
 

 

 

 

 

 

 

 

JEFERSON RUBENS MAMONA DA SILVA 

 

 

Avaliação dos efeitos do tratamento prolongado com geleia real na 

cognição de ratos Wistar submetidos à administração 

intracerebroventricular de estreptozotocina, um modelo da doença 

de Alzheimer esporádica 

 

 

 

 

 
Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação Interunidades em 
Biotecnologia da Universidade de São 
Paulo, Instituto Butantan e Instituto de 
Pesquisas Tecnológicas, para obtenção do 
Título de Mestre em Biotecnologia.  
 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 
2021 

 



 

 

 

 

 

 

JEFERSON RUBENS MAMONA DA SILVA 

 

 

Avaliação dos efeitos do tratamento prolongado com geleia real na 

cognição de ratos Wistar submetidos à administração 

intracerebroventricular de estreptozotocina, um modelo da doença 

de Alzheimer esporádica 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação Interunidades em 
Biotecnologia da Universidade de São 
Paulo, Instituto Butantan e Instituto de 
Pesquisas Tecnológicas, para obtenção do 
Título de Mestre em Biotecnologia.  
 
Área de concentração: Biotecnologia 
 
Orientador: Prof. Dr. Renato Mancini 
Astray 

 
Versão corrigida. A versão original 
eletrônica, encontra-se disponível tanto na 
Biblioteca no ICB quanto na Biblioteca 
Digital de Teses e Dissertações da USP 
(BDTD). 
 

 

 
 

 
 

 
São Paulo 

2021 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      CATALOGAÇÃO NA PUBLICAÇÃO (CIP) 
     Serviço de Biblioteca e informação Biomédica 

do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 
 

Ficha Catalográfica elaborada pelo(a) autor (a) 

 
 

 
 
 

 

Silva, Jeferson 

Avaliação dos efeitos do tratamento prolongado 

com geleia real na cognição de ratos Wistar 

submetidos à administração intracerebroventricular de 

estreptozotocina, um modelo da doença de Alzheimer 

esporádica / Jeferson Silva; orientador Renato 

Astray. -- São Paulo, 2021. 

121 p. 

 

Dissertação (Mestrado) ) -- Universidade de São 

Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas. 

 

1. Cognição. 2. Doença de Alzheimer. 3. 

Estreptozotocina. 4. Geleia Real. 5. Neuroproteção. 

I. Astray, Renato, orientador. II. Título. 



 

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
Programa de Pós-Graduação Interunidades em Biotecnologia 

Universidade de São Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnológicas 

Candidato(a): JEFERSON RUBENS MAMONA DA SILVA  

    
 

Título da Dissertação: Avaliação dos efeitos do tratamento prolongado com geleia real 
na cognição de ratos Wistar submetidos à administração intracerebroventricular de 
estreptozotocina, um modelo da doença de Alzheimer esporádica                                   
 
 

Orientador: Prof. Dr. Renato Mancini Astray 
 
   

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação Interunidades em 
Biotecnologia da Universidade de São Paulo para obtenção do título de Mestre em 
Biotecnologia. 
 
 
 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertação de Mestrado, em sessão 

publica realizada a ........./......../.........., considerou o(a) candidato(a): 

 
  (       ) Aprovado(a)  (       ) Reprovado(a) 

 
 
Examinador(a):  Assinatura: ............................................................................... 

    Nome: ...................................................................................... 

    Instituição: ................................................................................ 

 
Examinador(a):  Assinatura: ............................................................................... 

    Nome: ...................................................................................... 

    Instituição: ................................................................................ 

 
Examinador(a):  Assinatura: ............................................................................... 

    Nome: ...................................................................................... 

    Instituição: ................................................................................ 

 

Presidente:   Assinatura: ............................................................................... 

    Nome: ...................................................................................... 

    Instituição: ................................................................................ 

 



 

 

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esse trabalho aos meus pais.  

A infraestrutura que permitiu minha 

formação. 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Aos meus pais Elaine Mamona e Rubem Oliveira, pelos ensinamentos e apoio, por 

acreditar e me apoiar sempre. Cada palavra escrita nesse trabalho foi possível 

graças a vocês. 

 

À minha namorada e companheira Vivian Souza, por estar comigo na guerra me 

apoiando com seu amor. Sinto uma alegria e satisfação imensa em dividir esse 

momento da minha vida com você.  

 

À minha família, em especial, minhas avós Gudite e Norma, às minhas tias: Laís, 

Cleuza, Juliana, Marisa, Valdirene e Neusa, pelo amor, apoio e ensinamentos. Ao 

meu tio Renato (In memoriam), por me apresentar a filosofia e o pensamento crítico. 

À minha prima Rebeca pela inspiração. 

 

À Dra. Maria Regina Lopes Sandoval, minha orientadora, quero agradecer pela 

oportunidade e confiança que recebi no início da minha trajetória acadêmica ao 

estagiar no laboratório de farmacologia do Instituto Butantan. Foi a partir desse 

momento que pude obter as condições materiais necessárias para evoluir como 

indivíduo e entender de fato o que é ciência. Obrigado pelos ensinamentos e pela 

orientação. 

 

Ao Dr. Renato Mancini Astray pela confiança, colaboração e apoio ao projeto. 

 

Ao Dr. Tiago Guardia de Souza e Silva, pela colaboração, amizade, ensinamentos, 

sugestões e conselhos. 

 

Ao Dr. Fernando Maurício Francis Abdalla, pela colaboração, importante orientação, 

ensinamentos e tempo despendido para esclarecer dúvidas.  

 

À Dra. Solange Castro Afeche, pelo acolhimento, colaboração, ensinamentos e 

esclarecimento de dúvidas. 

 



 

 

Ao Dr. Luiz Roberto Giorgetti de Britto, pela colaboração, pelos ensinamentos e por 

permitir o livre acesso ao laboratório para a realização das análises histológicas. 

 

À Maria Eliza, pelas metologias passadas, pelo auxílio nos vários experimentos, 

paciência e parceria. 

 

Ao Me. Marcelo Florencio, pela parceria, apoio nos experimentos e por compartilhar 

conhecimentos e experiências ao longo desses anos. 

 

Aos membros da equipe de funcionários do Laboratório de Farmacologia do Instituto 

Butantan, pelo apoio e pelos aprendizados experienciados. Em especial agradeço 

ao José Aparecido pelo grande apoio nos experimentos, ao Paulo Henrique, Maria 

Eliene, Sr. Antônio (In memoriam), etc. 

 

Ao corpo de pesquisadores do Laboratório de Farmacologia do Instituto Butantan 

que por muitas vezes me ajudaram sanando dúvidas que surgiam pelo caminho. 

 

Aos alunos do Laboratório de Farmacologia do Instituto Butantan e de outros 

laboratórios do Instituto, pela ajuda nos experimentos, pelas discussões, companhia 

e pelo apoio que me foi dado das mais diferentes formas; Usama Anwer, Saulo, 

Christian, Rodrigo, Patrícia, Natália, Lucas, Roberta, Élbio, Janaína, Vitor, Vanessa e 

todos os demais.  

 

Aos funcionários, colaboradores e estudantes do Laboratório de Neurobiologia 

Celular do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, pelo 

apoio, aprendizado e pelas experiências vividas. Em especial, agradeço ao Adilson 

da Silva, pelos ensinamentos, companhia, humor ácido e por alegrar o laboratório.  

 

Ao Programa de Pós-Graduação Interunidades em Biotecnologia e a Universidade 

de São Paulo pelo auxílio e apoio técnico ao projeto. 

 

À Fundação Butantan pelo auxílio financeiro ao projeto. 

 

 



 

 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – 

Código de Financiamento 001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“De tudo quanto se escreve, agrada-me 

apenas o que alguém escreve com o próprio 

sangue. Escreve com sangue e aprenderás 

que sangue é espírito.” 

(NIETZSCHE, 2012, p. 45) 



 

 

RESUMO 

 

SILVA, JRM. Avaliação dos efeitos do tratamento prolongado com geleia real na 
cognição de ratos Wistar submetidos à administração intracerebroventricular 
de estreptozotocina, um modelo da doença de Alzheimer esporádica. 2021. 121 
f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 

Introdução: A doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa 

progressiva e fatal que induz deterioração cognitiva e da memória. A injeção 

intracerebroventricular de estreptozotocina (icv-STZ) demonstrou ser um modelo 

experimental da doença de Alzheimer esporádica em roedores, reproduzindo muitas 

das características comportamentais e moleculares dessa doença. A geleia real (GR) 

é uma substância secretada pelas glândulas hipofaríngeanas e mandibulares de 

abelhas operárias da espécie Apis mellifera. Objetivo: Investigar os efeitos do 

consumo oral da GR em ratos submetidos ao modelo icv-STZ na aprendizagem e na 

memória pelo teste do labirinto aquático de Morris (MWM), teste do Reconhecimento 

de Objetos (RO), atividade geral em Campo Aberto, análises histológicas 

caracterizando a atividade de células gliais e ensaios de imunoprecipitação com foco 

na expressão de subtipos de receptores muscarínicos de acetilcolina (mAChRs) (M1-

M5) no hipocampo de ratos. Métodos: Ratos Wistar machos adultos foram divididos 

em quatro grupos (CTR, STZ, GR, STZ-GR). A administração bilateral de 

estreptozotocina (STZ) (3 mg/kg) ou solução Ringer foi realizada por estereotaxia. 

Após 7 dias da cirurgia, os animais receberam diariamente GR (200 mg/kg) ou solução 

controle por gavagem por 14 dias consecutivos. O teste do labirinto aquático de Morris 

foi realizado antes (P1), após (P2) a injeção de icv-STZ, e durante a administração da 

GR (P3). O teste RO foi realizado no 14º dia após a cirurgia icv-STZ. O teste de Campo 

Aberto foi realizado no 13º dia após a cirurgia icv-STZ. No 21° dia os animais foram 

sacrificados e a análise da glia reativa no hipocampo foi feita, assim como a expressão 

de cada subtipo de receptor muscarínico por ensaios de imunoprecipitação com 

anticorpo que reconhece cada um dos subtipos de mAChRs. Resultados e 

Conclusão: No Período P2: icv-STZ induziu um aumento na latência, distância 

percorrida e uma diminuição na % Tempo no contador. No período P3, o consumo 

prolongado da GR melhorou o aprendizado espacial dos animais do grupo icv-STZ, 

conforme observado pela redução da latência em T2, T3 e T4. Teste RO: Os ratos 



 

 

tratados com STZ passaram menos tempo explorando o novo objeto do que o objeto 

familiar quando comparados aos grupos CTR e GR, após um período de 1 hora e 24 

horas. Atividade Geral em Campo Aberto: a injeção icv-STZ e o tratamento prolongado 

com GR não causaram qualquer alteração nos parâmetros investigados. O tratamento 

com GR produziu uma redução da astrogliose induzida por STZ nas regiões CA1, 

CA3, GD e HL do hipocampo de ratos. Os sujeitos tratados com STZ (grupo STZ) 

apresentaram uma diminuição da expressão do subtipo M1 e o tratamento com GR 

(grupo STZ-GR) recuperou a expressão. Entretanto, os subtipos M2, M3, M4 e M5 não 

diferiram entre os grupos. Nossos resultados mostram que a injeção icv-STZ causou 

um prejuízo cognitivo, induziu um aumento da expressão de células gliais hipocampais 

e uma redução da expressão do subtipo de mAChRs M1. Por outro lado, o tratamento 

prolongado com a GR reverteu parcialmente os prejuízos cognitivos, reduziu a 

densidade de células gliais e recuperou a expressão do receptor M1 comparativamente 

ao grupo STZ. Esses resultados sugerem que a geleia real melhora o déficit cognitivo 

no modelo de DAE induzida por STZ em ratos, atenuando a neuroinflamação, 

diminuindo a ativação de astrócitos e normalizando a expressão de M1AChR no 

hipocampo. 

 

Palavras-chave: Cognição. Doença de Alzheimer. Estreptozotocina. Geleia Real. 

Glia Reativa. Receptores muscarínicos. Neuroproteção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, JRM. Evaluation of the royal jelly long-term effects on cognition in icv-
STZ injected rats, a model of sporadic Alzheimer's disease. 2021. 121 p. Masters 

thesis (Biotecnology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2021. 
 

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a progressive and fatal neurodegenerative 

disorder that induces cognitive and memory deterioration. Intracerebroventricular 

injection of streptozotocin (icv-STZ) has been shown to be an experimental model of 

sporadic Alzheimer's disease in rodents, reproducing many of the behavioral and 

molecular characteristics of this disease. Royal jelly (RJ) is a substance secreted by 

the hypopharyngeal and mandibular glands of worker bees of the species Apis 

mellifera. Objective: To investigate the effects of oral consumption of RJ on rats 

submitted to the icv-STZ model on learning and memory by the Morris Water Maze 

Test (MWM), object recognition (OR) test, general activity in open field test, and 

histological analyzes characterizing the activity of Glial cells besides 

immunoprecipitation assays focusing on Expression of each muscarinic acethylcholine 

receptor (mAChRs) subtypes (M1 to M5) in rat hippocampus. Methods: Adult male 

Wistar rats were divided into four groups (CTR, STZ, CTR-RJ, STZ-RJ). Stereotaxic 

surgery for bilateral icv administration of streptozotocin (STZ) (3 mg/kg) or control 

solution was performed. The animals received daily RJ (200 mg/kg) or control solution 

by gavage for 14 consecutive days. The MWM Task was performed before (P1), after 

(P2) the ICV-STZ injection, and during the RJ administration for eleven days (P3). The 

OR test was performed in the 14th day after icv-STZ surgery. The Open Field test was 

performed in the 13th day after the icv-STZ surgery. In the 21° day after surgery the 

animals were euthanized and the reactive glia in the hippocampus was analyzed, as 

well as expression of each mAChR subtype (M1 to M5) by immunoprecipitation assays. 

