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RESUMO

A Diabetes Mellitus (DM) é um problema de saude publica, caracterizado por
um estado de hiperglicemia persistente, decorrente de disfungées na secregéo e/ou
na agao da insulina. A DM pode ser classificada em diferentes tipos, sendo o do tipo
2 o mais comum, frequentemente associada a obesidade, uma doenga altamente
relacionada com o aumento de marcadores inflamatérios periféricos. Dietas
hiperlipidicas podem estar associadas a DM2 e obesidade, predispondo o individuo a
uma série de comorbidades, como as relacionadas ao sistema nervoso central (SNC).

Os incretinomiméticos fazem parte das opgbdes de tratamento de DM2 e
obesidade. Além disso, pesquisas recentes demonstraram que alguns
incretinomiméticos, como os agonistas de GLP-1, conseguem também atuar como
neuroprotetores, contribuindo para a melhora na cognigéo e do metabolismo do SNC.
Atirzepatida, um novo incretinomimético, demostrou ser mais potente para tratar DM2
e obesidade em relagado a outros medicamentos dessa classe, como a semaglutida,
entretanto, ainda ndo teve seus efeitos na neuroprote¢cdo investigados. Para o
presente estudo, camundongos fémeas C57BL/6 foram submetidos a dieta
hiperlipidica (DH) por 12 semanas, e ao tratamento com tirzepatida durante as 4
ultimas semanas de dieta. Para avaliagao do modelo de DM2 e obesidade, os animais
foram pesados semanalmente e submetidos ao teste de tolerancia a glicose.

ApoOs o tratamento, foram realizados testes comportamentais para avaliar
parametros relacionados ao SNC como cognicdo e comportamento tipo-depressivo.
Os animais foram eutanasiados e seus hipocampos foram dissecados para avaliacéao
do metabolismo por oximetria de alta resolugdo. De acordo com os resultados, a
tirzepatida conseguiu reverter o ganho de peso, o aumento na glicemia basal e a
tolerancia a glicose que foram induzidos pela DH nos animais. Além disso, a DH
induziu um déficit cognitivo no teste de realocacédo de objetos e comportamento do
tipo-depressivo no splash test, o que nao foi revertido pela tirzepatida. Ainda, houve
comprometimento do metabolismo energético hipocampal induzido pela dieta
hiperlipidica, que nao foi revertido pela tirzepatida. Esses resultados podem néo ter
sido revertidos devido ao alto teor de lipidios na dieta. Ademais, outros testes precisam
ser realizados para avaliagao mais completa dos impactos centrais, assim como deve

ser realizado um estudo em animais machos para avaliacdo da resposta sexo-



dependente. Baseado na literatura, espera-se que que a tirzepatida tenha efeito
neuroprotetor em outros comportamentos e na neuroinflamacgao.

Palavra-chave: Diabetes Mellitus tipo 2, obesidade, incretinomiméticos,
tirzepatida, neuroprotecao



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a public health concern characterized by a persistent
hyperglycemic state resulting from dysfunctions in insulin secretion and/or action. DM
can be classified into different types, with type 2 diabetes (T2DM) being the most
prevalent. T2DM is frequently associated with obesity, a condition strongly linked to
increased peripheral inflammatory markers. High-fat diets (HFD) are known to
contribute to the development of T2DM and obesity, predisposing individuals to various
comorbidities, including those affecting the central nervous system (CNS). Incretin
mimetics are among the therapeutic options for T2DM and obesity. Furthermore, recent
studies have shown that certain incretin-based drugs, such as GLP-1 receptor
agonists, may also exert neuroprotective effects, contributing to improvements in
cognition and CNS metabolism.

Tirzepatide, a novel dual GIP/GLP-1 receptor agonist, has shown superior
efficacy in treating T2DM and obesity when compared to other drugs in this class, such
as semaglutide. However, its potential neuroprotective effects remain largely
unexplored. In the present study, female C57BL/6 mice were subjected to a high-fat
diet (HFD) for 12 weeks and received tirzepatide treatment during the final 4 weeks of
the diet. To assess the T2DM and obesity model, animals were weighed weekly and
underwent an oral glucose tolerance test (OGTT). Following treatment, behavioral
tests were conducted to evaluate CNS-related parameters, including cognition and
depressive-like behavior. After euthanasia, the hippocampus was dissected for high-
resolution respirometry analysis to assess energy metabolism.

According to the results, tirzepatide was able to reverse body weight gain,
fasting hyperglycemia, and impaired glucose tolerance induced by the HFD. However,
HFD-induced cognitive deficits in the object location task and depressive-like behavior
in the splash test were not reversed by tirzepatide. Additionally, HFD impaired
hippocampal energy metabolism, which was also not restored by tirzepatide treatment.
These effects may not have been reversed due to the high lipid content of the diet.
Further studies are necessary to provide a more comprehensive evaluation of CNS
outcomes, including male mice, to assess sex-dependent responses. Based on the
literature, tirzepatide is expected to exert neuroprotective effects in other behavioral

domains and in the context of neuroinflammation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Diabetes tipo 2, obesidade e dietas hiperlipidicas

A diabetes mellitus (DM) representa um grupo de doengas metabdlicas
caracterizado por um estado de hiperglicemia persistente resultante da incapacidade
do corpo de usar ou armazenar a glicose para obtengao de energia. A DM tipo 2 é
caracterizada pela incapacidade do pancreas em produzir insulina em quantidade
suficiente ou do corpo em utiliza-la de maneira eficaz (American Diabetes Association,
2025). Ela corresponde a cerca de 96% dos casos de diabetes (Ong et al., 2023) e
acomete aproximadamente 8,5% da populagdo adulta no mundo (WHO, 2022). No
Brasil, o numero de casos diagnosticados de DM2 em 2024 foi de 16.621, com
previsdo de um aumento para aproximadamente 24.026 casos em 2050, de acordo
com estudos epidemiolégicos da Federagao Internacional de Diabetes (IFD, 2025).
Dentre suas principais complicacbes, pode-se destacar amputacdo de membros
inferiores, cegueira, faléncia renal, infarto do miocardio e acidente vascular encefalico
(Barnes et al., 2020; Demir et al., 2021).

A obesidade € um dos problemas de saude publica mais significativos, com uma
alta prevaléncia mundial. Na regidao das Américas, a prevaléncia estimada da doenga
foi de 33,8% em 2022, e no Brasil, 28,1% no mesmo ano (PAHO, 2025). Estima-se
que até 2050 o numero total de adultos atingidos pela doenca chegue a 3,80 bilhdes
no mundo todo (Kerr et al., 2025). Essa patologia é definida pelo excesso ou acumulo
anormal de gordura no tecido adiposo branco, tendo como uma de suas caracteristicas
o aumento de marcadores inflamatorios periféricos (Kopelman, 2000; Olszanecka-
Glinianowicz et al., 2004; Roytblat et al., 2000; Visser et al., 1999). Os macréfagos e
linfécitos presentes no tecido adiposo contribuem para o aumento dos niveis
circulantes de citocinas pré-inflamatérias, tais como interleucina (IL)-1pB, IL-6 e fator de
necrose tumoral a (TNFa). O aumento da proteina C reativa (PCR) & outro marcador
inflamatério observado na doenga (Ouchi et al., 2011).

Em pacientes com obesidade, s&o observados outros disturbios metabdlicos
relacionados com resisténcia a insulina e hiperglicemia, condi¢des tipicas de DM2,
que, quando nao tratadas, podem prejudicar o funcionamento equilibrado de outros
orgaos periféricos, como o figado e o coragédo (De Silva et al., 2019; Garber, 2012;

Maggio; Pi-Sunyer, 2003; Rohm et al., 2022; Scherer; Hill, 2016).
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O figado desempenha um papel central no metabolismo da glicose e no controle
dos niveis lipidicos, e pode ser impactado diretamente nos casos de DM2 e obesidade,
visto que um aumento na resisténcia a acao da insulina pode resultar no aumento da
liberacdo de acidos graxos livres (AGIs) para a circulagdo, e consequentemente, em
uma sintese excessiva de triglicerideos pelo figado. Isso prejudica suas fungdes
fisioldgicas, resultando em uma sobrecarga hepatica, podendo evoluir para condigdes
patologicas como dislipidemia, doenga hepatica gordurosa associada a disfungao
metabdlica, e cirrose hepatica (Figura 1) (Samuel; Shulman, 2016; Santoleri;
Titchenell, 2019).

