ainda, o teste de suspensão pela cauda é utilizado para avaliação do fenótipo depressivo 

pela análise do tempo de imobilidade do animal. Os resultados da análise estatística dos dados 

deste teste estão expressos na figura 7E. A ANOVA de duas vias indicou interação positiva 

entre as variáveis genótipo e tratamento [F(1,76)=7,141, p<0,05]. O post hoc de Tukey apontou 

aumento significativo do tempo de imobilidade do grupo LDLr-/- que foi administrado com 

salina em comparação com o grupo controle que também recebeu o veículo (p<0,05). Ademais, 

foi observada uma tendência de diminuição do fenótipo depressivo nos camundongos LDLr-/- 

que receberam a metformina quando comparado ao grupo LDLr-/- administrado com salina 

(p=0,057). 
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Figura 7: Efeitos do tratamento com metformina na atividade locomotora e exploratória, memórias 

dependentes de hipocampo e fenótipo depressivo de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-/-. (A) Número de 

cruzamentos (n por grupo=18-22) e (B) levantamentos (n por grupo=16-24), (C) índice de discriminação (n por 

grupo=15-20), (D) índice de localização (n por grupo=12-21), e (E) tempo de imobilidade (n por grupo=18-23) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Dados estão expressos como a média ± 

EPM. * p<0,05 comparado com WT + Salina # p<0,05 comparado com WT + Metformina & p<0,05 comparado 

com LDLr-/- + Salina (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de múltiplas comparações de Tukey). + p<0,05 

comparado a 50% (índice de localização e discriminação por teste t). 
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5.3 TRATAMENTO COM METFORMINA DIMINUI ASTROGLIOSE HIPOCAMPAL 

CAUSADA PELA HF EM CAMUNDONGOS LDLR-/- 

 

A imunorreatividade de GFAP foi determinada para avaliação da densidade e 

reatividade astrocitária em 3 regiões hipocampais e no córtex pré-frontal dos animais. O painel 

da figura 8A apresenta imagens representativas de córtex pré-frontal marcado com GFAP nos 

aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++). O resultado da análise estatística dos dados desta 

imunofluorescência está expresso na figura 8B. O teste ANOVA de duas vias não apontou 

diferença na marcação de GFAP entre os grupos no córtex pré-frontal. 
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Figura 8: Imunorreatividade de GFAP no córtex pré-frontal de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-/-. (A) 

Imagens representativas da marcação de GFAP em secções coronais de córtex pré-frontal (n por grupo=6-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de GFAP em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

Imagens representativas nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++) da região 

CA3 do hipocampo marcado com GFAP estão apresentadas na figura 9A. Na avaliação 

estatística dos dados (figura 9B), a ANOVA de duas vias revelou uma interação significativa 

entre o genótipo e o tratamento [F(1,26)=4,860, p<0,05]. Na sequência, o teste post hoc de 

Duncan mostrou um aumento da imunorreatividade de GFAP no CA3 dos animais LDLr-/- que 

receberam salina em comparação com o grupo WT + Salina (p<0,05), e diminuição deste 
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parâmetro nos animais LDLr-/- tratados com metformina em comparação com o grupo LDLr-

/- + Salina. 

 

 
Figura 9: Imunorreatividade de GFAP na região CA3 do hipocampo de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-

/-. (A) Imagens representativas da marcação de GFAP em secções coronais de hipocampo (n por grupo=6-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de GFAP 

em imagens obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. * p<0,05 comparado com 

WT + Salina # p<0,05 comparado com WT + Metformina & p<0,05 comparado com LDLr-/- + Salina (ANOVA 

de duas vias seguido pelo teste post hoc de Duncan). 

 

A figura 10A apresenta um painel com imagens representativas da marcação de GFAP 

na região CA1 do hipocampo nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++). A análise 

estatística (figura 10B) por ANOVA de duas vias não detectou diferenças significativas entre 

os grupos. 
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Figura 10: Imunorreatividade de GFAP na região CA1 do hipocampo de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-

/-. (A) Imagens representativas da marcação de GFAP em secções coronais de hipocampo (n por grupo=5-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de GFAP em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

Imagens representativas da marcação de GFAP na região giro denteado do hipocampo 

nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++) estão apresentadas na figura 11A. A figura 

11B mostra o resultado das análises estatísticas. A ANOVA de duas vias apontou efeito 

significativo do tratamento sobre a imunorreatividade de GFAP [F(1,22)=4,544, p<0,05] no 

giro denteado dos camundongos. Foram observados, por meio do post hoc de Duncan, um 

aumento da densidade de astrócitos no grupo LDLr-/- + Salina em comparação com os animais 
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WT administrados com salina (p<0,05), e atenuação da imunorreatividade após tratamento com 

metformina nos animais LDLr-/- em comparação com os mesmos animais que receberam salina 

(p<0,05). 