Results and Conclusion: Period P2: icv-STZ induced an increase in the latency to 

find the platform, distance (path length) and a decrease in the percentage of time spent 

within the critical counter, indicating a work memory disruption. In the P3 period, long-

term consumption of RJ improved spatial learning rate was improved as observed by 

the reduction of latency in T2, T3 and T4. RO test: STZ-treated rats spent less time 

exploring the new object than the familiar object when compared to the CTR and CTR-

GR groups, after 1 and 24 hours indicating that the STZ induced an impairment short-



 

 

term memory and long-term memory and that the RJ did not revert this effect. Open 

Field: the icv-STZ injection and the prolonged treatment with GR did not cause any 

change in the parameters analysed. The long-term oral treatment with RJ induced 

significant effects reducing astrogliosis STZ-induced in the rat hippocampal CA3, GD, 

HL and CA1 regions. The animals injected with icv-STZ (STZ group) showed a 

decrease in the expression of M1 subtype and the long-term oral treatment with RJ 

(STZ-RJ) recovered the expression. However, the M2, M3, M4 and M5 subtypes did not 

differ among the groups. Our results show that the icv-STZ injection was able to cause 

cognitive impairment, induce increased expression of hippocampal Glial cells and 

induced a decrease in the expression of M1 mAChR subtype. In addition, prolonged 

treatment with GR was able to partially reverse cognitive impairments, reduce the 

density of glial cells and recovered the expression of M1 mAChR compared to STZ 

group. These results suggest that royal jelly improves the cognitive deficit in the STZ-

induced rat model of sporadic AD by attenuating neuroinflammation, decreasing 

astrocytes activation, and normalizing the hippocampal M1AChR expression. 

 

Keywords: Cognition. Alzheimer's disease. Streptozotocin. Royal jelly. Reactive Glia. 

Muscarinic Receptors. Neuroprotection.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Alzheimer 

 

A doença de Alzheimer (DA) foi primeiramente relatada há pouco mais de um 

século (1907) pelo médico e neuropatologista alemão Alois Alzheimer e, quase 

simultaneamente, pelo também médico e neuropatologista Tcheco Oskar Fischer 

(Goedert, 2009). Alzheimer relatou durante um congresso da sociedade de 

psiquiatras, na cidade alemã de Tübingen (sudoeste da Alemanha), o caso de 

Auguste Deter, uma paciente que havia sido internada em um asilo psiquiátrico em 

Frankfurt em 1901 e que apresentava alterações de comportamento, surtos de 

paranoia, perda de memória e delírios. Ele descreveu a doença como sendo um tipo 

peculiar de demência. Progressivamente os sintomas de Deter foram evoluindo até a 

sua morte em 1906 aos 55 anos (um caso de demência pré-senil). Seu cérebro foi 

examinado e as análises histológicas revelaram a presença de placas amiloides, 

emaranhados neurofibrilares e perda maciça de neurônios (Cipriani et al., 2011). No 

mesmo ano dos relatos de Alzheimer, Oskar Fischer relatou a presença de placas 

neuríticas em 12 casos de demência senil, além de fornecer a primeira descrição 

sobre estas placas. Essas descobertas delinearam a entidade clínico-patológica que 

hoje é denominada como doença de Alzheimer (Goedert, 2009). 

Atualmente a DA é classificada como um distúrbio neurodegenerativo 

progressivo e multifatorial caracterizado pela deterioração da função cognitiva, perda 

de memória, alterações comportamentais além de uma série de sintomas 

neuropsiquiátricos que comprometem as atividades da vida diária dos indivíduos 

acometidos (Lane et al., 2018; Reitz et al., 2011). São conhecidas e classificadas duas 

formas da DA: a DA de início tardio ou esporádica (DAE), cuja patogenia não é bem 

conhecida, possui como principal fator de risco o envelhecimento, acomete os 

pacientes a partir dos 65 anos de idade (representa cerca de 95% dos casos) com 

progressão lenta, ocorrendo de forma esporádica. A outra forma é a DA familial (DAF), 

caracterizada por um início precoce do quadro clínico (antes dos 60 anos), com 

progressão rápida da doença. A DAF está associada a um padrão de recorrência 

familiar com forte componente genético (transmissão autossômica dominante), 

representa apenas cerca de 5% dos casos. Ambas as formas da doença compartilham 
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de características patológicas em comum (Bekris et al., 2010; Smith, 1999; Masters et 

al., 2015).  

A presença de placas extracelulares compostas por peptídeos beta-amilóides 

(Aβ), emaranhados neurofibrilares intracelulares compostos de formas agregadas 

hiperfosforiladas da proteína Tau, perda neuronal (Kocahan e Dogan, 2017; Jack et 

al., 2013), disfunção do sistema colinérgico, ativação da glia e neuroinflamação 

configuram entre as principais características histopatológicas da DA (Selkoe, 2001; 

Ferreira et al., 2016). 

A DA representa a principal causa de demência no mundo e é responsável por 

mais da metade dos casos de pacientes acometidos (Prendecki et al., 2020). Dados 

estatísticos mostram que mais de 44 milhões de pessoas no mundo vivem hoje com 

demência; é previsto que o número de acometidos poderá ultrapassar os 131 milhões 

até 2050, dado o crescimento populacional e o aumento da expectativa de vida 

sobretudo nos países desenvolvidos (Lane et al., 2018). O custo global para suprir 

essa demanda segundo estimativas ultrapassa os US$ 700 bilhões por ano 

(Cacabelos, 2018; Ernst e Hay, 1994; Bloom et al., 2003). Importantes descobertas 

foram feitas nas últimas décadas sobre a patogênese, prevenção e fatores de risco 

para a DA, porém, avanços terapêuticos significantes ainda não foram alcançados. 

Os medicamentos aprovados atualmente possuem pouca influência sobre a evolução 

da doença (Frozza et al., 2018), não possuem um custo benefício viável além de não 

serem desprovidos de efeitos adversos (Cacabelos et al., 2016; Cacabelos, 2018). 

Por outro lado, evidências recentes sugerem que atrasos no quadro inicial da DA 

(mesmo modestos) podem alterar a trajetória da demência, retardar o 

comprometimento cognitivo, reduzir internações e melhorar a qualidade de vida (Davis 

et al., 2018). Tendo em vista os fatos, a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a 

Alzheimer’s Disease International (ADI) reconheceram a DA como uma prioridade 

global de saúde pública (World Health Organization, 2012). 

 

1.2 Modelo Animal da DAE Induzido por Estreptozotocina 

 

Diversas hipóteses têm sido propostas nas últimas décadas com objetivo de 

explicar a patogênia da DA, dentre elas podemos citar: a desregulação da cascata 

amiloide, hiperfosforilação da proteína Tau, disfunção mitocondrial (Swerdlow et al., 

2010), estresse oxidativo (Kozlov et al., 2017), neuroinflamação e hiperexcitabilidade 
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central (Husna et al., 2020), alterações da atividade de quinases (Rosenberger et al., 

2016), disfunção de fatores tróficos (Schindowski et al., 2008), disomeostase de cálcio 

(Green et al., 2007), fatores ambientais (Killin et al., 2016) e alterações no 

metabolismo energético (Błaszczyk, 2020; Muddapu et al., 2020). Nos últimos 25 anos 

a hipótese da cascata amiloide e a patologia da Tau permaneceram no cerne das 

discussões a respeito do provável agente ou fenômeno inicial causador da DA 

(Gulisano et al., 2018). Em 1992 Hardy e Higgins propuseram a hipótese da cascata 

amiloide. Segundo este modelo, a neurodegeneração na DA seria consequência da 

deposição de placas extracelulares compostas por peptídeos beta amiloides (Aβ), 

oriundos da clivagem anormal da proteína precursora de amilóides (APP). A APP está 

presente na membrana plasmática de diferentes tipos celulares, incluindo neurônios, 

astrócitos e outras células gliais. Em condições não amiloidogênicas, ela participa de 

diferentes processos de regulação da homeostase, inclusive na excitabilidade 

neuronal, resistência dos neurônios ao estresse oxidativo e metabólico, melhora da 

plasticidade sináptica, aprendizagem e memória (Mucke e Selkoe, 2012; Mattson, 

2004). Por outro lado, a proteólise da APP pela via amiloidogênica, pelas enzimas β-

secretase e γ-secretase, pode culminar em formas reativas distintas de peptídeos Aβ, 

incluindo fibrilas, protofibrilas e oligômeros polimórficos, produtos de agregação e 

polimerização de Aβ dentro da placa (Barage e Sonawane, 2015). Foi proposto por 

diferentes autores que as propriedades neurotóxicas de Aβ eram dependentes de seu 

estado de montagem/interação em conjuntos oligoméricos solúveis (Krafft e Klein, 

2010) e que essas moléculas seriam responsáveis por desencadear o gatilho 

patológico  da complexa cascata de eventos presentes na DA, o que inclui: formação 

dos emaranhados neurofibrilares via proteína tau, processo inflamatório com ativação 

da micróglia e dos astrócitos, estresse oxidativo, perda celular e demência (Ferreira 

et al., 2015; Carrillo-Mora et al., 2014). Embora existam indícios que sugerem que 

APP e Aβ participam dos processos centrais do desenvolvimento inicial da DA, muitas 

evidências, no entanto, questionam a hipótese da cascata amilóide como evento 

principal na patogênese da DA (Ricciarelli e Fedele, 2017). Diferentes estudos que 

tinham como foco estratégias anti-Aβ fracassaram (Braczynski et al., 2017). 

Imunização passiva com uso de anticorpo monoclonal humanizado (Salloway et al., 

2014; Lilly, 2016) e imunização ativa anti-Aβ (Robinson et al., 2004; Gilman et al., 

2005) são exemplos de estratégias que falharam, além disso, a falta de modelos 

animais que mimetizem a fisiopatologia do Aβ humano também representa um 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/beta-secretase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/beta-secretase
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problema a ser resolvido (Drummond e Wisniewski, 2017). Estudos têm demonstrado 

que existe uma falta de correlação entre indivíduos que apresentaram acúmulo de Aβ 

e a perda neuronal, declínio cognitivo ou perda de memória (Katzman et al., 1988; 

Villemagne et al., 2011). Com o fracasso de tratamentos direcionados ao peptídeo Aβ 

a hipótese Tau recebeu mais atenção dos pesquisadores nos últimos anos. 

Entretanto, apesar da correlação entre o aumento da gravidade dos déficits cognitivos 

na demência e o aumento nos níveis de oligômeros solúveis de Tau e os emaranhados 

(NFTs) (Kametani et al., 2018; Fan et al., 2020), ensaios clínicos direcionados à 

inibidores de quinases, estabilizadores de microtúbulos, diminuição da agregação de 

tau e drogas imunoterapêuticas apresentaram toxicidade, efeitos adversos e ainda 

não relataram resultados significativos (Fan et al., 2020). Com o surgimento de novos 

achados no cenário científico, as hipóteses têm sofrido modificações para se adaptar 

às novas descobertas encontradas. A busca pelo diagnóstico com detecção pré-

clínica de biomarcadores (Mosconi et al., 2008), estratégias que envolvem agentes 

modificadores da doença, fármacos direcionados a múltiplos alvos, terapias 

combinadas (Kabir et al., 2020), além da proposição de hipóteses que sugerem outros 

fenômenos primários como ligados ao início da doença, são algumas das estratégias 

atuais para combater a DA (Chen et al., 2013; Husna et al., 2020). Em contrapartida 

aos fracassos encontrados na busca pelo tratamento/estratégias para a DA, hipóteses 

alternativas, como a da desregulação do metabolismo energético e do metabolismo 

da glicose têm sido propostas (De Felice, 2013).  

Estudos demostraram que existe uma relação direta entre a DA e alterações 

no metabolismo da glicose antes mesmo do início do declínio cognitivo diagnosticado 

clinicamente. Essas pesquisas se sustentam em evidências decorrentes de estudos 

in vitro e in vivo e sugerem que o hipometabolismo cerebral, anormalidades na via da 

insulina e distúrbio na utilização de energia podem levar a insuficiência da função 

neuronal, redução do número de neurônios, e por último contribuir para a cascata 

neuropatológica que dá início ao declínio cognitivo na DA (Cunnane et al., 2011; 

Tumminia et al., 2018; Chornenkyy et al., 2019). Alterações moleculares e patológicas 

em cérebros humanos (post-mortem) de pacientes com DA mostraram uma relação 

com a diminuição da expressão de genes relacionados à produção de insulina, Fator 

de Crescimento Semelhante à Insulina (IGF) e seus receptores (De La Monte, 2008). 