Doencas cardiovasculares fazem parte das principais comorbidades e casos de
mortalidade relacionados com as 2 doengas (Scherer; Hill, 2016). O excesso de
glicose, hipertrigliceridemia, elevacao dos niveis de lipoproteina de baixa densidade
(LDL, do inglés low density lipoprotein) em conjunto com uma inflamagéao sistémica
persistente, podem prejudicar a fungéo endotelial, promover a formagao de placas de
gordura nas paredes das artérias (aterosclerose), alterar o ténus vascular, e contribuir
para a ocorréncia de cardiopatias (Nauck et al., 2021; Scherer; Hill, 2016).

Outras alteracdes periféricas podem incluir problemas renais. O rim, diante das
diversas disfungdes metabdlicas como a glicotoxicidade e estado inflamatério crénico,
pode sofrer danos que resultam no espessamaneto da membrana basal glomerular,
hiperfiltracdo glomerular, microalbuminuria, proteinuria, e consequentemente,
nefropatia diabética e doenga renal cronica (Fenta et al., 2023; Prasad et al., 2022;
Thomas; Cooper; Zimmet, 2015; Zeni et al., 2017).

Como a DM2 e obesidade abrangem um cenario multifatorial, € muito relevante
considerar as influéncias ambientais, comportamentais e genéticas que resultam no
aumento da incidéncia, progressao e prevaléncia das 2 doencgas. Existem diferencas
epidemioldgicas na forma que essas doengas atingem os individuos de acordo com o
sexo biolégico. Normalmente mulheres apresentam maior prevaléncia de obesidade, e
apresentam uma maior sensibilidade a insulina, com uma tendéncia maior de acumular
gordura subcutanea, enquanto homens tendem a ser mais frequentemente
diagnosticados com DM2 de forma mais precoce, entretanto, apdés a menopausa, o
risco metabdlico em mulheres € aumentado e possuem uma maior tendéncia de
comorbidades associadas (De Mutsert et al., 2018; Delaney; Santosa, 2022; Kautzky-
Willer; Harreiter; Pacini, 2016)

Um dos principais fatores de risco para essas patologias € o consumo elevado
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de dietas hiperlipidicas (DHs), logo, o comportamento alimentar, tem grande impacto
nos desfechos metabdlicos das mesmas (Hargrave et al., 2016; Jokinen, 2015; WHO,
2022).

Além dos impactos metabdlicos sistémicos, a obesidade e a DM2 podem afetar
o sistema nervoso central (SNC). Isso pode levar a alteragdes estruturais e funcionais
no enceéfalo, promover neuroinflamagéo, declinio cognitivo, e o desenvolvimento de
doencgas neurodegenerativas (Mazon et al., 2017; Russo et al., 2021; Szmygin et al.,
2023).

Obesidade DMZ
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Figura 1. Comorbidades centrais e periféricas associadas a DM2 e a
obesidade. A DM2 e a obesidade s&o doengas metabdlicas que a longo prazo podem
resultar em diversas comorbidades. O depdsito excessivo de gordura nos tecidos e o
aumento da circulagdo de marcadores inflamatérios da obesidade, em conjunto com
a hiperglicemia persistente da DM2, podem resultar em impactos periféricos, como:
hipertensao, aterosclerose, resisténcia a insulina, doencas renais e hepaticas. Ambas
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as doencas também podem impactar o SNC, aumentando o risco para o
desenvolvimento de neuroinflamacado, declinio cognitivo e alteragbes estruturais.
Fonte: do autor. Criado com BioRender.

1.2 ALTERAGOES COGNITIVAS NA DM2 E NA OBESIDADE

Memodria é definida como a capacidade de recuperar e armazenar informacoes
obtidas, processo que envolve uma série de mecanismos neurobiol6gicos e cognitivos
(Kandel; Dudai; Mayford, 2014; Ortega-De San Luis; Ryan, 2022; Zlotnik; Vansintjan,
2019). Pode ser classificada em varios tipos e subtipos, como a memoria de curto
prazo, relacionada com o processamento e armazenamento de informagdes por um
curto periodo de tempo, a memoria de trabalho, que diz respeito aos processamentos
cognitivos de linguagem, raciocinio e légica, e a memdéria de longo prazo, que retém
as inormagdes adquiridas por longos periodos de tempo(Camina; Guell, 2017; Cowan,
2017; Kandel; Dudai; Mayford, 2014).

Disturbios na memoria e cogni¢cdo sdo multifatoriais e correlacionados com
doencgas neurodegenerativas, avangos na idade e transtornos psiquiatricos. Esses
disturbios podem ser também observados em doengas metabolicas, como na DM2 e
obesidade (Guo; Ragland; Carter, 2019; Peng et al., 2020).

No estudo de Mallorqui-Bagué et al., 2018, pacientes idosos com DM2
apresentaram desempenho inferior em testes relacionados com memoaria de trabalho,
flexibilidade cognitiva e atengdo, além de um aumento de sintomas depressivos,
quando comparados com pacientes sem a doenga. Outros estudos observaram
associacgdes entre DM2, obesidade, e a ocorréncia de comportamentos depressivos,
associados com declinios cognitivos (Randvali; Toomsoo; Steinmiller, 2024;
Whitelock et al., 2021).

Para além dos impactos sistémicos, inumeros estudos verificaram disfungdes
no SNC associadas a memoria e ao comportamento do tipo depressivo com o
elevado consumo de DH (Al-Onaizi et al., 2023; Vinuesa et al., 2016; Zborowski et al.,
2021). Ademais, ja € bem estabelecido, um aumento da inflamacgao sistémica em
modelos de DM2 e obesidade com o uso de DH, que pode ocasionar também
neuroinflamacao (Cook et al., 2000; Esser et al., 2014; Marcos et al., 2023; Rohm et
al., 2022).

A principio, processos inflamatdrios sistémicos ndo deveriam alcangar o
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encéfalo, uma vez que a barreira hematoencefalica (BHE) restringe a passagem de
células do sistema imune periférico para o sistema nervoso central (SNC)
(Engelhardt; Coisne, 2011; Greenwood et al., 2011; Shrestha et al., 2013). Entretanto,
estudos recentes tém descrito alteragdes importantes na BHE devido a processos
inflamatorios sistémicos, o que resulta em aspectos inflamatoérios, como ativagao
microglial, astrogliose, invasao e maior produ¢cao de mediadores proé-inflamatoérios
no SNC (Figura 2) (Takeda; Sato; Morishita, 2014). Diversos estudos indicam uma
associacao entre obesidade, inflamacao e alteracdes no SNC. Alteracdes funcionais
e estruturais vém sendo descritas, dentre elas, inflamacgéao hipotalamica (De Souza
et al., 2005), reducao no fluxo sanguineo cerebral (Willeumier et al., 2011) e atrofia

no hipocampo (Fotuhi et al., 2012).
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Figura 2. Impactos da neuroinflamag¢ao na BHE. A BHE funciona como uma
barreira fisioléogica que protege e controla a passagem de as substancias entre a
periferia do organismo e o SNC. Com a ocorréncia da neuroinflamacéao, a BHE passa
por alteragdes que podem prejudicar o controle desse fluxo de substéncias. De acordo
com a progressao dessa inflamacéao, podem ocorrer alteracdes celulares, permitindo
que células do imunolégico periférico consigam penetrar na SNC de forma
descontrolada, ou, ainda, alteragdes estruturais. Fonte: adaptado de Galea, 2021.
Criado com BioRender.