 

 
Figura 11: Imunorreatividade de GFAP na região giro denteado do hipocampo de camundongos C57BL/6 

WT e LDLr-/-. (A) Imagens representativas da marcação de GFAP em secções coronais de hipocampo (n por 

grupo=4-9) de animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas 

por microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas 

com objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de GFAP em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. * p<0,05 comparado com WT + Salina 

# p<0,05 comparado com WT + Metformina & p<0,05 comparado com LDLr-/- + Salina (ANOVA de duas vias 

seguido pelo teste post hoc de Duncan). 
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5.4 EFEITOS DO TRATAMENTO COM METFORMINA SOBRE A DENSIDADE 

MICROGLIAL 

 

Para investigar os efeitos do tratamento com metformina sobre a densidade microglial, 

foram realizados ensaios de imunofluorescência com IBA-1 em secções coronais seriadas de 

córtex pré-frontal e hipocampo dos animais. A figura 12A apresenta um painel representativo 

de imagens de córtex pré-frontal marcado com IBA-1 nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom 

digital (++). A análise estatística por ANOVA de duas vias não detectou diferenças 

significativas entre os grupos (figura 12B). 

  



 

42 

 

 
Figura 12: Imunorreatividade de IBA-1 no córtex pré-frontal de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-/-. (A) 

Imagens representativas da marcação de IBA-1 em secções coronais de córtex pré-frontal (n por grupo=6-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de IBA-1 em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

O painel da figura 13A apresenta imagens representativas da região CA3 do hipocampo 

marcada com IBA-1 nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++). O resultado da análise 

estatística dos dados deste ensaio de imunofluorescência está expresso na figura 13B. O teste 

ANOVA de duas vias não apontou diferença na densidade microglial entre os grupos na região 

CA3 do hipocampo dos animais. 
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Figura 13: Imunorreatividade de IBA-1 na região CA3 do hipocampo de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-

/-. (A) Imagens representativas da marcação de IBA-1 em secções coronais de hipocampo (n por grupo=6-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de IBA-1 em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

Imagens representativas da marcação de IBA-1 na região CA1 do hipocampo nos 

aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++) estão apresentadas na figura 14A. A figura 14B 

mostra o resultado das análises estatísticas. A ANOVA de duas vias não apontou efeito 

significativo do tratamento ou do genótipo sobre a imunorreatividade de IBA-1 na região CA1 

do hipocampo dos camundongos. 
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Figura 14: Imunorreatividade de IBA-1 na região CA1 do hipocampo de camundongos C57BL/6 WT e LDLr-

/-. (A) Imagens representativas da marcação de IBA-1 em secções coronais de hipocampo (n por grupo=5-9) de 

animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas por 

microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas com 

objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de IBA-1 em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

A figura 15A exibe um painel com imagens representativas da marcação para IBA-1 na 

região giro denteado do hipocampo nos aumentos de 20x, 40x (+) e zoom digital (++). A análise 

estatística dos dados desta imunofluorescência por ANOVA de duas vias não detectou 

diferenças significativas entre os grupos (figura 15B). 
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Figura 15: Imunorreatividade de IBA-1 na região giro denteado do hipocampo de camundongos C57BL/6 

WT e LDLr-/-. (A) Imagens representativas da marcação de IBA-1 em secções coronais de hipocampo (n por 

grupo =5-9) de animais WT e LDLr-/- tratados com salina ou 200 mg/Kg de metformina. Imagens foram adquiridas 

por microscópio confocal de fluorescência Olympus®FV1000. Barras de escala = 200µm para imagens obtidas 

com objetiva de 20x, 100µm para imagens obtidas com objetiva de 40x (representadas por +) e 50µm para imagens 

com zoom digital de 100% (representadas por ++) (B) Quantificação da imunorreatividade de IBA-1 em imagens 

obtidas com objetiva de 20x. Dados estão expressos como a média ± EPM. Os resultados deste experimento foram 

analisados por ANOVA de duas vias. 