É importante ressaltar que a DA e o Diabetes mellitus (DM) possuem em comum 

muitas características patológicas: a sinalização de insulina prejudicada, aumento dos 
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níveis de beta-amilóide (Aβ) e da proteína Tau Hiperfosforilada, glia reativa, estresse 

oxidativo, déficits de memória e declínio cognitivo em idosos. Além disso, a DM 

representa um fator de risco para o desenvolvimento da DA (Kandimalla et al., 2017; 

Ahn et al., 2019). Todas essas características moleculares e celulares compartilhadas 

levaram muitos pesquisadores a propor o termo 'Diabetes Tipo 3' (que ainda é 

discutida) para a DA (Kandimalla et al., 2017). O cérebro humano é um voraz 

consumidor de energia, sua demanda é responsável por 20% do consumo de energia 

corporal que é suprida quase que inteiramente pelo metabolismo de glicose, utilizada 

em grande parte para a transmissão sináptica. Estudos evolutivos indicam que o 

aumento na utilização de glicose e a expressão de genes do metabolismo energético 

estão associados ao surgimento de funções cognitivas superiores em humanos 

(Magistretti et al., 2015). A partir dessa lógica, não seria inviável propor que 

deficiências na utilização ou disponibilidade de glicose, assim como outras disfunções 

metabólicas, possam ser os agentes responsáveis pela prevalência de patologias 

neurodegenerativas como a DA (Sun et al., 2020). Em virtude deste cenário, a injeção 

intracerebroventricular (icv) de estreptozotocina passou a ser utilizada por diversos 

grupos como um modelo animal experimental não transgênico seguro, por induzir 

muitas das deficiências moleculares, histológicas e comportamentais presentes em 

indivíduos com DAE (Rostami et al., 2017). A injeção icv-STZ no cérebro de ratos 

provoca a diminuição dos níveis de glicose, fosforilação da tau, agregação amiloide, 

aumento da atividade da acetilcolinesterase (AChE), diminuição da glicose e 

transportadores de glicose (GLUT), aumento dos níveis de cálcio corticais e 

hipocampais, ativação de astrócitos e micróglia, baixa atividade mitocondrial, aumento 

do estresse do reticulo endoplasmático e morte neuronal (Biswas et al., 2018). 

Investigações in vitro também revelaram que o tratamento com STZ foi capaz de 

induzir a diminuição dos níveis de captação de glicose, aumento da atividade da 

AChE, fosforilação da tau e agregação amiloide, estresse mitocondrial, diminuição 

significativa na viabilidade celular dos neurônios, danos ao DNA e outros efeitos 

deletérios (Biswas et al., 2016).                                                                                                                                  

A estreptozotocina (STZ) é um composto de glicosamina-nitrosureia derivado 

de bactérias do solo Streptomyces achromogenes. Foi descoberta e caracterizada 

pela primeira vez em 1960 e apresenta característica estável em pH 4,5. Inicialmente 

foi adotada como antibiótico, mas deixou de ser usada por apresentar alta toxicidade 

para as células β produtoras de insulina do pâncreas (Zhang et al., 2020). A sua 
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utilização também já foi feita em testes voltados ao tratamento do câncer de pâncreas 

em humanos (Moertel et al., 1980). Atualmente é principalmente administrada em 

altas doses por vias periféricas como ferramenta eficaz para induzir diabetes em 

animais experimentais já que é seletivamente tóxica para às células beta pancreáticas 

produtoras de insulina. Por outro lado, alguns autores têm proposto que a injeção 

intracerebroventricular de STZ (icv-STZ), em baixas doses, provoca danos na 

sinalização/comunicação entre a insulina e seu receptor (IR), essas alterações geram 

a dessensibilização desses receptores e consequentemente problemas no 

metabolismo energético das células nervosas, entretanto, os mecanismos 

responsáveis por esses eventos ainda necessitam ser melhor elucidados (Grieb, 

2016). 

A administração icv-STZ inibe as proteínas da via PI3K/AKT e produz um 

aumento da atividade/fosforilação da isoforma do GSK3, o GSK3β. Esse processo 

está diretamente envolvido na acumulação do peptídeo beta amiloide e também na 

hiperfosforilação da Tau (Jolivalt et al., 2010; Deng et al., 2009). A injeção icv-STZ 

também foi responsável por diminuir de forma acentuada os níveis de GLUT1 e 

GLUT3 nos cérebros de ratos quando comparados aos animais do grupo controle. 

Desta forma, todas essas perturbações poderiam justificar os prejuízos moleculares, 

cognitivos e de memória presentes nos roedores submetidos ao modelo de injeção 

icv-STZ para indução da DAE. Em 1998, Lannert e Hoyer demonstraram que a injeção 

icv-STZ induz resistência central à insulina e alterações no metabolismo da glicose. 

Mais recentemente, outras pesquisas relataram a presença de estresse oxidativo, 

além de inflamação e déficits cognitivos nos animais submetidos a esse modelo 

(Majkutewicz et al., 2018). Em adição, outros autores relataram que a injeção icv-STZ 

também induziu citotoxicidade que resultou na fragmentação do DNA e perda de 

neurônios no hipocampo de ratos por apoptose (Sharidi et al., 2019). Em um estudo 

feito anteriormente por nosso grupo, mostramos que à administração icv-STZ induziu 

efeitos deletérios no hipocampo de ratos. Esses danos foram representados por déficit 

cognitivo e acentuada neurodegeneração, além disso, também foi observado redução 

da neurogênese e aumento do estresse oxidativo (Silva, 2017; Silva et al., 2020). 
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1.3 Hipocampo 

 

A formação hipocampal compreende o hipocampo, o giro dentado e o 

subiculum. O hipocampo e regiões corticais associadas formam o assoalho do corno 

temporal do ventrículo lateral. Juntas estas estruturas são responsáveis por 

importantes funções como componentes do sistema límbico e estão intimamente 

envolvidas em processos emocionais, de aprendizado, formação da memória, 

comportamento, além de possuir grande capacidade de plasticidade sináptica e 

estrutural (Knierim, 2015). O hipocampo está localizado no lobo temporal (região 

medial) de cada hemisfério encefálico e pode ser dividido em duas regiões principais, 

o giro denteado (GD) e o Corno de Ammon (CA) que por sua vez é diferenciado 

anatomicamente e funcionalmente em subcampos distintos denominados de CA1, 

CA2 e CA3 com base nas projeções das fibras dos neurônios piramidais e nas 

diferenças morfológicas entre as células (Cherubini e Miles, 2015) (Fig.1). O giro 

dentado é formado por três camadas de células: camada molecular, camada granular 

e a camada polimórfica (hilo). As células granulares representam o principal tipo de 

neurônios presente no GD, porém, vale destacar que no hilo há um estrato polimórfico 

de células, interneurônios e fibras musgosas provenientes das células granulares 

(Amaral et al., 2007; Scorza, 2005). Na formação hipocampal, conexões feitas 

envolvendo a via perfurante, projeções oriundas das fibras musgosas que criam 

conexões com a região CA3 e o hilo, e conexões feitas através da via das fibras 

colaterais de Schaffer, formam um circuito trissináptico em série que conecta o 

hipocampo ao córtex entorrinal (EC) (Amaral et al., 2007). Embora possua um 

importante papel na regulação de processos de aprendizagem, memória, navegação 

espacial, comportamento emocional, regulação das funções hipotalâmicas, entre 

outros, o hipocampo é uma estrutura plástica e vulnerável que pode ser danificada por 

diferentes estímulos, como estresse por exemplo. Além disso, é alvo de injúrias em 

uma variedade de distúrbios neurológicos e psiquiátricos, incluindo na DA (Anand e 

Dhikav, 2012).  
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Figura 1 – Imagem de fatia coronal do eixo transversal do hipocampo com esquema 
simplificado da conectividade entre as estruturas que formam o circuito trissináptico na 
formação hipocampal. As linhas pretas representam a conexão trissináptica onde aferências 
vindas da camada II do EC inervam células granulares e em cesto na camada intermediária 
(camada granular) no GD e os axônios dos neurônios granulares se comunicam com os 
dendritos apicais dos neurônios piramidais em CA3, por fim, projeções axonais de CA3 
realizam sinapses axodendríticas com os neurônios piramidais de CA1. As linhas vermelhas 
representam outras vias importantes no hipocampo que incluem projeções diretas do EC para 
todos os três campos de CA: a via eferente do hipocampo para o EC através do SUB, a 
projeção de feedback de CA3 para DG e os circuitos colaterais oriundos de CA3. EC: Córtex 
entorrinal, DG: Giro denteado, CA, Corno de Amon, SUB: Subiculum. Adaptado de (Knierim, 
2015). 

 
 
1.4 Papel dos Astrócitos e da Micróglia na Neuroinflamação 

 

Estudos realizados nas últimas décadas têm apresentado importantes 

evidências a respeito do papel das células gliais no SNC, esses dados mostram que 

a glia é um componente imprescindível para a homeostasia do cérebro e que também 

possui funcionamento ativo em seus processos patológicos (Gomes et al., 2013). Os 

astrócitos são as células da glia mais abundantes (metade das células do cérebro) e 

apesar de terem sido descritos anteriormente apenas como células de suporte aos 

neurônios, desempenham uma grande variedade de funções. Astrócitos atuam como 

participantes ativos no desenvolvimento e na plasticidade de sinapses e espinhos 

dendríticos, regulam a transmissão de gliotransmissores importantes (glutamato e 

ATP) e o seu funcionamento e interação são cruciais para a atividade normal do 

cérebro (Blanco-Suárez et al., 2017). As células da micróglia são classificadas como 

as células imunes do sistema nervoso, elas atuam durante a ocorrência de danos 
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cerebrais, injúrias ou infecções e iniciam uma resposta imune liberando mediadores 

inflamatórios, realizam a fagocitose de corpos estranhos e participam do reparo e 

regeneração de tecidos, ou seja, são essenciais para a homeostase do SNC 

(Karthikeyan et al., 2016; Sarlus et al., 2017). Os astrócitos e a micróglia são 

importantes agentes do desenvolvimento neural, da manutenção das conexões 

sinápticas e da homeostase no cérebro saudável. Entretanto, condições associadas à 

perda de homeostase ou alterações teciduais podem induzir um aumento na ativação 

dessas células na sua forma reativa e produzir neuroinflamação (Sawikr et al., 2017). 

A neuroinflamação é um fenômeno presente e característico nas doenças 

neurodegenerativas, além disso, desempenha um papel significativo a partir da sua 

participação/envolvimento nos processos fisiopatológicos presentes nessas doenças, 

inclusive na DA; tais eventos dão sustentação aos argumentos que sugerem que a 

neuroinflamação pode exercer alguma participação na patogênese e na evolução da 

DA, produzindo aumento na ativação de células reativas e consequentemente  o 

aumento de citocinas pró-inflamatórias (Karthikeyan et al., 2016; Calsolaro e Edison, 

2016; Sawikr et al., 2017). Neste contexto, torna-se necessário novas investigações 

sobre os mecanismos envolvidos na astrogliose e microgliose em doenças 

neurodegenerativas, assim como a descoberta de novas terapias e produtos que 

configurem a modificação da atividade inflamatória dessas células. 

 

1.5 Sistema Colinérgico e os Receptores Colinérgicos Muscarínicos  

 

A acetilcolina atua como um dos principais neurotransmissores no sistema 

nervoso central (SNC) e periférico (SNP). No SNC, ela está envolvida na 

termoregulação, controle motor e processos cognitivos como atenção, memória, 

aprendizagem e alerta. No SNP, via inervação parassimpática, a acetilcolina controla 

funções como contração da musculatura lisa, homeostase, modulação de taxa e força 

cardíaca e secreção glandular (Westfall e Westfall, 2011; Kessler et al., 2017; Naser 

e Kuner, 2018). Ao longo dos anos várias outras descobertas importantes 

evidenciaram o papel da acetilcolina na modulação de diferentes eventos celulares 

como a proliferação, diferenciação, secreção e migração (Wessler e Kirkpatrick, 2008; 

Kessler et al., 2017; Wessler e Kirkpatrick, 2017). A acetilcolina também está envolvida 

na regulação do processo de apoptose, eventos angiogênicos, organização do 

citoesqueleto e movimentos de íons e água (Wessler e Kirkpatrick, 2008; Campoy et 
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al., 2016). Além disso, a acetilcolina tem um papel na regulação da resposta anti-

inflamatória (RosasBallina et al., 2011), secreção de insulina (Rodriguez-Diaz et al., 

2011) e função cardíaca (Roy et al., 2016). 

Os receptores para a acetilcolina se dividem em duas classes principais: 

nicotínicos e muscarínicos. Os receptores nicotínicos pertencem à família de 

receptores ionotrópicos que, quando ativados, adquirem a conformação de canal 

aberto permeável aos íons Na+ e K+, mediando à transmissão excitatória rápida. Esses 

receptores são constituídos por cinco subunidades proteicas (α, β, γ, δ e ε) e estão 

distribuídos principalmente na junção neuromuscular e SNC (Ventura et al., 2010).  

Por outro lado, os receptores colinérgicos muscarínicos são do tipo metabotrópicos e 

pertencem à família de receptores acoplados à proteína G e, sua ativação leva a 

produção de segundos mensageiros no interior da célula. Estes serão o alvo de nosso 

estudo. Os receptores colinérgicos muscarínicos de acetilcolina pertencem à família 

de receptores glicoproteicos de membrana acoplados a proteínas heterotriméricas 

regulatórias, ligados ao nucleotídeo de guanina (proteínas G) (Gibbons e Dean, 2016). 

Os cinco subtipos de receptores muscarínicos foram identificados em vários tecidos 

por estudos funcionais e com radioligantes (Eglen et al., 1996; Caulfield e Birdsall, 

1998; Wang et al., 2001), por técnicas de biologia molecular (Kubo, T. et al., 1986; 

Kubo, Tai et al., 1986; Bonner et al., 1987; Bonner et al., 1988; Wess, 2004) e por 

técnicas imunológicas (Zeng e Wess, 1999; Khan et al., 2002).  