Paralelamente, estudos demonstraram que as DHs induzem déficits na
memoria espacial e contextual em camundongos (Kosari et al., 2012; Valladolid-
Acebes et al., 2011). Mdultiplos autores sugerem que estas alteragdes cognitivas
seriam, muito provavelmente, decorrentes dos efeitos da dieta sobre a plasticidade
sinaptica hipocampal (Molteni et al., 2002; Wu et al., 2004). Estudos recentes,

demonstram que camundongos submetidos a DH apresentam uma redugéo na
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neurogénese hipocampal adulta, associada a neuroinflamagdo e prejuizos
cognitivos (Murata et al., 2017; Park et al.,, 2010; Vinuesa et al., 2016), com
desempenho deficiente em avaliagbes cognitivas de memdéria espacial, devido a
mudancgas na estrutura das células nervosas do hipocampo. Nesse caso, observa-
se a ativacao das células astrociticas e redugcdo de marcadores relacionados a
plasticidade sinaptica envolvendo as regides do hipotalamo, cerebelo e cortex
cerebral (Trevino et al., 2015; Trevino et al., 2017).

Além dos efeitos sistémicos e centrais, o alto consumo de DH pode estar
associado também com disturbios mitocondriais em diversos tecidos que estao
envolvidos na progressao da DM2 e obesidade, como o pancreas, figado, cérebro
e o tecido adiposo, levando ao aumento na produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), diminuindo a biogénese mitocondrial, e prejudicando o
metabolismo energético (Chen et al., 2018; Cioffi et al., 2022; Defronzo, 2009; Xia
et al., 2024)

Em suma, o consumo de elevado de DH pode estar intimimamente ligado com a
fisiopatologia do DM2 e obesidade, e seus prejuizos perturbam a homestase dos tecidos

periféricos e do SNC, além de ocasionar disfungdes mitocondriais.

1.3 Metabolismo energético cerebral na DM2 e obesidade

O metabolismo energético cerebralé essencial para a homeostase no SNC,
contribuindo para a neurotransmissdo, a manutencao da plasticidade sinaptica, a
producgao de energia, e mecanismos neuroprotetores (Magistretti; Allaman, 2015; Roh;
Song; Kim, 2016; Vogt; Brining, 2013).

O SNC possui uma alta demanda energética, e utiliza a glicose como principal
fonte de energia (Bordone et al., 2019; Roh; Song; Kim, 2016). No final da década de
1970, acreditava-se que o SNC nao era um tecido dependente de respostas a
insulina, entretanto, atualmente, ja4 se sabe que os receptores de insulina (IR, do
inglés insulin receptor), estdo amplamente distribuidos pelo SNC, em diversas
estruturas como no bulbo olfatério, cortex cerebral, hipocampo e hipotalamo,
sugerindo que a insulina influencia diretamente na bioenergética mitocondrial
(Blazquez et al., 2014)

A insulina realiza sua agao através da ligacado a subunidade a do IR, que ativa

a tirosina quinase da subunidade (3 do receptor, resultando na autofosforilagdo do
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receptor em residuos de tirosina e fosforilacdo de proteinas substrato do receptor de
insulina (IRS) (Scherer; Sakamoto; Buettner, 2021). Quando fosforiladas, as proteinas
IRS promovem a ligagéo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que converte lipideo o
fosfatidilinositol (3,4)-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Esse
processo atrai e ativa a quinase 1 dependente de fosfoinositideo (PDK1), enzima que
promove a fosforilagdo da proteina quinase B (Akt) (Scherer; Sakamoto; Buettner,
2021; Yang et al., 2022).

A via PI3K — AKT (Figura 3) atua em mecanismos essenciais de sobrevivéncia
neuronal, plasticidade, memoria, regula processos do metabolismo cerebral, participa
de respostas ao estresse oxidativo, ou seja, exerce diversas fungdes neuroprotetoras
(Savova et al., 2023; Yang et al.,, 2022). Disfungdes nessa via sao relatadas na
patogénese de doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, assim
como, na DM2 e obesidade (Huang et al., 2018; Kumar; Bansal, 2022; Long et al.,
2021; Yin et al., 2017).
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Figura 3. Via de sinalizagao PI3K-AKT. A sinalizagdo da via PI3K-Akt &
desencadeada a partir da ligagao da insulina com o receptor especifico de insulina,
que autofosforila residuos de tirosina do proprio receptor, e fosforila proteinas de
IRS1 (1). As IRS fosforiladas realizam a ativagao da PI3K (2), que converte o PIP2
em PIP3 (3). Essa converséo atrai e faz a ativagdo da PDK1 (4), enzima responsavel
pela fosforilacido da AKT. Fonte: Adaptado de Scherer; Sakamoto; Buettner, 2021.

Diante do exposto, os prejuizos presentes na patologia do DM2 e obesidade,
como por exemplo, a resisténcia a insulina e hiperglicemia, podem impactar
negativamente o SNC, causando declinio cognitivo, neuroinflamacéo e prejuizo do
metabolismo energético cerebral (Arnold et al., 2018; Blazquez et al., 2014; Nelson et

al., 2008). Criado com BioRender.
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Um outro parametro fisiolégico de extrema importancia no contexto de
bioenergética cerebral, diz respeito a cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Figura
4). Presente nas membranas internas das mitocéndrias, a CTE € um complexo sistema
de enzimatico responsavel pela produgdo de adenosina trifosfato (ATP) através da
fosforilagdo oxidativa (Zhao et al., 2019). Durante o ciclo de Krebs, sao formadas
moléculas de NADH e FADH2, que sofrem oxidagao na fase final do ciclo, e os elétrons
provenientes dessas 2 moléculas sido transportados para a CTE através dos
complexos L,111II, e IV, criando um gradiente de protons entre a matriz mitocondrial € o
espacgo intermembrana, que sera utilizado pela ATP sintase, para produgédo de ATP
(Figura 4) (Nolfi-Donegan; Braganza; Shiva, 2020). Durante esse processo, também
sdo formadas ROS, que em excesso, podem causar estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, inflamacgao cronica, e danos celulares (Jezek; Cooper; Strich, 2018;
Venditti; Di Meo, 2020).
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Figura 4. Representacao esquematica da cadeia transportadora de elétrons. Os
elétrons do NADH percorrem pelo Complexo |, e do FADH:2 pelo Complexo Il, sendo
transportados para o Complexo Ill por meio da Coenzima Q (CoQ). A transferéncia
dos elétrons do Complexo Il para o IV é feito pelo citocromo C (Cit C). No Complexo
IV ocorre a redugao de O2 para formacao de H20. Durante o percurso de elétrons
ocorre 0 bombeamento de proétons, da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranar pelos Complexos |, lll, e IV, o que gera um gradiente prétons que é
utilizado para que a ATP sintase converta o ADP em ATP. Fonte: Adaptado de
Putman; Contreras; Mottillo, 2023. Criado com BioRender.

No contexto de DM2 e obesidade, evidéncias crescentes investigam as
possiveis disfungdes mitocondriais que prejudicam o metabolismo energético cerebral.
Esses disturbios podem resultar na diminuicao da atividade enzimas da CTE, reducéo
nos niveis de expressao de genes mitocondriais reguladores da fosforilagao oxidativa,
além do aumento da producdo de ROS (Duarte; Moreira; Oliveira, 2012; Grillo et al.,
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2009; Ritov et al., 2005). Ademais, isso pode comprometer processos neuroprotetores,
reduzir a plasticidade sinaptica, induzir o declinio cognitivo, e favorecer a ocorréncia
de doengas neurodegenerativas (Arnold et al., 2018; Peng et al., 2020; Yang et al.,
2022).

1.4 ANTIDIABETICOS

O tratamento da DM2 envolve tanto o uso de medicamentos antidiabéticos
quanto a mudanga do estilo de vida. Fazem parte do tratamento farmacolégico
(Tabela 1) da DM2 a as sulfonilureias e as glinidas, que estimulam a secreg¢ao de
insulina, as biguanidas, que reduzem a producdo de glicose hepatica, as
tiazolidinedionas, que aumentam a sensibiliade a insulina, e a insulina para reposigao
direta (Dahlén et al., 2022; Lyra et al., 2024). Também sdo medicamentos
antidiabéticos os inibidores da a-glicosidase, que atuam retardando a absor¢éo dos
carboidratos pelo intestino, diminuindo os niveis de glicose, e os inibidores do
cotransportador de sédio e glicose do tipo 2 (SGLT2), que estimulam a excrecgao de
glicose pela urina (Dahlén et al., 2022; Lyra et al., 2024; Tahrani et al., 2011).