 

  



 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE III 

  



 

47 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Alterações no metabolismo do colesterol, além de serem fatores de risco bem 

estabelecidos para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, vêm sendo consideradas 

como causadoras de disfunções cerebrais e declínio cognitivo associados com a fisiopatologia 

de doenças neurodegenerativas. A HF é a mais prevalente patologia genética decorrente de 

disfunções no metabolismo do colesterol, causada usualmente por mutações genéticas que 

perturbam a captação da LDL circulante (AKIOYAMEN et al., 2017; BENITO-VICENTE et 

al., 2018). Diversos estudos apontam a conexão entre HF e comprometimento cognitivo, tanto 

em humanos, quanto em modelos animais (DE OLIVEIRA et al., 2011; KIVIPELTO et al., 

2001; MOREIRA et al., 2012; SOLOMON et al., 2009). Zambón et al. (2010) reportaram que 

pacientes de meia-idade portadores de HF apresentam comprometimento cognitivo leve. Nessa 

mesma linha de evidência, Ariza et al. (2016) observaram que indivíduos portadores de HF, 

com idades entre 18 e 40 anos, já apresentam déficits de cognição em comparação com pessoas 

saudáveis da mesma idade. Pesquisas com modelos animais de HF (ie., os camundongos LDLr-

/-) descrevem também dano de memória já aos 3 meses de idade (DE OLIVEIRA et al., 2011), 

neuroinflamação (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008), astrogliose e aumento da 

permeabilidade da BHE (DE OLIVEIRA et al., 2020). Dessa forma, a busca por estratégias que 

possam controlar as alterações cerebrais na HF torna-se relevante. Neste estudo, nós buscamos 

prover evidências pré-clínicas de que a metformina possa ser uma molécula interessante para 

atenuar as alterações cerebrais associadas à HF. Nós avaliamos os efeitos do tratamento com 

metformina sobre as alterações metabólicas, comportamentais e de reatividade glial em 

camundongos LDLr-/-, um modelo genético de HF. 

Já existem evidências clínicas e pré-clínicas que sugerem que a hiperatividade de mTOR 

no cérebro se associa com a progressão da DA (AN et al., 2003; CACCAMO et al., 2010). 

Outrossim, em estudos com modelos genéticos de DA, a inibição da mTOR com rapamicina 

causou a reversão de danos de memória e aprendizado, bem como induziu diminuição do 

conteúdo cerebral de peptídeo β-amiloide (CACCAMO et al., 2010; SPILMAN et al., 2010). 

Em concordância, o tratamento de camundongos LDLr-/- com o inibidor de mTOR, rapamicina, 

teve efeito protetor sobre a integridade da BHE e também melhorou as memórias espacial e de 

reconhecimento (JAHRLING et al., 2018; VAN SKIKE et al., 2018). Ademais, ao tratar um 

modelo murino de diabetes induzido por estreptozotocina com metformina, Yang et al., (2019) 



 

48 

 

observaram diminuição da sinalização inflamatória mediada por NLRP3 no tecido cardíaco em 

decorrência da inibição de mTOR. 

Uma guanidina derivada da planta arruda-caprária (Gallega officinalis L.), a 

metformina, tem sido usada há anos no tratamento da diabetes (ROJAS; GOMES, 2013). A 

metformina age primariamente no fígado, reduzindo a produção de glicose, e de maneira 

secundária aumentando a captação de glicose nos tecidos periféricos (GOODARZI; BRYER-

ASH, 2005). Esses efeitos são mediados pela ativação da proteína cinase B1 do fígado (LKB-

1, do inglês liver kinase B1) que, por sua vez, fosforila e ativa AMPK (VIOLLET et al., 2012). 