Cinco genes distintos que codificam estes receptores foram clonados e 

denominados m1, m2, m3, m4 e m5. Estes cinco genes não apresentam introns em 

sua sequência codificadora, e exibem alta homologia entre as espécies mamíferas 

(Hulme et al., 1990; Hall et al., 1993; Eglen et al., 1996; Ventura et al., 2010). Os cinco 

clones correspondem respectivamente, aos receptores farmacologicamente 

caracterizados como M1 a M5, de acordo com sua afinidade por antagonistas seletivos 

e sinalização intracelular (Kubo, T. et al., 1986; Kubo, Tai et al., 1986; Hulme et al., 

1990; Caulfield, 1993; Wess, 1993; Hulme et al., 1995; Eglen et al., 1996; Wess, 1996; 

Lanzafame et al., 2003). 

Cada subtipo de receptor muscarínico pode estar acoplado a várias vias de 

sinalização intracelulares (Ballinger et al., 2016; Lebois et al., 2018). Os subtipos M1, 

M3 e M5 estão principalmente relacionados com a estimulação da hidrólise de 

fosfoinositídeos de membrana, pela ativação da fosfolipase Cβ, gerando IP3 (1,4,5-

trisfosfato de inositol), que mobiliza o cálcio dos estoques intracelulares e DAG 
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(diacilglicerol), levando a ativação de proteína quinase C (Bonner et al., 1988; Peralta 

et al., 1988; Ashkenazi et al., 1989; Liao et al., 1989; Ehlert, 2003; Lanzafame et al., 

2003). Por outro lado, os subtipos M2 e M4 estão envolvidos principalmente com a 

inibição de algumas isoformas de adenililciclase e, portanto, com a diminuição da 

formação de AMP cíclico (3’,5’-monofosfato cíclico de adenosina) e ativação da 

proteína quinase A, responsável pela fosforilação de várias proteínas, como por 

exemplo, canais de cálcio e proteínas nucleares, que regulam a expressão gênica 

(Ashkenazi et al., 1987; Peralta et al., 1988; Ashkenazi et al., 1989). Foi também 

mostrado que a redução dos níveis de AMP cíclico pela ativação dos receptores 

muscarínicos M2 pode também ocorrer por meio da ativação da fosfodiesterase (Han 

et al., 1998). 

 

1.6 Receptores Colinérgicos Muscarínicos no Sistema Nervoso Central  

 

No SNC, os receptores colinérgicos muscarínicos estão envolvidos na 

regulação de várias funções, como por exemplo, cognitiva, comportamental, sensorial, 

motora e autonômica (Brown, 2010; Ballinger et al., 2016; Lebois et al., 2018). No 

encéfalo de ratos machos, estudos de ligação utilizando radioligantes, de 

imunoprecipitação e ensaios de reação da transcripitase reversa seguida de reação 

em cadeia da polimerase (RT-PCR) mostraram a presença dos cinco subtipos de 

receptores muscarínicos e uma expressão diferencial destes subtipos nas várias 

áreas cerebrais (Levey, 1993; Kruse et al., 2014).  

Particularmente no hipocampo, foi demonstrada a presença do RNA 

mensageiro para os cinco subtipos. Estudos de imunohistoquímica detectaram uma 

maior população do subtipo M1 (55%) e menor expressão dos subtipos M2 (17%), M3 

(10%) e M4 (15%) (Levey, 1993). Em hipocampo de camundongos machos, 

geneticamente modificados, deficientes em um dos cinco genes que codificam os 

subtipos de receptores muscarínicos, estudos de ligação utilizando o antagonista 

muscarínico [3H] N-Metil-Escopolamina ([3H]NMS) mostraram uma maior expressão 

do subtipo M1 (69%), seguido pelo subtipo M2 (30%), M3 (17%) e M4 (9%) e baixa 

expressão do subtipo M5 (1%) (Oki et al., 2005). Ensaios de imunoprecipitação 

realizados em nosso laboratório também mostraram, em hipocampos de ratas fêmeas 

na fase de proestro, um perfil de expressão para os diferentes subtipos similares ao 

reportado na literatura: 61%, 23%, 8%, 6%, e 0,6%, respectivamente, para os subtipos 
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M1, M2, M3, M4 e M5 (Cardoso et al., 2010). 

O papel funcional dos cinco subtipos de receptores muscarínicos, nas diversas 

funções cerebrais, não está totalmente esclarecido. Evidências farmacológicas 

sugerem que a ativação do subtipo M1 pode melhorar os processos cognitivos e a 

plasticidade sináptica no hipocampo (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016). A 

administração de agonistas seletivos para o receptor muscarínico M1 pode ser uma 

importante ferramenta terapêutica na doença de Alzheimer, no comprometimento de 

memória associado ao envelhecimento e no comprometimento cognitivo associado 

com a esquizofrenia (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016). Na doença de Alzheimer, 

agonistas de receptor M1 podem ter um benefício adicional uma vez que diminuem a 

formação da placa amilóide citotóxica, pela modulação positiva do precursor solúvel 

da proteína amilóide (APP) (Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016).  

Com relação ao receptor M2, foi mostrado que está amplamente expresso tanto 

na pré- como na pós-sinapse, mas sua função nos processos cognitivos não está 

totalmente esclarecida e com resultados controversos na literatura (Haga et al., 2012; 

Scarr, 2012; Ballinger et al., 2016).  

O receptor muscarínico M3 é significativamente menos distribuído no SNC. 

Estudos têm mostrado o papel central desse subtipo. Em camundongo deficiente do 

gene que codifica este receptor foi mostrado que os animais se alimentam menos e 

são mais magros, sugerindo um papel na regulação da ingestão de alimentos 

(Yamada et al., 2001; Kruse et al., 2014).  

No SNC o subtipo M4 está amplamente distribuído no estriado e, além disso, 

co-localizado com receptores dopaminérgicos (Bonsi et al., 2011). Em animais 

deficientes desse subtipo foram retratados um aumento da atividade locomotora basal 

e uma hipersensibilidade do efeito locomotor, estimulado pela ativação de receptores 

D1 de dopamina, indicando uma interação funcional entre esses dois sistemas de 

receptores (Havekes et al., 2011).  

Com relação ao receptor muscarínico do subtipo M5, a primeira hipótese de seu 

envolvimento na regulação vascular cerebral foi demonstrada por Wang & Friedman 

(Wang e Friedman, 1994). Posteriormente, estudos de hibridização in situ e 

imunohistoquímica tem mostrado a presença do receptor M5 nas células endoteliais 

do círculo de Willis e artérias cerebrais (Tayebati et al., 2003). Estudos in vivo 

utilizando ressonância magnética em animais deficientes do gene que codifica o 

receptor M5 mostraram uma redução do fluxo sanguíneo no córtex, hipocampo, 
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gânglio basal e tálamo. Nos neurônios piramidais do hipocampo, estas mudanças 

estão associadas com a redução no número de espinhas, atrofia dendrítica, 

diminuição na atividade excitatória espontânea e, consequentemente, 

comprometimento da memória (Araya et al., 2006). Além disso, tem sido constatado 

que o subtipo M5 é possível alvo para o tratamento de dependência química (Raffa, 

2009; Dencker et al., 2012; Scarr, 2012). 

 

1.7 Receptores Colinérgicos Muscarínicos na DA 

 

Na DA, deficiências como a degeneração dos neurônios colinérgicos, 

hipofunção colinérgica e perda de sinapses, são fenômenos presentes e com 

potencial para gerar déficits em todos os aspectos da cognição e do comportamento, 

incluindo o processamento de informações corticais e hipocampais (Levey, 1993; 

Jiang et al., 2014; Ferreira-Vieira et al., 2016). Diferentes investigações realizadas nas 

últimas décadas têm reiterado que na DA a neurotransmissão e o desempenho do 

sistema colinérgico encontram-se comprometidos (Pearson et al., 1983; Avery et al., 

1997; Lebois et al., 2017; Moran et al., 2019). Além disso, uma variedade de sintomas 

neuropsiquiátricos, incluindo, agitação, apatia, depressão, delírios (Rosenberg et al., 

2015), comportamento sem propósito, desinibição, distúrbios do sono e apetite, etc, 

têm sido relacionados à deficiência colinérgica (Cummings e Back, 1998). A 

degeneração de neurônios colinérgicos decorrentes do prosencéfalo basal figura 

dentre as principais características presentes na neuropatologia na DA, mesmo em 

estágios iniciais (Whitehouse et al., 1981; Goekoop et al., 2006). Os principais 

componentes da sinalização colinérgica estão comprometidos na DA. Os níveis dos 

dois subtipos de colinesterases, a acetilcolinesterase (AChE) e o butirilcolinesterase 

(BuChE) (Winslow et al., 2011), além do transportador vesicular de acetilcolina 

(VAChT), estão reduzidos (Kuhl et al., 1996). A atividade da colina acetiltransferase 

(ChAT) no hipocampo (Araujo et al., 1988) e no córtex também foram descritos como 

reduzidas (DeKosky et al., 1992; Quirion et al., 1993). Esses achados fornecem 

sustentação para as hipóteses colinérgicas e colocam a deficiência do sistema 

colinérgico como um dos principais fatores na disfunção da memória nos pacientes 

com DA (Schliebs et al., 2006). Atualmente, as principais opções medicamentosas 

para o tratamento da DA, responsáveis por produzir melhorias clínicas relevantes, são 

baseadas na administração de inibidores de colinesterases e /ou moduladores de 
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receptores NMDA (Raina et al., 2008). Entretanto, problemas como a limitação no 

tempo de eficácia na restauração da neurotransmissão colinérgica (não mais que três 

anos), a baixa ou nenhuma propriedade modificadora da doença, e os efeitos 

adversos, ainda precisam ser solucionados (Grossberg, 2003; Inglis, 2002; Hampel et 

al., 2018).  

Diante deste cenário, a modulação do sistema muscarínico através de medidas 

que visem a inibição ou estimulação de receptores muscarínicos de acetilcolina 

(mAChR), representa uma estratégia viável no tratamento de diferentes doenças e 

distúrbios em que o sistema colinérgico está comprometido (Kudlak e Tadi, 2020). No 

SNC, a regulação de diferentes processos envolvendo funções cerebrais superiores, 

incluindo aprendizagem e memória, pode ser mediada pela estimulação ou inibição 

de mAChR. Embora existam vários estudos relatando uma redução nos níveis de 

mAChR na DA, ainda não há um consenso sobre a questão.  

Pesquisas post-mortem com tecido cerebral de pacientes com DA, relataram 

uma diminuição significativa nos níveis do receptor muscarínico M1 em diferentes 

regiões cerebrais, inclusive no hipocampo e no córtex (Rodríguez-Puertas et al., 1997; 

Verma et al., 2018; Wang et al., 1992; Yi et al., 2020). Com relação ao subtipo M2, foi 

relatado uma redução acentuada nas regiões cortical e hipocampal (Araujo et al., 

1988). Além disso, uma pesquisa que investigou a relação entre os níveis de 

receptores muscarínicos (M1-M5) no córtex orbitofrontal de pacientes com DA com 

psicose, utilizando radioligantes, relatou uma redução na densidade de ligação dos 

subtipos M3, M4 e M5 (Tsang et al., 2008). Em contrapartida, investigações realizadas 

com toxinas seletivas radiomarcadas contra M1, M2, M4, relataram que os níveis de 

mAChRs pré-sinápticos podem ser diminuídos a partir da progressão do 

comprometimento cognitivo leve para a DA. Ou seja, essas alterações podem estar 

sujeitas a padrões gerais pré e pós-sinápticos de degeneração que ocorrem no 

processo de evolução da doença (Lebois et al., 2018; Mulugeta et al., 2003). Outras 

investigações relataram mudanças complexas nos níveis de receptores muscarínicos 

no SNC de indivíduos com DA, tendo demonstrado níveis mais baixos de receptores 

em áreas como o prosencéfalo basal, frontal inferior, cingulado e occipital (Colloby et 

al, 2015), e níveis mais elevados de receptores em áreas como o subículo, giro para-

hipocampal e córtex pré-frontal dorsolateral de indivíduos com o distúrbio (Scarr et 

al., 2017). Em adição, outras pesquisas não encontraram mudanças significativas nos 

níveis de mAChRs no SNC dos indivíduos com o distúrbio investigados (Wang et al., 
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1992; Pakrasi et al., 2007). Essas divergências também podem ser resultantes de 

diferenças no manuseio das amostras, da metodologia de medição de ligação ao 

receptor, das diferentes regiões cerebrais estudadas e (Medeiros et al., 2011) do 

estágio da doença. Apesar do conflito entre os estudos, a maioria dos dados sugere 

que o sistema de receptores muscarínicos está prejudicado/alterado na fisiopatologia 

da doença de Alzheimer (Scarr, 2012; Levey, 1996). Nesse contexto, fica exposta a 

necessidade de mais pesquisas para compreender melhor o papel dos receptores 

muscarínicos no SNC de indivíduos com DA.  

Estudos relataram que a ativação de receptores muscarínicos de acetilcolina 

(mAChRs) está envolvida na ativação de diferentes vias de sinalização no SNC, sendo 

responsáveis por processos pós-traducionais de diversas proteínas (Ahmed et al., 

2017). Testes in vivo (Welt et al., 2015) e in vitro, mostraram que a ativação do subtipo 

M1, em modelos animais de DA, podem modular o processamento de APP em direção 

a vias não amiloidogênicas, reduzir os níveis de beta amiloide (Davis et al., 2010), da 

proteína Tau, e melhorar o desempenho cognitivo (Caccamo et al., 2006). Além disso, 

ensaios clínicos de pacientes com DA também demonstraram que a ativação desse 

subtipo de receptor está associada à regeneração neural e à diminuição da 

concentração de β-amilóide (Verma et al., 2018). O uso dos diferentes subtipos de 

receptores muscarínicos como alvos para o tratamento da DA pode representar uma 

estratégia relevante no tratamento e no entendimento da complexidade da doença. 