Por ultimo, existem os farmacos que atuam nos mecanismos relacionados
com as incretinas, como os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), que
melhoram a acgdo do peptideo semelhante ao glucagon tipo 1 (GLP-1), e os
agonistas de GLP-1 e/ ou polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP),
que diminuem a hiperglicemia, reduzem o peso, e controlam o apetite (Krentz; Patel;
Bailey, 2012; Shi et al., 2023; Tahrani; Barnett; Bailey, 2016).

Tabela 1. Classes farmacolégicas para o tratamento de DM2 no Brasil.

Classe Exemplos de farmacos Mecanismo de agao

Biguanidas Metformina Ativa a AMPK, melhorando o
metabolismo energético,
consequentemente, diminui a
producéo hepatica de glicose e
aumenta a sensibilidade a
insulina.
Sulfonilureias Glibenclamida, Gliclazida Estimula a secrecao de insulina

pelas células B pancreaticas

Glinidas Repaglinida Estimula a secrecao de insulina
pelas células B pancreaticas
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Tiazolidinedionas Pioglitazona Ativa o receptor PPAR-y,
aumenta a sensibilidade a
insulina nos tecidos adiposo,
muscular e hepatico.

Inibidores da alfa-glicosidase Acarbose Inibe enzimas intestinais que
degradam carboidratos,
retardando a absorcao de
glicose e reduzindo glicemia
pos-prandial.

Inibidores da DPP-4 Vitagliptina, Vildagliptina Inibe a enzima DPP-4,
prolongando a agao das
incretinas (GLP-1 e GIP)

Agonistas do receptor de GLP-1 Liraglutida, Semaglutida Mimetiza o GLP-1 enddgeno,

aumenta a secregao de insulina,

retarda o esvaziamento gastrico
e aumenta a saciedade.

Inibidores do SGLT2 Dapagliflozina, Empagliflozina Inibe a agéo do transportador
de SGLT2, reduz a reabsorgao
de glicose renal, aumenta a
excregdo urinaria de glicose

Agonistas duplos de GIP/GLP-1 Tirzepatida Agonista dos receptores de GIP
e GLP-1; estimula secregao de
insulina, reduz peso corporal,
melhora perfil lipidico e possui
baixa incidéncia de
hipoglicemia, sendo
considerada segura para
individuos nao diabéticos.

Fonte: Adaptado de Lyra et al., 2024.

1.4.1 INCRETINOMIMETICOS COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA
PARA DISTURBIOS DO SNC

As incretinas sao hormdonios intestinais liberados em resposta a ingestao de
alimentos, e participam de diversas fungdes fisioldgicas. O GIP é produzido pelas
celulas k intestinais, e o GLP-1 pelas células L intestinais. Ambos participam da
homeostase da glicose, secrecao de insulina e controle do apetite (Baggio; Drucker,
2007; Nauck et al.,, 2021; Seino; Fukushima; Yabe, 2010). O GIP e o GLP-1
possuem receptores que sdo amplamente distribuidos por todo o organismo, como
no cérebro, tecido adiposo e rins (Hansotia et al., 2007; Samms; Coghlan; Sloop,
2020).

As incretinas exercem seus efeitos insulinotropicos através de receptores
especificos presentes nos pancreas, o GIPR e GLP-1R (Figura 5). Apés a ligagao
com seus receptores, ocorre a ativagao da adenilato ciclase, que aumenta os niveis
de AMPc (El et al., 2021; Hammoud; Drucker, 2022; Liu, 2024). Esse aumento

resulta na ativagao da proteina quinase A (PKA) e da proteina de troca ativada por
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AMPc (EPAC2). PKA e EPAC2 estimulam o fechamento dos canais de potassio
sensiveis a ATP (KATP) facilitando a despolaraizagdo da membrana, que resulta na
abertura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (VDCC), promovendo o
aumento de Ca?* intracelular, o que resulta na fusdo de granulos que contém
insulina com a membrana plasmatica, o que libera a insulina para a circulagao
(Seino; Fukushima; Yabe, 2010).
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Figura 5. Mecanismo de agao de GLP-1 e GIP. Apods a ligagcédo do GIP e GLP-
1 aos seus receptores especificos ocorre a ativacdo da adenilato ciclase, que estimula
a elevacado de cAMP, e ativa a PKA e EPAC2. Quando ativada, a PKA promove o
fechamento do canal de KATP e Kv. Assim, ocorre a despolarizacdo da membrana,
que abre o canal VDCC, e aumenta os niveis de Ca?* dos estoques intracelulares por
mecanismos dependentes de PKA e EPAC2. O aumento de Ca?* desencadeia a fusdo
de granulos de insulina com a membrana plasmatica e a secre¢cdo do horménio pelas
células beta, assim como promove a transcrigdo do gene da pro-insulina. Fonte:
Adaptado de Al Musaimi, 2024. Criado com BioRender.

Os agonistas do receptor de GLP-1 tém demonstrado potencial para tratar
disfungdes cognitivas em alguns estudos, por causa de suas propriedades
neuroprotetoras, como a promog¢ao da neurogénese no hipocampo (Hunter and
Holscher, 2012; Wicinski et al., 2019; Kopp et al., 2022; Zhao et al., 2021). Esses
medicamentos também tém a capacidade de reduzir a inflamagdo e melhorar a
funcdo das sinapses, 0 que pode ter efeitos positivos na cognigao (Du et al., 2022).
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Estudos pré-clinicos indicam que os agonistas do receptor de GLP-1 (Salcedo et
al., 2012), como a liraglutida, podem estimular a neurogénese no hipocampo, uma
regido cerebral importante para a memoria espacial. Além disso, outros
medicamentos dessa classe, como dulaglutida e a semaglutida, podem promover
a formacdo e a estabilizacdo de sinapses, melhorando assim a plasticidade
sinaptica, facilitando a transmissao eficiente de informagdes e melhorando a
capacidade de aprendizado e memoria (Yang et al., 2019; Zhao et al., 2021; Zhou et al.,
2019).

A tirzepatida (TZP), um novo incretinomimético, que além de ser agonista de
GLP-1 , também atua nos receptores do GIP, tem demonstrado potencial superior
ao de outros medicamentos dessa classe, como a semaglutida, para o tratamento
de DM2 e obesidade (Frias et al., 2021; Vadher et al., 2022). Por conta de seu
agonismo duplo, a TZP promove a perda de peso, a diminuigdo de gordura corporal,
melhora o controle da glicemia, consegue atuar reduzindo apetite, a ingestao
calorica, melhora o perfil lipidico e diminui a resisténcia a insulina, efeitos
observados em estudos com camundongos e seres humanos (Karagiannis et al.,
2022; Ludvik et al., 2021; Syed, 2022; Willard et al., 2020).

Em modelos experimentais, a TZP demonstrou possuir propriedades
neuroprotetoras, participando na ativacao da via AKt, e de proteinas importantes para
neuroplasticidade e fungéo cerebral, como a proteina de ligagdo ao elemento de
resposta ao AMPc (CREB) e o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
(Fontanella et al., 2024). Em estudos com camundongos submetidos a DH, foi
possivel observar uma melhora significativa no aprendizado espacial e na memoria,
e uma diminuicdo de marcadores de estresse oxidativo. Ainda, em linhagem celular
de neuroblastoma, foi observado um aumento de marcadores de crescimento
neuronal (Delvadia et al., 2025; Guo et al., 2023; Ma et al., 2024).

Apesar disso, ainda sdo poucos os estudos que investigaram os possiveis
efeitos neuroprotetores da TZP. Entender os efeitos dos novos incretinomiméticos na
cogni¢ao e no metabolismo no SNC é de fundamental importancia para determinar
se eles proporcionam neuroprotegdo e qual o impacto exercem na cogni¢ao.
Hipotetiza-se que esses medicamentos possuem potencial neuroprotetor, atuando
na prevengao de déficits cognitivos, regulando a homeostasia energética central, e

atenuando a neuroinflamacéo.
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Figura 6. Efeitos da tirzepatida no organismo. A TZP exerce uma série de
funcdes benéficas para o tratamento de DM2. Por ser um agonista duplo, esse
medicamento consegue atuar em mecanismos que resultam na diminuigao do apetite,
da quantidade de alimentos ingeridos, e do acumulo de gordura. Além disso, promove
a perda de peso, a secrecao de insulina e a lipolise. Fonte: Adaptado de Moura;
Scirica; Ruff, 2022. Criado com BioRender.