A AMPK é responsável pela inativação de fatores de transcrição que promovem a síntese de 

enzimas que participam da gliconeogênese (SHAW et al., 2005). A inibição do complexo I 

mitocondrial também já foi proposta como mecanismo que contribui para a redução da 

gliconeogênese hepática, visto que diminui o suprimento energético necessário para este 

processo (ROJAS; GOMES, 2013; VIOLLET et al., 2012). Mais recentemente, a metformina 

vem sendo associada com recuperação da função ovariana na síndrome do ovário policístico, 

diminuição da lipogênese hepática e diminuição de risco cardiovascular (LAMANNA et al., 

2011; VIOLLET et al., 2012). Apesar de ainda não estar elucidada a maquinaria pela qual a 

metformina exerce estas funções, a inibição de mTOR através da via de sinalização da AMPK 

apresenta uma variedade de efeitos (ROTERMUND; MACHETANZ; FITZGERALD, 2018). 

Em destaque, a modulação de mTOR está relacionada com diversos processos patológicos 

ligados à progressão de alterações cerebrais (ABDO QAID et al., 2021; OU et al., 2018; RÉUS; 

QUEVEDO; RODRIGUES, 2015; SONG et al., 2018; XIONG et al., 2021).  

Neste contexto, vale citar que os eventos primordiais que desencadeiam os processos 

patológicos de doenças neurodegenerativas acontecem principalmente no córtex e hipocampo 

(FREITAS; PY, 2016; REITZ; MAYEUX, 2014). O processamento e assimilação de 

informações espaciais e temporais captadas do ambiente são funções atribuídas ao hipocampo 

(HOWARD; EICHENBAUM, 2015; PALOMBO; KEANE; VERFAELLIE, 2016). De 

particular importância, já foi descrito que os camundongos LDLr-/- apresentam diminuição do 

número de células proliferativas e de botões pré-sinápticos no hipocampo, o que parece 

contribuir com o comprometimento cognitivo observado neste modelo de HF (ENGEL et al., 

2019; ETTCHETO et al., 2015; MULDER et al., 2004, 2007). Neste sentido, empregamos os 

testes de reconhecimento e realocação de objetos para avaliar as memórias dependentes de 

hipocampo. O tratamento com metformina foi capaz de melhorar o dano de aprendizado e 

memória espacial exibido pelos camundongos LDLr-/-. Os animais hipercolesterolêmicos 
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tratados com a metformina passaram mais tempo explorando os objetos novos ou realocados 

do que aqueles que receberam salina. É importante mencionar que no teste de realocação de 

objetos, apesar de existir diferença entre os grupos LDLr-/-, o tratamento com metformina não 

reverteu completamente o dano de memória, visto que não houve diferença estatística 

significativa entre o índice de localização e o valor hipotético de 50% (nível de chance).  

Além do mais, o tratamento com metformina teve um efeito ambíguo sobre a memória 

de curto prazo; nos animais hipercolesterolêmicos foi capaz de atenuar o dano cognitivo 

induzido pelo modelo, mas nos animais selvagens funcionou em detrimento da memória. Estes 

dados corroboram com trabalhos que apontam que o tratamento com metformina parece 

melhorar o prejuízo de memória espacial e de curto prazo em modelos de DA, obesidade e 

diabetes (ALLARD et al., 2016; CHEN et al., 2016a; FARR et al., 2019; PINTANA et al., 

2012). Já em camundongos saudáveis, a administração de metformina causou danos ou não 

melhorou o desempenho cognitivo em testes para avaliação da memória (LI et al., 2019; 

THANGTHAENG et al., 2017). Assim, aperfeiçoamentos do esquema de tratamento podem 

ser sugeridos, como alteração da dose de medicamento, do método de aplicação ou do tempo 

de exposição. No geral, estudos dos efeitos da metformina em modelos animais não apresentam 

concordância com relação à esses critérios (ROTERMUND; MACHETANZ; FITZGERALD, 

2018). 

De modo semelhante a estes achados experimentais, nos ensaios clínicos a 

administração prolongada de metformina se mostrou benéfica principalmente para os pacientes 

diabéticos (YING et al., 2014). Em um trabalho com uma coorte de 25.393 pacientes diabéticos, 

Hsu et al. (2011) observaram que o tratamento crônico com metformina reduziu o risco de 

desenvolvimento de demência. Em concordância, Ng et al. (2014) relataram que o tratamento 

prolongado com metformina relacionou-se com diminuição do risco de declínio cognitivo em 

uma população diabética. No geral, estudos epidemiológicos apontam que a ativação de AMPK 

se relaciona com respostas celulares que amenizam ou adiam a patogênese de doenças 

neurodegenerativas (eg., DA), como regulação da fosforilação da proteína tau, da 

amiloidogênese, da autofagia e da inflamação mediada pelo fator nuclear kappa B (NF-κB, do 

inglês nuclear fator kappa B) (SALMINEN et al., 2011). 