 Diante desses fatos, fica evidente que o desenvolvimento de estratégias de 

tratamento eficazes em retardar ou prevenir a progressão da DA passará pelas 

intervenções colinérgicas. Dada a complexidade e heterogeneidade da fisiopatologia 

da doença, o uso de terapias combinadas direcionadas a múltiplos alvos vem sendo 

cogitada em diversos trabalhos, onde o uso de inibidores da AChE combinado com 

outras substâncias de diferentes propriedades como anti-amilóide, anti-tau, 

antioxidantes e imunoterapêuticas, representam uma alternativa importante para 

tratamento da DA (Korábečný et al., 2018; Hampel et al., 2018; Spilovska et al., 2017; 

Mishra et al., 2013). 
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1.8 Geleia Real 

 

A geleia real (GR) é um composto viscoso derivado da secreção das glândulas 

hipofaringeanas (consistência aquosa) e mandibulares (consistência leitosa) das 

abelhas operárias da espécie Apis melífera (Mureşan et al., 2019). Na colmeia, 

durante a fase larval, a GR serve de alimento para todas as abelhas durante os 

primeiros dias de vida, após esse período, apenas a abelha rainha passa a ser 

alimentada com esse composto e isso se perpetua durante toda a sua vida (Fig.2). 

Em contra partida, as abelhas rainhas vivem por um período de até 5 anos enquanto 

as operárias (derivadas do mesmo genoma diploide) vivem em média 45 dias. Além 

disso, as abelhas rainha são maiores, se desenvolvem mais rapidamente e possuem 

um sistema para a reprodução (produção de ovos) muito eficiente. Isso mostra que a 

GR possui um papel essencial na regulação do desenvolvimento fisiológico, 

longevidade e diferenciação da sociedade das abelhas em castas (Page e Peng, 

2001; Kamakura, 2011; Shorter et al., 2015). A GR é constituída por uma grande 

variedade de compostos que incluem: altas quantidades de ACh (Grünewald e Siefert, 

2019), proteínas, açúcares, lipídios, vitaminas, aminoácidos, minerais, flavonóides, 

polifenóis, além de moléculas bioativas que atuam em processos de regeneração 

celular no organismo humano (Ting et al., 2014; Ramanathan et al., 2018). 

 

 

         Figura 2 – Larva Real mergulhada em geleia real. Fonte: (Ramos, 2007). 
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Desde a antiguidade, a GR é utilizada e reconhecida por apresentar diversos 

efeitos biológicos e terapêuticos (Kocot et al., 2018). Atualmente, diversos estudos 

têm mostrado que a GR possui uma série de atividades fisiológicas e farmacológicas 

que atuam na regulação de sistemas biológicos. A sua utilização tem mostrado 

enorme potencial terapêutico para inúmeras doenças e disfunções, por exemplo, no 

tratamento de doenças como diabetes, hipercolesterolemia (Khazaei et al., 2018; 

Maleki et al., 2019), ação anticâncer (Miyata et al., 2018), antioxidante (Liu et al., 2008; 

Gu H et al., 2018), cicatrizante (Siavash et al., 2011; Lin Y et al., 2019), neuroprotetora 

(Mohamed et al., 2015), além de outros efeitos.  

Na complexa variedade de componentes quimicamente ativos que compõem a 

GR, o Ácido 10-Hidróxi-2-decenóico (10-HDA) (Fig.3), encontrado apenas na GR, 

representa o principal agente da fração lipídica e também o principal princípio ativo; é 

considerado comercialmente como um indicador de boa qualidade e autenticidade, 

ainda possui ação antimicrobiana, o que confere ao produto maior durabilidade (Fratini 

f et al., 2016; Zhao et al., 2016). Estudos demonstraram que o ácido 10-HDA também 

apresenta efeitos antioxidantes e neuroprotetores (Mohamed et al., 2015), efeitos 

benéficos na diminuição de sintomas de ansiedade e depressão em modelos murinos 

de estresse induzido (Ito et al., 2012), efeito antiinflamatório (Sugiyama et al., 2012), 

propriedades antienvelhecimento (Honda et al., 2015), e capacidade de induzir 

aumento do crescimento e da viabilidade de neurônios primários do hipocampo 

(Weiser et al., 2017). Outro importante composto bioativo e exclusivo da GR é o AMP 

N1-óxido, que segundo Teixeira e colaboradores (2017), apresenta efeitos 

antioxidantes e neuroprotetores identificados em um modelo de contenção e estresse 

pelo frio em ratos. Outros achados mostraram um efeito positivo dessa substância 

como facilitadora da astrogênese em células progenitoras em cultura (NSCs) a partir 

da ativação/fosforilação do STAT3, uma proteína transdutora de sinal que regula a 

expressão de genes específicos de astrócitos (Hattori et al., 2007). As MRJPs (major 

real jelly proteins), correspondem ao principal grupo de proteínas da GR (mais de 80% 

das glicoproteínas solúveis) (Drapeau et al., 2006), elas apresentam atividade 

imunomoduladora (Simuth et al., 2004), reguladora da atividade metabólica em 

síndromes metabólicas (Kashima et al., 2014), potencial efeito cicatrizante (Lin et al., 

2019) e outras atividades. Além disso, peptídeos oriundos da hidrólise de proteínas 

da GR, através da protease N, mostraram forte atividade antioxidante (Guo et al., 

2009). Se tratando de conteúdo proteico da GR, também vale salientar a Royalisin, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19007163
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um peptídeo de 5,5 kDa que também possui atividade antibacteriana (Bílikova et al., 

2015). 

Diante do cenário atual de carência de terapias eficientes contra a DA e outras 

doenças neurodegenerativas, e do aumento crescente da expectativa de vida global, 

torna-se urgente a necessidade do uso de novas ferramentas com potencial 

terapêutico (Lane et al., 2018).  

Em estudo realizado anteriormente por nosso grupo, mostramos os efeitos 

benéficos da GR em funções cognitivas e sua ação neuroprotetora. Neste estudo, 

utilizamos o modelo da icv-STZ e mostramos que a GR foi capaz de induzir efeitos 

positivos na retenção da memória espacial operacional dos animais e de reduzir a 

neurodegeneração e o estresse oxidativo induzidos pelo icv-STZ (Silva, 2017; Silva et 

al., 2020). 

 

 

Figura 3 – Fórmula estrutural do Ácido 10-Hidróxi-2-decenóico (10-HDA), um componente 
único da GR, não é encontrado em nenhuma outra matéria-prima natural e apresenta uma 
série de atividades farmacológicas. Fonte: (You et al., 2019). 
 

 

No final de dezembro de 2019, foi relatado à Organização Mundial da Saúde 

(OMS) a ocorrência de um surto epidêmico viral desconhecido na cidade de Wuhan, 

província de Hubei, China (Zhu et al., 2020a; Huang et al., 2020). O surto se espalhou 

rapidamente e até 11 de novembro de 2020 já haviam sido divulgados mais de 

51.251.907 casos e 1.270.930 mortes em mais de 216 países ou regiões em todo o 

globo (Guo e He, 2021). Atualmente este surto é classificado pela OMS como 
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pandemia de Covid-19, doença causada pelo novo coronavírus (SARS‐CoV‐2) 

(WHO., 2019; Zhu et al., 2020a). 

Os desafios impostos à sociedade pela pandemia de Covid-19 revelaram a 

necessidade urgente do desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico rápido e 

protocolos de tratamento eficazes (Sreepadmanabh et al., 2020). Entretanto, não há 

tratamentos aprovados para pacientes com COVID-19 até o momento (Loannidis et 

al., 2020; Alsharif e Qurashi et al., 2021). 

Investigações recentes concluíram que a suplementação nutricional pode 

desempenhar um papel de suporte em pacientes com COVID-19 resultando na 

redução da carga viral de SARS-CoV-2 e no tempo de hospitalização (Gombart et al., 

2020; Calder et al., 2020; Shakoor et al., 2021). 

Nesse cenário, e a partir do aprimoramento das ferramentas de pesquisa, tendo 

em vista os avanços recentes relacionados aos produtos apícolas, a apiterapia tem 

revelado ser uma fonte promissora de agentes farmacológicos e nutracêuticos (Nainu 

et al., 2021), incluindo atividade antiviral para o tratamento e/ou profilaxia da COVID-

19 (Lima et al., 2021) e outras doenças virais (Nainu et al., 2021). Produtos das 

abelhas como mel, própolis e geleia real apresentam em sua composição compostos 

fenólicos que contribuem para muitas de suas propriedades funcionais, incluindo sua 

atividade antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifúngica, antiinflamatória, 

cicatrizante e cardioprotetora, entre outras (Cornara et al., 2017; Pasupuleti et al., 

2017; Al Naggar et al., 2021). 

No que se refere a GR, estudos recentes com as principais proteínas da GR 

(MRJPs; MRJPs 1–9) mostraram uma potente atividade antiviral contra hepatite C 

(HCV) e HIV (EL-Fiky et al., 2018; EL-Fiky et al., 2020; Habashy et al., 2019). Em 

adição, análises in sílico e de Docking molecular revelaram que a MRJP2 e sua 

isoforma X1 da GR são supostamente eficientes na supressão da replicação viral e 

podem aumentar a sensibilidade de células hospedeiras à imunidade inata para 

detecção viral após a entrada. Dessa forma, esses componentes poderiam prevenir 

complicações causadas pela infecção do SARS-CoV-2. No entanto, novas 

investigações, como testes in vitro, ainda são necessárias para confirmar esses 

mecanismos previstos (Habashy e Abu-Serie et al., 2020).  

Evidências mostram que a coinfecção microbiana (fúngicas ou bacteriana) 

aumenta o risco de gravidade da doença COVID-19 em humanos (Zhu et al., 2020). 

Por outro lado, foi relatado na literatura que GR possui um potente efeito 
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antibacteriano, principalmente contra bactérias Gram positivas (Fratini F et al., 2016) 

e antifúngico (Koç et al., 2010), além de efeitos positivos na estimulação/ativação de 

funções imunológicas (Babaei et al., 2016). 

 Nesse contexto, dado seu amplo espectro de efeitos biológicos apontados em 

pesquisas, a GR apresenta-se como uma ferramenta potencial e uma alternativa 

viável como agente modulador de mecanismos envolvidos no envelhecimento (como 

o estresse oxidativo), na longevidade e qualidade de vida (Kunugi et al., 2019). Além 

disso, pode ser útil como um produto em potencial para o tratamento e prevenção de 

coinfecções microbianas assim como um agente profilático para casos de COVID-19, 

além de outras síndromes respiratórias humanas. No entanto, mais estudos são 

necessários para examinar os mecanismos celulares e moleculares específicos dos 

constituintes da GR (MRJPs, 10-HDA, Royalisin, AMP N1-óxido, entre outros) que 

infelizmente não têm sido devidamente explorados. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar os efeitos do consumo oral e prolongado da Geleia Real em ratos 

Wistar submetidos ao modelo icv-STZ através de avaliações comportamentais e 

neuroquímicas. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

Avaliar os efeitos do consumo por via oral da Geleia Real em ratos submetidos 

ao modelo icv-STZ por meio das seguintes abordagens: 

 

a) Avaliar a aprendizagem e memória espacial operacional utilizando o teste do 

labirinto quático de Morris; 

b) Avaliar a aprendizagem e memória de curta e longa duração utilizando o teste 

de reconhecimento de objeto novo; 

c) Analisar a atividade exploratória através do teste de campo aberto; 

d) Analisar a ativação das células glias; astrócitos e micróglia a partir da 

imunorreatividade para GFAP e IBA-1, respectivamente; 

e) Determinar os subtipos de receptores muscarínicos, por meio do estudo de 

imunoprecipitação com anticorpo que reconhece a região aminoterminal de 

cada um dos subtipos de receptores muscarínicos (M1 a M5), em preparação 

de membrana solubilizada de hipocampo de ratos; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com 2 meses de idade, 

fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan com peso compreendido entre 

220g e 240g. Os animais foram mantidos alojados em gaiolas de polietileno forradas 

com maravalha (1 animal por caixa) em condições padronizadas de temperatura (22 

± 2 °C). Foi respeitado um ciclo circadiano de 12 horas, claro-escuro (luz ligada às 

7h). Os ratos tiveram livre acesso à comida e água e passaram por um período de 4 

dias de adaptação ao ambiente antes da realização dos experimentos. Os 

procedimentos experimentais tiveram aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa no 

Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) e foram protocolados sob o número 

1246250718.  

 

3.2 Geleia Real 

 

A geleia real (GR) foi utilizada na sua forma in natura. Foi utilizada uma dose 

diária de 200 mg/kg via oral (v.o) por gavagem durante 14 dias consecutivos a partir 

do sétimo dia após a cirurgia estereotáxica. Durante a fase de tratamento (período 

P3), os animais de todos os grupos permaneceram 6 horas em jejum (7h – 13h) antes 

de receberem a GR ou água destilada (grupo Controle). A GR foi obtida da empresa 

apícola “Estação do Mel” (Pindamonhangaba - SP, Brasil) e primeiramente mantida a 

-80°C e ao abrigo da luz. Posteriormente, foi fracionada e armazenada em tubos 

Eppendorfs em alíquotas de 350mg e mantida congelada a -20 °C. 