Nesse contexto, existe uma lacuna importante de conhecimento: ainda sao
poucos os estudos que exploraram os efeitos da tirzepatida no SNC, principalmente
sobre a cognicédo e bioenergética mitocondrial no hipocampo. Além disso, animais
fémeas ainda sao pouco utilizados em modelos experimentais de diabetes e
obesidade, apesar das evidéncias crescentes sobre a influéncia do dimorfismo
sexual em disturbios metabdlicos. Logo, o presente estudo se diferencia ao investigar
os efeitos neuroprotetores da TZP especificamente em camundongos fémeas.

Como o potencial neuroprotetor desse medicamento ainda nao foi totalmente
elucidado, existe uma lacuna significativa no entendimento de seus possiveis
beneficios no SNC, em especial em uma sociedade em que ha aumento da
prevaléncia de deméncia e de outras doengas neurodegenerativas associadas com
DM 2 e obesidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente projeto teve como objetivo geral avaliar o potencial neuroprotetor
da tirzepatida em camundongos fémeas submetidos a modelo de diabetes e
obesidade.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos compreenderam:

e Validar o modelo de DM2 e obesidade através da analise de peso e da
tolerancia a glicose;

e Avaliar a protecao da tirzepatida frente as alteragcbes de memoaria induzidas por
dieta hiperlipidica;

e Avaliar a protecao da tirzepatida frente ao comportamento tipo-depressivo por
dieta hiperlipidica.

e Avaliar a protegdo da tirzepatida frente as alteragdes na bioenergética

mitocondrial hipocampal promovidas em modelo de dieta hiperlipidica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo animal

O presente estudo foi realizado em camundongos fémeas C57BL/6. Os

animais foram adquiridos do biotério de criagdo da UNICAMP e acondicionados no

biotério do Nucleo de Medicina Tropical da UnB, com temperatura controlada 23- 25

°C e ciclo claro/escuro de 12h. Agua e dietas foram fornecidas ad libitum. Todos os

procedimentos realizados nos animais estavam de acordo com a Lei no

11.794/2008 e com os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA) (Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e

Comunicacgodes, 2016), e cumpriram as diretrizes sobre cuidados com animais do

Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/UnB), ao qual o presente projeto foi

submetido e aprovado antes do inicio da execugdo dos experimentos (SEI

23106.067420/2023-98 — ANEXO I).

Camundongos fémeas ({) C57BL/6 com 8 semanas de idade foram submetidos

a alimentagdo com dieta controle (DC; 15% de lipidios) ou hiperlipidica (60% de

lipidios) por 12 semanas (Tabela 2). Camundongos submetidos a uma DH sdo modelos

experimentais para indugdo de DM2 e obesidade, ja que esse tipo de dieta mimetiza o

padrao de dieta alimentar ocidental rica em gordura, e consegue induzir o ganho de

peso, o aumento da gordura corporal, hiperglicemia, resisténcia a insulina, e disturbios

metabdlicos observados em ambas as doencas em humanos (Buettner; Schdlmerich;

Bollheimer, 2007; Hargrave; Jones; Davidson, 2016).

Tabela 2. Composicao da dieta hiperlipidica 60%

Ingrediente Porcentagem (%)
Amido de milho 15,95%
Caseina 20%
Amido dextrinizado 10%
Sacarose 10%
Oleo de soja 4%
Celulose microcristalina 5%

Mix de minerais ain 93 g 3,5%
Mix vitaminas ain 93 1%

L cistina 0,30%
Bitartarato de colina 0,25%
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Butil-hidroxitolueno 0,0010%
Banha 30%

Oito semanas apds a introducdo da DH, os animais passaram pelo
tratamento com tirzepatida (Adipogen) 10 nmol/Kg/dia por via subcutanea,
conforme descrito anteriormente (Samms et al., 2021). Foi realizada a pesagem dos
animais 1 vez por semana. Os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais, com 10 animais cada, definido de acordo com estudos anteriores
(De Bem et al., 2018; Santos et al., 2017) .

(1) @ + DC + veiculo;

(2) @ + DH + veiculo;

(3) @ + DH + tirzepatida 10 nmol/Kg/dia; +

S Tirzepatida Testes comportamentais
be’gta’ aao DC ou DH 10 nmol/ Kg e Realocagdo de objetos
loterlo ou veiculo * Splash test

scu R A QQ e
—_— | ]

5 " & YOI I 1 I 18 e (19

Idade
(semanas)
ik
/’l &
o 2z
/—*“ <

TTG Eutanasia;
Oximetria de alta
resolugdo:

e Hipocampo

Figura 7. Protocolo experimental. Camundongos fémeas C57BL/6 com 8
semanas de idade foram submetidos a uma DH ou DC. Apds 8 semanas do inicio das
dietas, foi feito tratamento com TZP, e, nas semanas subsequentes, realizados o TTG
e testes comportamentais. Posteriormente, foi realizada a eutanasia e coleta de
hipocampo para realizagao da oximetria de alta resolugdo. Fonte: do autor. Criado
com BioRender.
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3.2 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Foi realizado apés um jejum de 6 horas, sem restricao hidrica. Os testes
foram conduzidos apds 14 dias de tratamento farmacoldgico. Amostras de sangue
caudal foram coletadas para determinar a glicose basal (tempo 0 min) e, em
seguida, os animais receberam uma injec¢ao intraperitoneal de glicose (2g/kg), para
o TTG. As amostras de sangue caudal foram coletadas 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a injecao de glicose e analisadas com tiras reativas em um glicosimetro (Accu
Chek, modelo Active, Roche).

3.3 Avaliagoes comportamentais

Todos os aparatos utilizados durante os testes comportamentais foram
higienizados com alcool 70% entre os testes com cada animal, para evitar influéncias
relacionadas com odores ou rastros pelos animais. Os animais permaneceram em
ambiente controlado, sem restricdo de agua ou alimento, exceto durante o TTG, que
seguiu protocolo de jejum de 6 horas. Para ambientagdo, os animais mantidos por
30 minutos na sala de realizagao do teste antes do inicio do mesmo, com ambiente
controlado de luminosidade e ruido reduzido.

O presente estudo seguiu as diretrizes internacionais ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments), para realizacdo dos testes

experimentais.

3.3.1 Teste de realocagao de objeto (TRLO)

O teste foi conduzido 24 horas apds a exposicao inicial a arena como etapa
de habituacédo. Durante a sessao de treino, os animais foram colocados no centro
daa arena contendo dois objetos idénticos posicionados paralelamente, e tiveram 10
minutos para explorar livremente os objetos. Apds essa fase de treino, os
camundongos foram removidos da arena e mantidos em repouso por uma hora e
meia. Apos o intervalo entre o treino e o teste, um dos objetos foi movido para uma
nova posicdo na arena. Em seguida, os camundongos foram reintroduzidos

na arena e tiveram 10 minutos para explorar novamente os objetos. O tempo gasto

31



na exploragao do objeto realocado (R) e do objeto n&o realocado (NR) foi registrado
manualmente. Para avaliar a memoria espacial, foi calculado um indice de
localizagéo (IL) usando a seguinte equagao: IL = TR * 100 / (TR + TNR), onde TR
representa o tempo de exploragado do objeto realocado e TNR representa o tempo
de exploracao do objeto nao realocado. Esse indice de localizagao proporciona uma
medida quantitativa da capacidade dos camundongos em reconhecer e
preferencialmente explorar o objeto que foi movido para uma nova posi¢cado, em
comparagao com o objeto que permaneceu no mesmo local(Vogel-Ciernia; Wood,
2014).