Outro prejuízo comportamental frequentemente descrito em modelos animais de 

hipercolesterolemia é o fenótipo depressivo. Alterações condizentes com um comportamento 

do tipo depressivo em testes como o nado forçado e suspensão pela cauda foram reportadas em 

estudos com camundongos hipercolesterolêmicos induzidos por dieta (RODRIGUES et al., 
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2021; STREKALOVA et al., 2015). Os mesmos resultados foram observados no estudo de 

Engel et al. (2016), onde animais LDLr-/- exibiram um fenótipo depressivo nos testes de 

suspensão pela cauda, preferência por sacarose e borrifagem de sacarose.  No presente estudo 

se observou aumento significativo do tempo de imobilidade no teste de suspensão pela cauda 

no grupo LDLr-/- administrado com salina em comparação ao grupo WT + Salina. O tratamento 

com metformina mostrou uma tendência de redução do tempo de imobilidade nos animais 

LDLr-/-, indicando uma melhora do fenótipo tipo depressivo. Nesse sentido, o tratamento de 

animais geneticamente modificados para superexpressão de mTOR no giro denteado com 

rapamicina, inibidor específico de mTOR, melhorou o tempo de imobilidade no teste do nado 

forçado (ZHOU et al., 2013). De maneira semelhante, o tratamento com rapamicina apresentou 

potenciais efeitos anti-depressivos em animais saudáveis, evidenciados por diminuição do 

tempo de imobilidade nos testes de nado forçado e suspensão pela cauda (CLEARY et al., 

2008). O emprego do tratamento com metformina em animais submetidos à protocolos de 

estresse se mostrou capaz de melhorar comportamentos depressivos em testes comportamentais 

(DU; BU, 2020; WANG et al., 2019). Além disso, em modelos murinos de alterações 

metabólicas, como  resistência à insulina ou distúrbios no metabolismo do colesterol, a 

administração de metformina também promoveu efeitos antidepressivos nos animais (LIN et 

al., 2022; ZEMDEGS et al., 2019). Em adição, em um estudo clínico com pacientes diabéticos 

com depressão, o tratamento com metformina reduziu sintomas de depressão (GUO et al., 

2014). 

Foi investigado também o efeito da metformina sobre a atividade exploratória e 

locomotora. Uma característica importante dos camundongos LDLr-/- é a hiperlocomoção. O 

aumento da atividade locomotora e exploratória no teste de campo aberto já foi descrita em 

estudos prévios com camundongos LDLr-/- (DE OLIVEIRA et al., 2020; ELDER et al., 2008; 

MOREIRA et al., 2012). Nossos resultados indicam um comportamento de hiperlocomoção 

dos camundongos LDLr-/- independente do tratamento administrado em comparação com os 

animais WT. Em conformidade com nossos achados, o tratamento de modelos de obesidade e 

diabetes, bem como de animais saudáveis, com metformina não exerceu quaisquer alterações 

sobre esses mesmos fatores (CHEN et al., 2016a; LENNOX et al., 2014; LI et al., 2019; 

PINTANA et al., 2012). 

A metformina demonstra um importante potencial terapêutico em vista de suas 

propriedades, que implicam em uma série de efeitos positivos além daqueles relacionados ao 

controle glicêmico. Trabalhos com humanos mostraram que a metformina reduz o risco de 
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doenças cardiovasculares em pacientes diabéticos por provocar diminuição dos níveis de LDL 

circulante e a espessura de placas de ateroma (PETRIE et al., 2017; WANG et al., 2017). 