 

3.3 Administração Intracerebroventricular de Estreptozotocina; Modelo                               

Experimental da Doença de Alzheimer Esporádica 

 

Para realizar o procedimento cirúrgico de injeção icv-STZ os animais foram 

primeiramente anestesiados com cetamina (130 mg/kg via intraperitoneal, i.p.) e 

xilasina (13 mg/kg i.p.), tendo em seguida a cabeça raspada e o crânio exposto e 

fixado no aparelho estereotáxico. As suturas ósseas cranianas foram expostas e o 

ponto Bregma serviu de referência para as coordenadas definidas a partir do atlas de 



44 
 

coordenadas estereotáxicas de Paxinos e Watson (1998). Foram feitos 2 pequenos 

orifícios com uma broca de baixa rotação para que a injeção icv bilateral pudesse ser 

realizada. As coordenadas definidas (ântero-posterior = -0,8 mm; medial-lateral = ± 

1,5 mm e dorso-ventral = -3,8 mm) foram confirmadas com a realização de cortes 

histológicos do cérebro. A injeção icv bilateral foi feita diretamente nos ventrículos 

laterais com uma microsseringa Hamilton de 5,0 µl conectada ao aparelho 

estereotáxico. Foi administrado 3,0 mg/kg de estreptozotocina por animal (1,5 mg/kg 

por ventrículo). A solução de estreptozotocina foi preparada pela diluição da droga em 

solução Ringer 0,125 mg/ul (média de 3,0 ul de solução por ventrículo) imediatamente 

antes de seu uso. A injeção icv foi realizada em um fluxo de 1ul/min. Após a injeção, 

a agulha foi mantida por mais 2 minutos em cada ventrículo para evitar o refluxo da 

solução. Em seguida, a área da incisão foi limpa com soro fisiológico estéril e 

posteriormente suturada. Os animais do grupo Controle foram submetidos aos 

mesmos procedimentos cirúrgicos e receberam injeção icv de solução Ringer. Após a 

cirurgia os animais passaram por um período de recuperação de 3 dias alojados em 

gaiolas individuais com comida e água a vontade. 

 

3.4 Grupos Experimentais 

 

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: 

a) Grupo Controle (CTR) – Receberam solução Ringer (icv) e água destilada (v.o). 

b)  Grupo Geleia Real (GR) – Receberam solução Ringer (icv) e geleia real (v.o). 

c) Grupo Estreptozotocina (STZ) – Receberam estreptozotocina (icv) e água 

destilada (v.o). 

d) Grupo Estreptozotocina / Geleia Real (STZ-GR) – Receberam 

estreptozotocina (icv) e geleia real (v.o). 

 

3.5 Testes comportamentais 

 

3.5.1 Labirinto Aquático de Morris  

 

Os testes de labirinto aquático de Morris foram realizados em um tanque 

circular de fundo e paredes pretas com 200 cm de diâmetro e 50 cm de altura, 

preenchida até 30 cm com água à temperatura de aproximadamente 25 °C (Morris, 
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1984). Uma plataforma de acrílico transparente de 10 cm de diâmetro, colocada a 2 

cm abaixo da superfície da água, serviu de escape para os animais. A plataforma 

submersa permaneceu no mesmo local durante toda a sessão de um mesmo dia, mas 

a cada dia a plataforma foi mudada de localização/quadrante. A piscina foi dividida em 

4 quadrantes (Q1, Q2, Q3, Q4) de áreas iguais que se intersectam uma a outra ao 

longo de linhas imaginárias que cruzam a borda da piscina nos locais cardinais 

arbitrários de início (N,S,L,O). Estes foram marcados e usadas como referenciais para 

o experimentador (Fig.4). Após o animal ser introduzido na piscina, teve de aprender 

a chegar ao local da plataforma submersa em um período de até 2 minutos, tendo 

como referência visual as pistas externas fixadas nas paredes próximas ao labirinto. 

Após encontrar a plataforma submersa, o animal permaneceu sob a plataforma por 

15 segundos para reconhecimento do ambiente. Os animais foram submetidos a 4 

tentativas de localização da plataforma a cada dia. Quando o animal não encontrava 

a plataforma (submersa) na primeira tentativa da sessão do dia, ele era guiado até a 

plataforma e deixado lá por 15 segundos para o reconhecimento do ambiente, pois 

nessa 1° tentativa é natural/comum que o animal não encontre onde a plataforma se 

encontra. O intervalo de tempo entre as 4 tentativas (IET) foi de 5 minutos (IET = 5). 

Para a análise do aprendizado e memória espacial dos ratos foram utilizados os 

seguintes parâmetros: “Latência para Encontrar a Plataforma” (LAT), “Distância 

Percorrida” (DIST), e “Porcentagem de Tempo na Área do Contador” (%T-A_CONT), 

a qual corresponde a uma área três vezes o diâmero da plataforma. O experimento 

foi registrado por uma câmera de vídeo conectada a um computador configurado com 

o software Maze HVS-Image (versão 2014) programado para analisar pares de 

coordenadas que definem a posição do animal coletadas a cada 0,1s. Todos os testes 

comportamentais foram realizados sempre no período vespertino, entre 14:00 e 18:00 

h. 

Os resultados coletados nos testes foram separados e analisados 

separadamente em 3 períodos distintos (Fig. 5). Período P1 (no qual os animais não 

receberam nenhum tratamento): Compreende os quatro primeiros dias de testes (S1 

à S4), que antecedem a cirurgia icv-STZ. Neste período foi realizada a fase de 

aprendizado. Período P2: Foi avaliado o efeito da injeção icv-STZ no desempenho de 

aprendizado e memória espacial operacional dos animais através de duas sessões de 

testes (S5 e S6) nos dias 4 e 6 da linha do tempo. Período P3: Foi analisado os efeitos 

da injeção icv-STZ e o efeito do tratamento oral com a geleia real no desempenho do 
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aprendizado e memória espacial dos animais nos dias 11, 13, 16, 18 e 20 (total de 5 

sessões, S7 à S11), da linha do tempo, após a cirurgia. Durante todas as sessões 

realizadas (S1 à S11) os animais realizaram 4 tentativas (T1 à T4) de localização da 

plataforma em cada sessão. 

 

     

Figura 4 – Esquema representativo do teste labirinto aquático de Morris. Fonte: (Wu P et al., 
2016). 
 
 

3.5.2 Teste Campo Aberto (CA) 

 

O teste de Campo Aberto foi realizado para avaliar a atividade exploratória e 

locomotora dos animais. A partir deste teste é possível analisar respostas 

comportamentais como atividade locomotora, hiperatividade, hipoatividade e 

comportamento exploratório (Dagan et al., 2016). Os animais foram colocados no 

centro da arena do Campo Aberto, e individualmente, foram observados por um 

período de 5 minutos. Entre as observações de cada animal, a arena foi limpa com 

uma solução de álcool 5% para evitar que o cheiro e resíduos dos outros animais 

influenciassem no resultado. O aparato em que foi feito o experimento possui um 

formato circular com uma área de 98 cm de diâmetro cercado por paredes de 45 cm 

de altura (para evitar a fuga dos animais) sendo o piso pintado de branco e demarcado 

com linhas pretas que formam círculos concêntricos e retas segmentadas; por meio 

dessas marcações foi possível fazer a quantificação da atividade locomotora dos 

sujeitos. Os parâmetros comportamentais abordados como indicativo da atividade 
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geral dos ratos foram: frequência de locomoção, frequência de levantar, tempo de 

limpeza e tempo de parado. O ato de o animal se locomover, penetrando com as 4 

patas em uma das divisões do chão da arena foi registrado como uma unidade de 

locomoção. A unidade de levantar corresponde a postura do animal, ao permanecer 

apoiado somente nas patas posteriores e com o tronco perpendicular ao chão da 

arena, tendo a cabeça dirigida para cima e tocando, ou não, com as patas anteriores 

as paredes do campo aberto. O parâmetro parado foi avaliado como período de tempo 

(em segundos) em que o animal não apresentou nenhuma atividade motora, 

permanecendo estático no que diz respeito a cabeça, tronco e membros. O tempo de 

limpeza foi avaliado de acordo com o período em que o animal executou movimentos 

nas patas anteriores em direção a boca ou a cabeça (em segundos), e ainda ao dar 

continuidade ao passar as patas anteriores para trás dos pavilhões auriculares com 

movimentos de lamber dirigidos principalmente as porções laterais do corpo e da 

genital. Esse teste foi feito no 13° dia após a cirurgia icv-STZ, dentro do período 

denominado P3 na linha do tempo do delineamento experimental (Fig.5). 

 

3.5.3  Reconhecimento de Objetos (RO) 

 

O Teste de reconhecimento de objetos (RO) investiga alterações na memória 

de curto e longo prazo dos roedores; consiste em analisar o comportamento natural 

dos ratos em explorar objetos novos em detrimento de objetos antigos, baseando-se 

no instinto exploratório inato dos roedores em explorar a novidade para o aprendizado 

do ambiente (Ennaceur e Delacour, 1988). O experimento foi realizado no mesmo 

aparato onde é feito o Teste de Campo Aberto. O teste de RO é composto de três 

fases: fase de habituação, fase de amostragem e fase de teste. Inicialmente, antes de 

qualquer procedimento (fase de habituação), os animais foram colocados, 

individualmente, na arena de campo aberto vazia e permitidos a explorar o ambiente 

(para reduzir o medo do desconhecido), durante 10 min, por 3 vezes, com intervalos 

de 30 minutos entre as habituações, sendo posteriormente levados para sua caixa 

moradia. Durante a fase de amostragem (24 horas após), os animais foram colocados 

novamente na arena que continha dois objetos idênticos denominados A1 e A2, 

alinhados ao centro e a uma distância de 20 cm das paredes laterais. Foi permitido 

aos animais explorar o ambiente e os objetos durante 10 minutos e o tempo de 

exploração de cada objeto foi cronometrado. Durante a fase de teste (1 hora após a 
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fase de habituação), um dos objetos (A2) foi trocado por um objeto novo, denominado 

objeto B, os animais foram então recolocados na arena e permitidos a explorar por 5 

minutos e em seguida levados para suas caixas moradia. Após 24 horas (segunda 

etapa da fase teste), para avaliar a memória de longo prazo esse procedimento foi 

repetido, havendo a substituição do objeto B por outro objeto (novo), denominado 

objeto C. O tempo de exploração de cada objeto foi cronometrado e a arena e os 

objetos foram limpos com álcool 5% entre os testes. Foi considerado como exploração 

dos objetos, o ato de cheirar, tocar o objeto com a pata dianteira, lamber, morder ou 

aproximar o nariz a uma distância ≤ 1 cm. A preferência pelo objeto novo foi calculada 

pela razão entre o tempo gasto explorando o objeto novo (T-novo) dividido pelo tempo 

gasto pelo animal explorando ambos os objetos (T-total) caracterizado como Índice 

de Discriminação (DI = T-novo / T-total). Esse experimento foi realizado nos dias 13, 

14 e 15 após a cirurgia icv-STZ (Fig. 5). 

 

3.6  Ensaios de imunohistoquímica para avaliação da atividade de astrócitos e 

micróglia em hipocampo de ratos 

 

No final do cronograma experimental, após os testes comportamentais (21° dia 

após as cirurgias estereotáxicas), os animais foram submetidos às análises 

histológicas. Primeiramente foram anestesiados com cetamina (130 mg/kg via 

intraperitoneal, i.p.) e xilasina (13 mg/kg i.p.), após, perfundidos intracardiamente no 

ventrículo esquerdo (com auxílio de uma bomba de perfusão contínua) com 300 ml de 

tampão fostato salina (PBS – phosphate buffered saline) 0.1M, pH 7,4, seguido por 

300 mL de paraformaldeído 4% em tampão fosfato (PB – sodium phosphate buffer) 

0,1 M, pH 7,4. Os cérebros foram removidos do crânio, pós-fixados em 

paraformaldeído a 4% por 4h a 4°C e crioprotegidos com solução de sacarose 30%, 

por mais de 48 horas (sob temperatura de 4 °C) até a realização dos cortes. Os tecidos 

foram cortados (espessura de 30 µm) em gelo seco usando um micrótomo deslizante 

de congelamento. Os cortes coronais sequenciais foram colocados em placas de 

cultivo, em solução crioprotetora e armazenados a 4 °C até o momento do 

procedimento de imuno-histoquímica. Para a imunomarcação as regiões CA1, CA3, 

HL, GD do hipocampo foram submetidos à metodologia de peroxidase com anticorpos 

específicos de interesse do estudo, dentre eles: Iba1 (Abcam, ab5076) e GFAP 

(Sigma Aldrich, g3893). Os cortes foram lavados em tampão PB por três vezes de 10 
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minutos e incubados com os anticorpos primários descritos acima em PB com 0,3% 

de triton x-100 e 5% de soro normal em que foi produzido o anticorpo secundário. 