3.3.2 Splash test

Uma solugdo de sacarose a 10% foi borrifada no dorso dos camundongos,
qgue foram colocados individualmente em um aparato transparente para observacao
do comportamento de autolimpeza. A laténcia para inicio e a duragdo da
autolimpeza foram registrados manualmente por 5 minutos. Esse modelo foi usado
para avaliar comportamentos do tipo depressivo, ja que camundongos com
sintomas depressivos tendem a demorar mais para iniciar a limpeza e apresentam

menor atividade de autolimpeza (Powell; Fernandes; Schalkwyk, 2012)

3.5 Oximetria de alta resolugao

O consumo de oxigénio (O2) foi avaliado por meio da Respirometria em Alta
Resolucao (RAR), utilizando um respirdmetro Oxygraph-2k (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria) de acordo com protocolos anteriores (Dias et al., 2018, 2025).
Os animais foram eutanasiados utilizando o anestésico isoflurano e em seguida
submetidos ao deslocamento cervical.

Foram coletados os hipocampos dos dois hemisférios cerebrais de cada
animal, e feita a homogeneizagao em 300uL de meio de reagdo (MR: sacarose 125
mM, KCI 65 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM, Hepes 10 mM, EGTA 0,2 mM) usando
um homogeneizador tipo Dounce de 5 mL, feito de vidro-teflon. Aproximadamente
0,200 mg/mL de amostra foi colocada no respirdbmetro contendo 2 mL de MR e, em
seguida, foram adicionados alguns substratos para avaliar as condi¢des respiratérias

de cada tecido. Foram adicionados piruvato + malato (PM: 5 e 2,5 mM) + succinato
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(S: 10 mM) para avaliar o sistema de transporte de elétrons (ETS), através de
substratos ligados ao complexo 1 e 2, respectivamente. O estado fosforilante foi
avaliado apo6s a adigdo de adenosina difosfato (ADP: 500 uM) e o vazamento de
prétons apos a adigao de oligomicina (OMY: 0,1 pg/mL). A capacidade respiratoria
maxima foi avaliada apds a titulagdo com cianeto de carbonila 3-clorofenil-hidrazona
(CCCP: concentragao final de 1-3 uM).

3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico Prisma
GraphPad Prism 8. Os dados estao apresentados como média + erro padrao da
média. Antes de realizar cada comparacao, foi feita uma avaliagdo da normalidade
dos dados, pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov, tendo sido
verificada uma distribuicdo normal. Os dados de peso, TTG e oximetria foram
submetidos ao teste de outilier de Grubbs e os dados dos testes comportamentais
ao teste de outlier pelo intervalo interquartil. Valores que representavam outliers
foram excluidos das analises. No teste de realocagdo de objetos, animais que
apresentaram preferéncia intrinseca a um dos objetos no treino (mais de 2/3 do
tempo explorando um dos objetos) também foram excluidos das analises. Os dados
de massa corporal e TTG foram analisados por analise de varidancia (ANOVA) de
duas vias. Os dados de realocagao de objetos foram analisados por teste t contra
valor hipotético de 50%. Os dados de splash test e oximetria de alta resolucéo foram

analisados por ANOVA de uma via.
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4. RESULTADOS

4.1 A tirzepatida consegue reverter o ganho de peso induzido por DH

A introduc¢do da DH influenciou de forma distinta 0 ganho de massa corporal
entre os 2 grupos alimentados com a DH. Um dos grupos teve um ganho de peso
mais significativo no decorrer das 8 primeiras semanas. Para retirar o possivel viés,
tal grupo foi submetido ao tratamento com tirzepatida, e houve uma redugao
significativa do peso quando comparado com o grupo DH (Figura 8A). Ao final do
protocolo de pesagem, o grupo DH registrou um peso significativamente superior em

relacdo ao grupo Controle (Figura 8B).
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Figura 8. Peso dos camundongos C57BIl/6 durante o protocolo
experimental. A: Peso dos animais ao longo do experimento. B: Comparagédo do
peso entre os grupos antes da eutanasia. *p<0,05 vs CD; **p<0,01 vs CD; #p<0,05 vs
DH. Dados analisados por ANOVA de duas vias (A) ou ANOVA de uma via (B), n = 10.

4.2 A tirzepatida reduz a hiperglicemia induzida pela DH.

O grupo DH teve um aumento significativo nos valores de valores de glicose
durantes os tempos de estimulo do TTG (Figura 9A), aumento da area sob a curva
(ASC, Figura 9B) e um aumento da glicemia basal apo6s jejum de 6 h (Figura 9C)

quando comparado ao grupo DC. O grupo DH + TZP teve uma redugdo nos
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parametros do TTG, ASC e glicemia basal em relagdo ao grupo DH, sugerindo que a

TZP conseguiu reverter a hiperglicemia causada pela DH.

A B Cc
500 30000 200 .
g = o DC + veiculo
= (s *kek
7 4004 g = H + vei
§' 5 ] = 150 @ DH + veiculo
=) 3 T £ 20000 @ o _ a DH+TZP
£ 300+ G 7 38 e
-~ O = T Q
< e B no @ 5 1004 P
] <0 a
€ 200 e o S E
2 g w8 . T 10000 2=
¥ ] [ -
= R e R =] O 50
© 100-] €
2
0 0

T I I 1 1
0 15 30 60 120
Tempo (min)

Figura 9. T Efeitos da TZP na glicemia e no teste de tolerancia a glicose
em modelos de DM2 e obesidade. A: Niveis de glicemia basal e nos tempos de 0,
15, 30, 60 e 120 minutos apds o estimulo com glicose. B: Area sob a curva do teste
de tolerancia a glicose. C: Glicemia basal dos animais. *p<0,05 vs CD; **p<0,01 vs
CD; ****p<0,0001 vs CD; ##p<0,001 vs DH; e ###p<0,0001 vs DH. Dados analisados
por ANOVA de uma via, n = 10.

4.3 A tirzepatida nao consegue reverter o déficit de memoria e o

comportamento do tipo depressivo induzidos por DH.

O teste de realocag¢ao do objeto funciona como um modelo para avaliagéo da
memoria espacial de animais. No teste, um objeto que ja foi explorado pelo animal em
uma fase inicial, € realocado em uma diferente localizagdo (Vogel-Ciernia; Wood,
2014). O grupo DC teve um indice de realocagéo com valor maior que 50%, sugerindo
que esse grupo teve a memoaria espacial preservada durante o teste. Os grupos DH e
DH + TZP apresentaram indice de realocagao semelhante a 50%, sugerindo que a
DH induziu comprometimento de memaria espacial nesses 2 grupos, ou seja, a DH
induziu comprometimento cognitivo. Os animais submetidos a DH e tratados com TZP
também apresentaram déficit cognitivo, sugerindo que o farmaco nao foi capaz de
reverter esse desfecho (Figura 10B).

No splash test, os grupos DH + veiculo e DH + TZP tiveram uma grande
reducao no tempo de comportamento de autolimpeza em relagéo ao grupo DC (Figura
10C), sugerindo uma indugédo de comportamento do tipo depressivo pela DH, que ndo
foi revertido pela TZP. Nao houve alteragao na laténcia para iniciar o comportamento
de autolimpeza entre os grupos (Figura 10D).
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Teste de Realocacao de Objetos
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Figura 10. Efeitos da TZP nos testes comportamentais em modelos de
DM2 e obesidade. A: Porcentagem de exploragdo dos objetos na fase de treino, no
teste de realocagdo do objeto. B: indice de realocacdo na fase de teste, no teste de
realocagcao do objeto. C: Tempo (segundos) de auto-limpeza no splash test. D:
Laténcia para inicio da auto-limpeza no splash test. *p<0,05 vs 50%, no teste de
realocagéo de objetos; ****p<0,0001 vs CD. Dados analisados por teste t vs 50% (A,
B) ou ANOVA de uma via (C, D), n = 10.