Existem ainda dois grandes testes clínicos em andamento: “Investigation of Metformin in Pre-

Diabetes on Atherosclerotic Cardiovascular OuTcomes” (#NCT02915198), e “Targeting 

Aging with Metformin” (BARZILAI et al., 2016); que têm como objetivo verificar as 

propriedades da metformina em pacientes não-diabéticos, particularmente seus impactos no 

processo de envelhecimento, visto que este fármaco já manifestou efeitos antienvelhecimento 

como a inibição da via de sinalização de NF-κB e a minimização da produção de espécies 

reativas de oxigênio (AMIN; LUX; O’CALLAGHAN, 2019; BATANDIER et al., 2006; 

MOISEEVA et al., 2013).  

Nesse sentido, a neuroinflamação é um evento característico da fisiopatologia de várias 

doenças neurodegenerativas (GUZMAN-MARTINEZ et al., 2019; ROTERMUND; 

MACHETANZ; FITZGERALD, 2018).  No contexto da DA, por exemplo, a neuroinflamação 

se relaciona com declínio cognitivo, uma vez que pesquisas clínicas já encontraram associação 

positiva entre os níveis de citocinas pró-inflamatórias e prejuízo cognitivo em pacientes com 

DA ou idosos com algum grau de declínio cognitivo (HARRIES et al., 2012; SOLFRIZZI et 

al., 2006; WESTIN et al., 2012). Ainda, também foi demonstrado que o tratamento anti-

inflamatório de modelos animais de DA resulta em melhora de parâmetros de memória 

(GARCEZ et al., 2017; GARCEZ et al., 2019). Nesta mesma linha de raciocínio, a 

hipercolesterolemia já foi associada com inflamação sistêmica e cerebral (DE OLIVEIRA et 

al., 2020; SPARKS et al., 2000; STREIT; SPARKS, 1997; THIRUMANGALAKUDI et al., 

2008).  

A reatividade de astrócitos e micróglias, células residentes do SNC, são circunstâncias 

inerentes ao processo de propagação da neuroinflamação (DE OLIVEIRA et al., 2021; 

HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015). Os astrócitos, geralmente envolvidos na 

regulação metabólica, sustentação neuronal e sinaptogênese, podem ser ativados por vias 

inflamatórias mediadas por NF-κB (LIAN et al., 2015; MORALES et al., 2014). No ambiente 

inflamatório, os astrócitos contribuem para a produção de espécies reativas de nitrogênio e de 

mediadores inflamatórios (CHEN et al., 2016b; PHILLIPS et al., 2014). Ademais, ocorre um 

aumento da expressão de GFAP, uma proteína constituinte do citoesqueleto de astrócitos que 

está relacionada com a sua reatividade (HOL; PEKNY, 2015). Neste trabalho, o modelo de 

hipercolesterolemia apresentou astrogliose em duas regiões do hipocampo, mas não no córtex 

pré-frontal, e a administração de metformina foi capaz de reduzir a astrogliose observada no 
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hipocampo. Estes dados condizem com estudos previamente publicados, que demonstraram 

aumento da marcação de GFAP no hipocampo de camundongos hipercolesterolêmicos LDLr-

/- ou induzidos por dieta (CHEN, et al., 2016b; DE OLIVEIRA et al., 2020). Em camundongos 

diabéticos, o tratamento com metformina apresentou efeitos similares de diminuição da 

reatividade astrocitária no hipocampo (OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2021). A 

metformina também se mostrou capaz de reduzir a reatividade de astrócitos do hipocampo de 

modelos animais de Parkinson (MENDONÇA et al., 2022) e de síndrome alcoólica fetal 

(SABZALI et al., 2022). 

Por sua vez, as micróglias tem um papel fundamental na resposta imune inata contra 

danos ao SNC (BACHILLER et al., 2018). Estas células estão envolvidas em múltiplos 

processos, como a neurogênese, manutenção de sinapses e produção de citocinas pró-

inflamatórias, com o intuito de manter a homeostase cerebral (PAOLICELLI; BISHT; 

TREMBLAY, 2014). A reatividade dessas células é funcionalmente diversa e depende do tipo, 

intensidade e contexto do estímulo desencadeador (GUZMAN-MARTINEZ et al., 2019). 