Após um período de 14 a 18 horas à temperatura ambiente, os cortes foram 

novamente lavados em tampão PB e incubados por duas horas com anticorpo 

secundário biotinilado. Após uma nova série de lavagens, os cortes foram incubados 

por mais duas horas com o complexo avidina-biotina-peroxidase, numa solução de 

triton x-100 0,3 % em PB 0,1M com 0,4 M de NaCl. Após nova série de lavagens com 

PB, os cortes foram pré-incubados em solução contendo 3,3’-diaminobenzidina (DAB) 

e tampão PB 0,1M, durante 3 minutos sob agitação. Posteriormente, ainda sob 

agitação, foi adicionado gradualmente, em gotas, 2 ml de H2O2 0,3% (100 mL de H2O2 

30% em 10mL de H2O destilada) utilizando uma pipeta plástica descartável, até que 

fosse possível visualizar a marcação marrom nos tecidos. Após a reação ser revelada, 

os cortes foram lavados em PB, montados em lâminas gelatinizadas e deixados secar 

em estufa de secagem e posteriormente desidratados em soluções de concentração 

crescente de etanol, clarificados em xilol e cobertas com lamínulas tendo como meio 

de montagem permount. A quantificação do número de células e a quantificação por 

densitometria foram analisadas em cortes imunocorados. As imagens foram 

capturadas utilizando um microscópio óptico (DMIRB, Leica) acoplado a uma câmera 

digital (DXM 1200C, Nikon). Foram obtidas com objetiva de 10x. A análise 

automatizada das imagens foi processada com o software Image J® 1,49v (Schneider 

et al., 2012). Os parâmetros usados para capturar as imagens digitais foram mantidos 

constantes. Cada imagem foi aberta e convertida para o formato de 8 bits; uma porção 

do hipocampo de interesse dentro da imagem foi delineada. A imunocoloração foi 

avaliada em áreas de 0,04 mm2 para HL, CA3, CA1 e 0,05 mm2 para GD. As 

contagens de células foram realizadas em 6 (Iba1) e 10 (GFAP) seções do cérebro de 

cada animal (hemisfério direito ou esquerdo). 
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3.7 Ensaios de Imunoprecipitação para detecção dos subtipos de receptores 

muscarínicos (M1 a M5) 

 

3.7.1 Drogas e Reagentes  

 

Atropina (antagonista muscarínico não seletivo), deoxicolato de sódio, 

digitonina, albumina bovina (fração V), sacarose, PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluoride), TRIZMA-base (tris[hydroxymethyl]amino-methane), cloreto de magnésio 

(MgCl2) e EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), procedentes da Sigma Chemical 

Co. (St Louis, MO, USA). Reagente de Bradford, procedente da Bio-Rad Laboratories 

(Richmond, CA, USA). Pansorbin, procedente da Calbiochem (La Jolla, Ca, USA) e 

álcool etílico absoluto e sacarose, procedentes da Synth Produtos para Laboratório 

LTDA (Diadema, SP, Brasil). 

 

3.7.2 Anticorpos 

 

Anticorpos primários policlonais, produzidos em cabra, contra a região 

aminoterminal dos receptores muscarinicos, M1 (C-20): Sc-7470; M2 (C-18): Sc-7472; 

M3 (C-20): Sc-7474; M4 (C-19): Sc-7476 e M5 (C-20): Sc-7478, procedentes da Santa 

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).  

Anticorpo secundário procedentes da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, 

USA). 

 

3.7.3 Substâncias radioativas 

 

[3H]Quinuclidynil benzilate, L-[benzilic-4,4’-3H(N)]- ([3H]QNB), atividade 

específica 47,4 Ci/mmol, procedente da PerkinElmer (Boston, MA, USA).  

 

3.7.4 Tampão Tris HCl para ensaios com radioligantes 

  

Foi utilizado o tampão Tris-HCl, com a seguinte composição (mM): TRIZMA-

base 25, MgCl2 5; EDTA 1,0; PMSF 1 e sacarose 300.  

Foi preparada a solução (exceto sacarose e PMSF) e conservada à 4°C. No 

momento do uso, foram acrescentados a sacarose e o PMSF. O pH do tampão variou 
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entre 7,4 e 7,5. As soluções tampões usadas nos experimentos foram preparadas em 

água destilada e filtrada em sistema Milli Q (Milli Q Plus, Millipore). A solução estoque 

de PMSF (0,1 M) foi preparada com etanol absoluto e conservado a -20°C por até 30 

dias. 

 

3.7.5 Outros materiais 

  

Líquido de cintilação Optiphase Hifase 3, procedente da Perking Elmer 

(Loughborough, Leics, UK).  

Filtro de fibra de vidro GF/B, procedente da Whatman (Maidstone, England). 

 

3.7.6 Isolamento do hipocampo de ratos 

 

Animais dos diferentes grupos experimentais foram pesados e anestesiados 

com solução de cloridrato de cetamina (130 mg/kg i.p.) e cloridrato de xilazina (13 

mg/kg i.p). Após abertura da caixa craniana do animal o cérebro foi exposto e foi 

realizada a dissecção do hipocampo. Este foi retirado e lavado com tampão Tris-HCl 

25mM, (contendo sacarose 0,3 M, MgCl2 2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM). 

 

3.7.7 Preparação de membrana semipurificada de hipocampo 

 

O hipocampo (obtido de 4-5 animais) foi homogeneizado no tampão Tris-HCl  

25 mM (contendo sacarose 0,3 M, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM), 

empregando-se homogenizador “Ultra-Turrax” a 9.500 rpm, 2 vezes, 30 segundos. O 

homogenato foi centrifugado a 1.000 x g, durante 10 minutos. O sobrenadante foi 

separado e filtrado em camada dupla de gaze. O precipitado foi ressuspendido no 

mesmo tampão, novamente homogeneizado, centrifugado e filtrado nas mesmas 

condições anteriormente descritas. O conjunto dos sobrenadantes foi centrifugado a 

100.000 x g durante 60 minutos (Cardoso et al., 2004). O precipitado foi ressuspendido 

em tampão Tris-HCl 25 mM (pH 7,4) contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 

mM com o auxílio de um homogeneizador “Dounce” (Abdalla et al., 2004). Todo o 

processo de obtenção da membrana foi desenvolvido a 4°C e a estocagem da 

preparação foi a -80°C. 
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A concentração de proteína foi determinada (Bradford, 1976), em alíquotas das 

suspensões de membranas do hipocampo.  

 

3.7.8 Detecção dos subtipos de receptores muscarínicos (M1 - M5) 

 

Os experimentos foram realizados segundo o método descrito por Shiozaki e 

colaboradores (1999), com algumas modificações (Cardoso et al., 2010):  

 

3.7.9 Determinação da ligação específica do [3H]Quinuclidynil benzilate ([3H]QNB) 

em preparação de membrana semipurificada de ratos controle (CTR) 

 

As preparações de membrana semipurificada de hipocampo de animais 

controle (100 g proteína), em duplicata, foram incubadas por 60 minutos a 30C em 

tampão Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM) com 1,5 

nM de [3H]QNB (ligação máxima obtida nos ensaios de saturação) (Silva et al., 2019), 

na presença (ligação inespecífica) e na ausência (ligação total) de atropina 1 M, em 

volume final de 500 L, seguida de rápida filtração em filtro Whatman GF/B. Os filtros 

foram lavados 3 vezes com 1 ml de PBS gelado e transferidos para frascos contendo 

5 ml de líquido de cintilação. A radioatividade foi determinada, por 2 minutos cada 

amostra, em contador β (LS 6500 IC, Beckman). A ligação específica (ligação total - 

ligação inespecífica) do [3H]QNB foi determinada. O resultado foi expresso em 

fmol/mg de proteína.  

 

3.7.10 Solubilização do complexo [3H]QNB-receptor e determinação da ligação 

específica 

 

As preparações de membrana semipurificada de hipocampo de animais dos 

diferentes grupos experimentais (100 g proteína), em duplicata, foram incubadas por 

60 minutos a 30C em tampão Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM 

e PMSF 1 mM) com 1,5 nM de [3H]QNB na presença (ligação inespecífica) e na 

ausência (ligação total) de atropina 1 M, em volume final de 500 L. Após esse 

período, as amostras foram lavadas com 500 L de Tris-HCl 25 mM, (contendo MgCl2 

5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e deoxicolato de sódio 0,1 %) e incubadas no mesmo 
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tampão, por 1 hora a 4oC. A seguir, o receptor muscarínico foi solubilizado usando 

Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, digitonina 0,1% e 

deoxicolato de sódio 0,1 %) por 15 minutos a 4oC. Após centrifugação (15.000 x g, 20 

minutos, 4oC) o sobrenadante, contendo o receptor solubilizado, foi filtrado (filtro GF/B) 

e, a seguir, transferido para frasco contendo 5 mL de líquido de cintilação. A 

radioatividade e a ligação específica foram determinadas como descrito anteriormente 

no item 3.7.9. 

 

3.7.11  Imunoprecipitação dos subtipos de receptores muscarínicos 

 

As preparações de membrana semipurificada de hipocampo de animais dos 

diferentes grupos experimentais (100 µg proteína), em duplicata, foram incubadas por 

60 minutos a 30°C em tampão Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM 

e PMSF 1 mM) com 1,5 nM de [3H]QNB, em volume final de 500 µL. Após esse 

período, as amostras foram lavadas com 500 µL de Tris-HCl 25 mM, (contendo MgCl2 

5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e deoxicolato de sódio 0,1 %) e incubadas no mesmo 

tampão, por 1 hora a 4oC. A seguir, o receptor muscarínico foi solubilizado usando 

Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, digitonina 0,1% e 

deoxicolato de sódio 0,1 %) por 15 minutos a 4oC. Após centrifugação (15.000 x g, 20 

minutos, 4oC), 100 µL do sobrenadante, contendo o receptor solubilizado, 100 µL das 

amostras, em duplicata, proveniente dos diferentes grupos experimentais foram 

incubadas por 4 horas a 4oC com 0,5 µg de anticorpo primário policlonal que 

reconhece a região aminoterminal de cada um dos subtipos dos receptores 

muscarínicos M1 a M5 (Santa Cruz Biotechnology) (ligação total) ou com IgG (ligação 

inespecífica), em Tris-HCl 25 mM (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, 

digitonina 0,1% e deoxicolato de sódio  0,1 %). Após este período, foi adicionado às 

amostras 20 mL de pansorbin e, novamente, incubadas sob agitação por 1 hora a 4ºC. 

A amostra foi centrifugada (15.000 x g, 10 minutos, 4ºC). O precipitado foi lavado 2 

vezes com 200 µL de Tris-HCl 25 mM, (contendo MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM e PMSF 

1 mM), e novamente centrifugado na mesma condição anteriormente descrita. 

Alíquotas de 50 µL do sobrenadante ([3H]QNB-receptores muscarínicos não 

precipitado pelo pansorbin) e do precipitado (pansorbin + [3H]QNB-cada subtipo de 

receptores muscarínicos, imunoprecipitação total) ou pansorbin + [3H]QNB-IgG, 



54 
 

imunoprecipitação inespecífica) foram transferidas para frasco contendo 5 mL de 

liquido de cintilação e a radioatividade determinada em contador β. 

A imunoprecipitação específica (imunoprecipitação total - imunoprecipitação 

inespecífica) foi determinada e expressa em fmol/mg de proteína.  

No hipocampo dos animais controle (CTR), o percentual de imunoprecipitado 

de cada subtipo de receptor foi também calculado dividindo os valores obtidos no 

precipitado pelos obtidos no sobrenadante + precipitado (Shiozaki et al., 1999). 

 

3.8 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados obtidos em todos os testes, foi realizada 

utilizando o software GraphPadPrism v5. Para a análise estatística de dados obtidos 

no teste do Labirinto aquático de Morris, Reconhecimento de Objetos e as Análises 

Histológicas de Imuno-histoquímica, foi usado a análise de variância (ANOVA) de uma 

ou duas vias, seguida do pós-teste de Bonferroni. Foi usado a Análise de Variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para a análise do teste de Campo Aberto. Os 

dados obtidos nos testes de Imunoprecipitação foram analisados por ANOVA seguida 

do teste de Newman-Keuls. Os resultados foram apresentados como média ± erro 

padrão (S.E.M). O nível de significância foi fixado em 5% (p0,05). 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os procedimentos experimentais apresentados nos protocolos dos testes 

comportamentais, nas análises histológicas e na imunopreciptação foram utilizados 

em todos os grupos. Todos os experimentos foram realizados de forma padronizada, 

respeitando o período/dia estabelecido na linha do tempo do delineamento 

experimental (Figura 5) e os horários estabelecidos nos materiais e métodos. 