4.4 Nao houve alteragao da bioenergética mitocondrial hipocampal

A RAR foi realizada para avaliar os estados respiratorios mitocondriais das

amostras de hipocampo dos animais, que foram processadas em homogenatos.
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Nas figuras 11 A e B, é possivel observar que a DH e a TZP nao exerceram
influéncias significativas no metabolismo energético relacionados com os complexos
| e Il, guando comparados com o grupo DC e entre si. O estado fosforilante (OXPHOS)
nao sofreu influéncias relevantes pelo tipo de dieta ou pelo tratamento com TZP
(Figura 11 C). Os parametros de capacidade respiratéria maxima (Figura 11 D) e
consumo de oxigénio ligado a ATP- sintase (Figura 11 E) também n&o apresentaram

diferengas relevantes entres os grupos experimentais.
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Figura 11. Efeitos da TZP na bioenergética mitocondrial do hipocampo em
modelos de DM2 e obesidade.:A: Substratos ligados ao complexo 1. B: Substratos
ligados aos complexos 1 e 2. C: OXPHOS. D: Capacidade respiratéria maxima. E:
Consumo de oxigénio ligado a ATP-sintase. ETS 1 (PM), ETS 1+2 (PM+S), OXPHOS
(ADP), Capacidade maxima (CCCP). Dados analisados por ANOVA de uma via (C,
D), n=6.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou se a TZP pode exercer efeitos metabdlicos na
bioenergética cerebral, bem como na memoria espacial e no comportamento do tipo
depressivo em modelo animal de DM2 e obesidade. Para isso, camundongos fémeas
C57BL/7 foram submetidos a uma dieta rica em gordura para indugédo de DM2 e
obesidade. Além dos possiveis efeitos no SNC, foram avaliados o ganho de peso e a
glicemia dos animais. Dentre os resultados, a TZP conseguiu diminuir o ganho de peso
dos animais submetidos a DH, e reverter a tolerancia a glicose no TTG. Entretanto, o
farmaco nao conseguiu reverter os possiveis prejuizos na memoaria, € nem a indugao
do comportamento do tipo depressivo nos grupos submetido a DH. Além disso, nem
o modelo e nem o tratamento proposto foram capazes de originar alteragdes na
respiracdo mitocondrial em homogenatos de hipocampo.Um modelo experimental
bem estabelecido para induzir DM2 e obesidade em camundongos € através do uso
de DH, uma vez que, esse tipo de dieta consegue induzir o aumento do peso, o
acumulo de gordura nos tecidos, hiperglicemia persistente, e aumento de marcadores
inflamatdrios periféricos (Borozdina et al., 2024; Parkman et al., 2021; Surwit et al.,
1988). Além dos efeitos periféricos, as DH conseguem afetar o SNC, ja que, diversos
estudos relataram que camundongos alimentados com esse tipo de dieta
apresentaram uma piora no desempenho em testes comportamentais de memoaria e
uma inducado de comportamento do tipo depressivo (De Paula et al., 2021; Vagena et
al., 2019; Zhuang et al., 2022)

O modelo de DM2 e obesidade foi reproduzido eficientemente no estudo, ja que
0s grupos submetidos a DH tiveram um aumento de peso superior quando
comparados ao grupo controle, e um aumento nos niveis da glicose no TTG,
corroborando com os resultados que ja eram esperados de acordo com outros estudos
(Chen et al., 2025; Hoffler et al., 2009; Winzell; Ahrén, 2004). O grupo tratado com a
TZP apresentou uma redugao no peso no decorrer das semanas de tratamento em
relagdo ao grupo tratado somente com veiculo, o que esta de acordo com os achados
da literatura sobre eficacia da TZP na perda de peso em camundongos e individuos
com obesidade. Esse efeito parece estar relacionado com a acédo da TZP em varias
vias fisioldgicas relacionadas com a ingestdo alimentar, com o apetite e o gasto

energético, mecanismos mediados, principalmente, pelo hipotalamo e por horménios
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intestinais, como as incretinas GLP-1 e GIP (Aronne et al., 2025; Farooqi, 2022; Gan;
Cerbone; Dattani, 2024; Sahu, 2004).

Além da redugdo de peso, a TZP conseguiu reduzir de forma significativa a
glicemia basal, aumentada no grupo submetido a DH. Esse fato refor¢a a evidéncia
de eficacia da TZP no tratamento de diabetes, ja que, por ser um agonista duplo dos
receptores de GLP-1 e GIP, ela consegue atuar na melhora da sintese e sensibilidade
da acdo da insulina, mecanismo que é prejudicado na DM2 (Ludvik et al., 2021; Moura;
Scirica; Ruff, 2022; Syed, 2022).

A TZP aparentemente atua também no metabolismo lipidico, ja que diferentes
doses do farmaco conseguiram reduzir os niveis de triglicerideos, colesterol total, LDL,
e aumentar os niveis de HDL de pacientes obesos e com DM2 (Mahar et al., 2024;
Mather et al., 2024; Ruotolo et al., 2020). Entretanto, a confirmagao dessa agédo é um
fator limitante do presente estudo, ja que n&o foram realizadas as dosagens dos niveis
séricos desses lipidios dos animais.

Referente ainda aos efeitos periféricos de incretinomiméticos, foi observado em
outros trabalhos que a semaglutida conseguiu melhorar a eficiéncia mitocondrial do
coragao, figado e musculo esquelético em modelos de diabetes e obesidade (Choi et
al., 2025; Ma et al., 2024; Zhu et al., 2025), o que corrobora com os possiveis efeitos
que a TZP pode exercer na bioenergética mitocondrial. No estudo de Ravussin et al.,
2025, foi observado que a TZP pode atuar no metabolismo energético, aumentando a
oxidacéo de gorduras, de acordo com resultados obtidos através da avaliagao de troca
respiratoria, um tipo de método que consegue estimar se o gasto energético esta
utilizando mais carboidratos ou lipideos (Frayn, 1983). Entretanto, ainda existem
poucos estudos que abordaram de forma mais profundada o papel da TZP no contexto
de metabolismo e bioenergética.

Ja é bem definido que doencas metabdlicas podem ser marcadas pelo aumento
de marcadores inflamatérios periféricos, como a infiltragdo de macréfagos no tecido
adiposo, e consequentemente uma maior liberacao de TNF-a, IL-1B e IL-6, o0 que pode
contribuir para o aumento da resisténcia a insulina, ou seja, disfun¢des relacionadas
com DM2 e obesidade (Esser et al., 2014; Reddy et al.,, 2019; Rohm et al., 2022)
Alguns trabalhos investigaram se a TZP consegue atuar diminuindo biomarcadores
inflamatoérios em modelos murinos e humanos, dentre os achados foi relatado que o
incretinomimético reduziu os niveis de TNF-a, IL-6, PCR, e a Molécula de Adesao
Intercelular-1 (ICAM-1) (Sattar et al., 2024; Wilson et al., 2022; Xia et al., 2024). Apesar
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dos avancos, ainda existemm muitas lacunas de conhecimento envolvendo os
marcadores inflamatérios e outros efeitos sistémicos que podem ser influenciados
pela TZP, o que servira de base para perspectivas futuras do estudo.

Entretanto, sabe-se que marcadores periféricos, aumentados em disturbios do
metabolismo, podem promover disfun¢gdes na BHE (Enache; Pariante; Mondelli, 2019;
Lai et al., 2017; Ponce-Lopez, 2025), e consequentemente causar alteragées no SNC.
Nesse contexto, o uso de DH também é capaz de induzir declinios cognitivos,
reproduzindo déficits na memoria espacial, aprendizagem e indugdo do
comportamento do tipo depressivo em modelos animais (Abbott et al., 2019; Mackey-
Alfonso et al., 2024; Martinez-Orozco et al., 2022). Baseado nesses modelos de
estudo, o presente trabalho realizou avaliagbes comportamentais para investigar se a
TZP conseguiria reverter o prejuizo da memoria espacial e o comportamento do tipo
depressivo nos animais submetidos a DH. De acordo com os resultados obtidos no
teste de realocagdo do objeto, o grupo controle apresentou o comportamento de
aprendizagem e memodria relacionada com o objeto realocado intacto, validando o
modelo experimental. A DH, por sua vez, induziu déficit na memodria espacial.
Entretanto, a TZP n&o conseguiu reverter o déficit de memaria induzido pela DH.