Apesar de a reatividade microglial ter sido descrita em modelos animais de taupatias, obesidade, 

diabetes e hipercolesterolemia (BELLUCCI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2016; SONG et al., 

2018; STREIT; SPARKS, 1997), os nossos resultados não apontaram diferenças entre os 

grupos com relação a densidade de micróglias, avaliada por meio do marcador IBA-1, no córtex 

pré-frontal e hipocampo dos animais. Em correspondência, Xue, Sparks e Streit (2007) 

observaram o aumento da densidade de micróglias no hipocampo, mas não no córtex de coelhos 

hipercolesterolêmicos induzidos por dieta. Já Chen et al. (2018), observou um efeito 

significativo da idade sobre a densidade microglial no hipocampo de camundongos expostos a 

uma dieta hipercolesterolêmica; apenas os animais envelhecidos (16 meses) apresentaram 

aumento da marcação de IBA-1. Em estudos com modelos animais de DA e Parkinson, o 

tratamento com metformina diminuiu a imunorreatividade de IBA-1 no córtex pré-frontal, no 

hipocampo e na substância negra (LU et al., 2016; OU et al., 2018). 

Outro ponto importante é que pesquisas clínicas com indivíduos diabéticos ou obesos 

são em sua maioria consonantes sobre os efeitos do tratamento com metformina sobre o perfil 

lipídico dos pacientes. A intervenção crônica ou aguda parece causar diminuição dos níveis de 

colesterol total e LDL, porém não influencia os níveis de triglicerídeos e de HDL plasmáticos 

(GLUECK et al., 2001; SEIFARTH; SCHEHLER; SCHNEIDER, 2013; WULFFELÉ et al., 

2004; XU et al., 2015). Em estudos com modelos animais de hipercolesterolemia, os resultados 

de tratamentos com o intuito de inibir mTOR são mais divergentes. Jahrling et al. (2018) não 
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observaram alterações no peso corporal e colesterol plasmático de camundongos LDLr-/- 

submetidos ao tratamento com rapamicina para inibição direta de mTOR. O tratamento com 

metformina também não apresentou efeito significativo sobre os níveis de colesterol total, LDL 

e HDL de coelhos hipercolesterolêmicos induzidos por dieta (LUO et al., 2017). Em nosso 

trabalho, a metformina não foi capaz de modular os níveis de colesterol total, e causou aumento 

dos triglicerídeos plasmáticos nos camundongos modelos de HF. Com relação ao peso corporal 

dos animais, os camundongos LDLr-/- que foram administrados com metformina apresentaram 

perda de peso quando comparados com os camundongos WT tratados com metformina.  

Desta forma, o presente estudo demonstrou experimentalmente efeitos benéficos da 

administração de metformina em camundongos LDLr-/-. Nossos achados contribuem com a 

literatura atual acerca dos impactos de terapias emergentes sobre as alterações que relacionam 

a HF com distúrbios cerebrais e cognitivos associados à fisiopatologia de doenças 

neurodegenerativas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Nesta dissertação, observamos que a exposição à metformina nos camundongos LDLr-

/- foi capaz de atenuar, pelo menos em parte, as alterações comportamentais causadas pela HF. 

Os camundongos LDLr-/- tratados com metformina tiveram um melhor desempenho nos testes 

de avaliação de memória e uma diminuição do fenótipo depressivo, mas não apresentaram 

modificação na hiperlocomoção. A melhora comportamental causada pelo tratamento com a 

metformina foi associada a uma diminuição da densidade de astrócitos na região CA3 e giro 

denteado do hipocampo dos camundongos hipercolesterolêmicos. Por fim, a metformina 

reduziu o peso e aumentou os níveis de triglicerídeos, mas não modificou os níveis de 

colesterol, dos animais LDLr-/-. Nossos dados apontam a metformina como potencial agente 

terapêutico para modular as alterações cerebrais induzidas por disfunções do metabolismo do 

colesterol, particularmente aquelas características da HF.  
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8 PERSPECTIVAS 

 

Tendo em vista os resultados obtidos até o momento com esta pesquisa, é possível 

delinear algumas perspectivas futuras para o aperfeiçoamento das evidências levantadas. Logo, 

nós pretendemos realizar o ensaio de permeabilidade à fluoresceína de sódio para avaliação da 

permeabilidade da BHE, determinar por Western blot o padrão de expressão das proteínas 

AMPK e mTOR totais e fosforiladas em amostras cerebrais e também realizar ensaios de 

imunofluorescência utilizando o marcador CD68, para investigação de atividade fagocítica 

microglial. 
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