No estudo conduzido por Guo e colaboradores (Guo et al., 2023) foi realizado
o teste do Labirinto Aquatico de Morris (LAM) em modelo animal submetidos a DH, e
tratado com TZP. De maneira diferente do presente estudo, o teor de gordura da DH
no trabalho de Guo e colaboradores (Guo et al., 2023) foi menor, foram utilizados ratos
Sprague Dawley, e foi usada uma droga tdxica para inducdo de diabetes, a
streptozotocina. Contudo, foi observada uma melhora significativa no grupo tratado
com a TZP em comparagéo ao grupo submetido a dieta rica em gordura. Apesar de
avaliar parametros relacionados com a memoria espacial e areas do hipocampo, o
LAM é mais estressante, feito em um ambiente diferente do habitual dos animais, e,
consequentemente, pode exercer diferentes estimulos em subareas especificas do
hipocampo (Othman; Hassan; Has, 2022; Vorhees; Williams, 2006). Ademais, houve
diferengas consideraveis no modelo, o que pode ter dificultado a visualizagcdo de um
efeito da TZP no presente estudo. Além disso, o LAM avalia uma memoéria forma de
memoria espacial de longo prazo mais consolidada, que pode envolver vias
moleculares diferentes em relagao ao teste de realocagéo do objeto, que depende da

memoria de curta duragao.
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O comportamento do tipo-depressivo também pode ser induzido por DH e
avaliado pelo splash test, teste usado e padronizado em outros estudos (Deal et al.,
2020; Isingrini et al., 2010; SCHELL et al., 2022; Zhuang et al., 2022). Ja foi observada
uma redugao no inicio e frequéncia de autolimpeza dos camundongos submetidos a
DH, o que caracteriza sintomas semelhantes aos de anedonia e desmotivagéo, uma
vez que a tendéncia natural dos animais é de iniciar rapidamente a auto higiene ou
grooming. No presente estudo, foi observado que apesar da indugdo do
comportamento tipo-depressivo por DH, ndo houve modulagdo pela TZP. Uma
perspectiva futura para avaliar de forma mais abrangente se a TZP nao consegue
atuar nesse comportamento, sera a realizacdo do teste do nado forgado, para
avaliacao de sintomas depressivos (Powell; Fernandes; Schalkwyk, 2012), e os testes
do campo aberto e labirinto em cruz elevado, para investigagdo da atividade
locomotora e ansiedade, respectivamente (Ying et al., 2024).

Outros estudos relataram melhoras cognitivas por outros incretinomimeéticos,
agonistas de GLP-1, como a liraglutida, na reversdo de danos na memoria em
modelos de danos cerebrais (Bader et al., 2020) e da semaglutida, na melhora de
sintomas depressivos e ansiosos (De Paiva et al., 2024), e melhoria no desempenho
cognitivo.

Apesar de nao terem sido encontrados efeitos neuroprotetores da TZP
relacionados com testes comportamentais, o alto teor de gorduras da dieta pode ter
sido um intenso fator limitante do estudo, ja que talvez fosse necessario um maior
tempo de tratamento com o farmaco para observacdao de melhorias nos testes
comportamentais. Ja foi relatado que a TZP pode exercer outros efeitos
neuroprotetores relacionado com vias moleculares e componentes celulares
(Fontanella et al., 2024; Guo et al., 2023; Hassan et al., 2024; Yang et al., 2024),
perspectivas que serao investigadas futuramente.

Na analise da bioenergética mitocondrial hipocampal do atual estudo, nao
foram encontradas diferengas relevantes entre os grupos, relacionadas com o
consumo de oxigénio associadas ao complexo |, complexo I, ao estado fosforilante,
nem a capacidade respiratdéria maxima ou respiragao acoplada a sintese de ATP.
Apesar disso, € o primeiro estudo que avaliou a bioenergética do hipocampo em
relagdo ao uso de incretinomiméticos. O tempo de exposicéo a dieta e o seu teor de
lipidios podem nao ter sido o suficiente para induzir disfun¢gdes mitocondriais no SNC
ou, ainda, especificamente no hipocampo. Ademais, apesar de rica em gordura, a DH
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60% pode influenciar de forma diferente a bioenergética cerebral, quando comparada
com a dieta ocidental (DO). O alto teor de lipidios € determinante para rapida indugao
de obesidade e DM2, porém, para afetar a bioenergética do SNC talvez seja
necessario um intervalo maior de exposicao a esse tipo de dieta. A DO possui um teor
menor de gordura, aproximadamente 40% de lipideos, uma quantidade superior de
glicose em relagdo a DH, e se assemelha mais com a alimentagdo humana (Hariri;
Thibault, 2010). A DO pode induzir disfungées mais atenuadas no SNC (Beilharz;
Maniam; Morris, 2016; Bello et al., 2020), entretanto demanda de um maior tempo
para inducao de doengas metabdlicas, logo, a associagao entre o tempo de exposicéo
e o teor de gordura da DH pode ter influenciado e limitado algumas das hipéteses do
estudo. E possivel também, que as alteracdes induzidas pela DH no hipocampo
envolvam danos estruturais permanentes, o que poderia explicar a auséncia de
resposta aos efeitos neuroprotetores da tirzepatida.

E ainda importante ressaltar que o presente estudo foi conduzido em fémeas,
enquanto diversos estudos sdo conduzidos em machos. A preferéncia pelo uso de
camundongos machos em modelos de diabetes e obesidade se da pelo fato de que
animais machos nao sofrem influéncia de intensas variagcdes hormonais decorrentes
de ciclos reprodutivos, o que aumenta a reprodutibilidade de protocolos experimentais.
Sendo assim, os machos possuem comportamentos mais padronizados de
alimentagdo, com isso tendem a ganhar mais peso e desenvolver resisténcia a
insulina de forma mais rapida com o uso de DH. Por outro lado, n&do representam tao
bem a variabilidade interindividual que ocorre em humanos, sendo de extrema
importancia conduzir experimentos em fémeas ou com a avaliagdo de ambos 0s sexos
(De Souza; Wasinski; Donato, 2022; Ingvorsen; Karp; Lelliott, 2017).

Além das diferencas citadas, outros fatores podem ser influenciados de forma
distinta em relagao ao dimorfismo sexual, como no acumulo de gordura, que é mais
acumulada na forma subcutanea em fémeas, e na forma visceral em machos; na
quantidade de massa muscular, que é maior em machos; no metabolismo basal, que
€ mais rapido no sexo masculino; e regulagdo do apetite, normalmente mais
controlada e inibida nas fémeas (Casimiro et al., 2020; Clegg et al., 2006; Herz et al.,
2021; Mauvais-Jarvis, 2015).

Camundongos fémeas possuem niveis de estrogénios mais elevados do que
machos, o que resulta em uma maior agao termogénica pelo tecido adiposo marrom,

promoc¢ao de uma maior protecao no metabolismo energético, e influéncia direta na
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ingestao alimentar e gasto caldrico de acordo com as fases do ciclo reprodutivo
(Casimiro et al., 2020; Mauvais-Jarvis, 2015). Estudos relataram efeitos protetores
contra disfungdes metabdlicas exercidos por estrogénios em camundongos fémeas,
envolvendo principalmente mecanismos fisioldgicos do tecido adiposo (Herz et al.,
2021; Pettersson et al., 2012).

Diante do exposto, o dimorfismo sexual é um fator extremamente relevante a
ser considerado em estudos que envolvem DH, modelos de DM2 e obesidade. A
influéncia protetora dos estrogénios pode ter contribuido para os dados obtidos no
estudo, o que pode ter impactado os testes comportamentais e avaliagdes
metabdlicas, sendo um ponto limitador que reforca a ideia da importancia da

realizagao dos estudos com a TZP em ambos 0s sexos.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foram demonstrados os impactos que a DH pode exercer
no metabolismo em modelos de DM2 e obesidade, assim como os impactos
relacionados no SNC, como comprometimento da memoéria e indugdo do
comportamento do tipo depressivo. Além disso, foi observado os efeitos benéficos da
TZP na reducdo do peso e melhora da hiperglicemia induzidos pela DH em
camundongos fémeas, apesar do farmaco nao ter sido capaz de reverter o déficit de
memoria e o comportamento tipo-depressivo. Em resumo, como perspectivas futuras,
estdo a condugao de experimentos em animais machos, a realizagao de outros testes
comportamentais e a realizagdo de experimentos que envolvam analises histoldgicas
€ moleculares para uma maior compreensao das possiveis agdes neuroprotetoras da

tirzepatida.
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