 

Figura 5 – Esquema representativo do Delineamento Experimental 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Avaliação do aprendizado e memória espacial no labirinto aquático de 

Morris em ratos – Período P1 

 

No Período P1 mostramos os resultados referentes ao treinamento feito no 

período pré-injeção icv-STZ, ou seja, quando os ratos já tinham sido distribuídos em 

diferentes grupos, mas ainda não tinham recebido qualquer tratamento. Os resultados 

de aprendizado e memória avaliados pelo teste do labirinto aquático de Morris, na 

versão memória operacional, apresentados na Tabela 1, evidenciam os dados dos 

seguintes parâmetros: Latência para Encontrar a Plataforma (LAT), Distância 

Percorrida (DIST) e Porcentagem de Tempo na Área do Contador (a qual corresponde 

a uma área de três vezes o diâmero da plataforma) (%T-A_CONT). Demonstraram 

haver significância estatística para o fator tentativa [F(3,636) = 12,60-41,38 ;p<0,0001] 

e ausência de efeito significante para o fator Grupo [F(3,636) = 0,5565-3,194 

;p<0,6435]. O efeito significante para o fator Tentativa mostra que os animais 

apresentaram uma melhora no aprendizado ao longo das Tentativas e a inexistência 

de efeito para o fator Grupo mostra que todos os grupos apresentaram desempenho 

semelhante. Esse resultado revela que antes da cirurgia icv-STZ e do tratamento oral 

com a GR os animais estavam nas mesmas condições experimentais para a 

realização dos testes. Ao observarmos os gráficos do período P1 (Fig. 6), é possível 

notar que todos os grupos apresentaram curva de aprendizado semelhante, indicando 

que os sujeitos aprenderam a tarefa e melhoraram o seu desempenho ao longo das 

tentativas realizadas. O fator de significância em relação a tentativa 1 (T1), ocorreu 

porque nessa primeira tentativa os animais (de ambos os grupos) ainda não sabiam 

onde a plataforma se encontrava. No decorrer das tentativas seguintes (T2, T3 e T4), 

os animais apresentaram um aprendizado progressivo em relação à localização da 

plataforma. Dessa forma, o desempenho dos animais foi apresentado como 

T4>T3>T2>T1 (Figura 6). Vale ressaltar que neste período, apesar dos animais já 

estarem divididos em 4 grupos, nenhum deles recebeu qualquer tratamento com STZ, 

solução de Ringer ou GR. A divisão/nomeação dos grupos em CTR, GR, STZ e STZ-

GR nessa fase é apenas prospectiva, feita para otimizar o cronograma. 
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Tabela 1 – Memória operacional espacial avaliada pelo teste de labirinto aquático de 

Morris no período P1 (pré-cirúrgico) com intervalo de 5 min entre as tentativas – 
IET5  

 

PARÂMETRO  GRUPO TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO   

  
  F 3,636   P  F 3,636     P   F 3,636     P   

LAT  0,5565 0,6435  41,38 < 0,0001   0,7448 0,6678   
 
 
DIST  3,194 0,0287  12,60 < 0,0001    0,5959 0,8007   

 
 
%T-A_CONT  2,119 0,1091   27,35 < 0,0001    0,6170 0,7829   
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TESTE DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS - PERÍODO P1 
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Figura 6 – Avaliação do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste Labirinto 

Aquático de Morris em diferentes parâmetros da memória operacional espacial no Período P1 
(pré-cirúrgico, dias -4, -3, -2, -1) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10); 
GR (n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; 
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina–Geleia Real. Valores representados pela 
média obtida em quatro 4 sessões de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO 
(CTR, GR, STZ e STZ-GR) como fator entre-sujeitos, e os fatores SESSÃO (S1 a S4) e 

TENTATIVA (T1 a T4) como fatores intra-sujeitos. Dados expressos como média ± SEM. ▪ 
Significativamente diferente de T1 (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste de 
Bonferroni). Os animais não receberam qualquer tratamento. A nomeação dos grupos em 
CTR, GR, STZ e STZ-GR nessa fase é apenas prospectiva, feita para otimizar o cronograma. 
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5.2 Avaliação do aprendizado e memória espacial no labirinto aquático de 

Morris em ratos injetados icv-STZ – Período P2 

 

Os resultados apresentados no período P2 mostram os efeitos da injeção icv-

STZ (grupo STZ e STZ-GR) da injeção icv de solução Ringer (grupo CTR e GR) no 

aprendizado e memória espacial operacional dos animais (4º e 6º dia do cronograma 

experimental). Vale ressaltar, que nesta fase do teste investigamos apenas os efeitos 

da icv-STZ, e que o tratamento oral com GR só foi iniciado no Período P3, a partir do 

7°dia após a cirurgia. Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que nos 

parâmetros Latência para Encontrar a Plataforma (LAT), Distância Percorrida (DIST) 

e Porcentagem de Tempo na Área do Contador (%T-A_CONT), houve diferença 

significante para o fator Grupo [F(3,316) = 8,861-160,0; p<0,0001], e também para o 

fator tentativa [F(3,316) = 6,141-13,74; p<0,0001]. O efeito significante para o fator 

Tentativa indica que os animais dos grupos CTR e GR, aprenderam a tarefa e 

memorizaram o local da plataforma ao longo das tentativas. O efeito significante para 

o fator Grupo revela que houve diferença de aprendizado entre os grupos controle 

(CTR), Geleia Real (GR) e aqueles tratados com icv-STZ (STZ e STZ-GR). Os dados 

obtidos foram analisados por ANOVA e demonstraram que a lesão causada por icv-

STZ (grupo STZ e STZ-GR) induziu prejuízos de aprendizado e memória, evidenciado 

pelo mal desempenho dos animais quando comparados aos grupos CTR e GR 

(p<0,05) (Fig. 7). Este resultado pode ser observado tanto no decorrer das 4 tentativas 

de um mesmo dia (sessão) como ao longo dos dias de observação pós cirurgia. 

 

Tabela 2 – Memória operacional espacial avaliada pelo teste de labirinto aquático de 
Morris no 4° e 6° dia após a injeção icv-STZ ou solução controle com intervalo de 5 
min entre as tentativas (Período P2 – IET5). 

 

PARÂMETRO   GRUPO  TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO 

  
   F 3,316     P   F 3,316     P  F 3,316   P 

LAT    160,0 < 0,0001   13,74 < 0,0001    6,225 < 0,0001 
 
 
DIST     24,82 < 0,0001    6,141 < 0,0009    0,2349  0,9891 
 
 
%T-A_CONT     8,861 < 0,0001    13,33 < 0,0001    3,081 < 0,0017 
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TESTE DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS - PERÍODO P2 
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Figura 7 – Avaliação do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste de 

Labirinto Aquático de Morris em diferentes parâmetros da memória operacional espacial no 
Período P2 (dias 4 e 6) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10); GR (n=10); 
STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-
GR=Estreptozotocina–Geleia Real. Valores representados pela média obtida em duas 
sessões de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO (CTR, GR, STZ e STZ-
GR) como fator entre-sujeitos, e os fatores SESSÃO (S5 a S6) e TENTATIVA (T1 a T4) como 
fatores intra-sujeitos. Dados expressos como média ± SEM. Valores indicados por diferentes 
letras (a e b) diferem significativamente entre si, em relação ao fator GRUPO. # 
Significativamente diferente do grupo CTR e GR em relação ao fator TENTATIVA. Valores 
apontados pelos símbolos (*) e (&) diferem significativamente do grupo GR e CTR 
respectivamente, em relação ao fator TENTATIVA (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do 
pós-teste de Bonferroni). Nesta fase, foi avaliado apenas os efeitos da injeção icv-STZ. 
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5.3 Avaliação do aprendizado e memória espacial no labirinto aquático de 

Morris em ratos injetados icv-STZ e tratados com geleia real – Período P3 

                                                                                                            

Os dados obtidos e analisados no Período P3 representam os efeitos da injeção 

icv-STZ e da administração oral e prolongada de geleia real sobre o desempenho dos 

animais nas tarefas de memória operacional do labirinto aquático de Morris. Os 

resultados apresentados na Tabela 3, representam os dados dos seguintes 

parâmetros: Latência para encontrar a Plataforma (LAT), Distância Percorrida (DIST) 

e Porcentagem de Tempo na Área do Contador (%T-A_CONT). Esses dados 

expressam a existência de efeito significante para o fator Grupo [F(3,736) = 33,86-

333,2; p<0,0001], e para o fator Tentativa [F(3,736) = 9,515-51,74; p<0,0001]. Os 

resultados na Tabela 3 mostram significância estatística nas tentativas T2, T3 e T4 do 

parâmetro Latência (LAT) para o grupo STZ-GR em relação ao grupo STZ, isso indica 

que os animais aprenderam a tarefa e memorizaram o local onde estava localizada a 

plataforma ao longo das tentativas. O efeito significante para o fator Grupo, mostra 

que houve diferença de aprendizado entre os grupos. O pós-teste de Bonferroni 

mostra que os animais dos grupos que receberam injeção icv de STZ (STZ e STZ-

GR) apresentaram prejuízos de aprendizado e memória quando comparados aos 

animais dos grupos que receberam injeção de solução de Ringer (CTR e GR) e que, 

além disso, o tratamento oral com GR foi capaz de melhorar o desempenho dos 

animais (p<0,05) (Fig. 8). 

 
Tabela 3 – Resultados do Teste de Memória no Período P3 – IET5 

 

PARÂMETRO    GRUPO TENTATIVA TENTATIVA / GRUPO   
  F 3,736     P F 3,736      P    F 3,736     P   
LAT 333,2 < 0,0001  45,72 < 0,0001     7,257 < 0,0001   
 
 
 
DIST 33,86 < 0,0001   9,515 < 0,0001     0,7383  0,6738   
 
 
 
%T-A_CONT 35,48 < 0,0001    51,74 < 0,0001      8,446 < 0,0001   
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TESTE DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS - PERÍODO P3 
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Figura 8 – Avaliação do desempenho dos animais ao longo das tentativas no teste de 

Labirinto Aquático de Morris em diferentes parâmetros da memória operacional espacial no 
Período P3 (do 7° ao 20° dia) com intervalo entre tentativas de 5 min (IET5). CTR (n=10); GR 
(n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; 
STZ-GR=Estreptozotocina–Geleia Real. Valores representados pela média obtida em cinco 5 
sessões de testes. Os dados foram analisados tendo o fator GRUPO (CTR, GR, STZ e STZ-
GR) como fator entre-sujeitos, e os fatores0 SESSÃO (S7 a S11) e TENTATIVA (T1 a T4) 
como fatores intra-sujeitos. Valores indicados por diferentes letras (a,b,c) diferem 
significativamente entre si, em relação ao fator GRUPO. ▪ Significativamente diferente do 
grupo CTR, GR e STZ-GR em relação ao fator TENTATIVA. # Significativamente diferente do 
grupo CTR e GR em relação ao fator TENTATIVA. * Significativamente diferente do grupo GR 
em relação ao fator TENTATIVA (p<0,05, ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste de 
Bonferroni). 
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5.4 Avaliação da atividade exploratória no Teste de Campo Aberto em ratos 

injetados icv-STZ e tratados com geleia real 

 

A Análise de Variância ANOVA mostra que não houve diferença significante 

entre os diferentes grupos referente aos diferentes parâmetros avaliados no teste de 

Campo Aberto. Os parâmetros analisados foram: Frequência de Locomoção: CTR 

(70,0±4,97), GR (75,0±2,98), STZ (67,5±5,38), STZ-GR (85,0±3,05). Frequência de 

Levantar: CTR (24,0±1,44), GR (23,5±2,56), STZ (22,0±3,02), STZ-GR (22,0±2,62). 

Tempo de Limpeza: CTR (10,0±3,05) GR (18,5±3,87), STZ (17,0±1,55), STZ-GR 

(12,0±2,88). Tempo Parado: CTR (0,1±1,62), GR (0,1±1,80), STZ (3,0±1,37), STZ-GR 

(0,1±1,73). Os resultados mostram que tanto a injeção icv-STZ como o tratamento 

prolongado com a geleia real não alteraram a atividade geral dos animais nos 

parâmetros analisados de frequência de Locomoção e Levantar, tempo de Limpeza e 

parado (p>0,05, ANOVA, teste de Tukey) (Fig. 9). 

 

 

 



64 
 

Locomoção

0

50

100

150
CTR

GR

STZ

STZ-GR

F
r
e

q
u

ê
n

c
ia

 d
e

 L
o

c
o

m
o

ç
ã

o
 (

L
O

)

  

Levantar

0

10

20

30

40
CTR

GR

STZ

STZ-GR

F
r
e

q
u

ê
n

c
ia

 d
e

 l
e
v

a
n

t
a

r
 (

L
E

)

 Parado

0

10

20

30

40

GR

CTR

STZ

STZ-GR

T
e

m
p

o
 (

s
)

     

Limpeza

0

10

20

30

40
CTR

GR

STZ

STZ-GR

T
e

m
p

o
 
(
s

)

 

 

Figura 9 – Efeitos da injeção icv-STZ e do tratamento prolongado com Geleia Real sobre a 

atividade exploratória dos animais observados em Campo Aberto e medido pela frequência 
de locomoção e levantar, tempo de limpeza e parado. CTR (n=10); GR (n=10); STZ (n=10); 
STZ-GR (n=10). CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR= 
Estreptozotocina-Geleia Real. Dados expressos como média ± erro padrão. Valores não 
diferiram entre si (P>0,05, ANOVA, seguida pelo pós-teste de Tukey). 
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5.5 Avaliação da memória de curta e longa duração a partir do Teste de 

Reconhecimento de Objetos em ratos injetados icv-STZ e tratados com 

geleia real 

 

Os resultados apresentados no Teste de Reconhecimento de Objeto, conforme 

ANOVA, demonstraram que os animais do grupo STZ (12,00 ± 0,90) exploraram o 

objeto novo por um período de tempo menor do que o objeto familiar, quando 

comparados  com os outros  grupos CTR (30,5 ± 4,5) e GR (24,0 ± 3,31), após um 

período de tempo de 1 hora e 24 horas, 14 e 15 dias após a lesão da cirurgia icv-STZ 

e sete dias após o início do tratamento com a GR. Não houve diferença significante 

no tempo de exploração dos objetos novos pelos animais do grupo STZ-GR (17,5 ± 

1,77), após um período de 1 hora e 24 horas, quando comparados com os grupos 

CTR, GR e STZ. 
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Figura 10 – Avaliação da memória de curto e longo prazo dos animais, utilizando o teste de 

Reconhecimento de Objetos, 1 hora e 24 horas após a fase de amostragem, 14 dias após a 
cirurgia estereotáxica. CTR (n=10); GR (n=10); STZ (n=10); STZ-GR (n=10). CTR=Controle; 
GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina–Geleia Real. Os dados 
foram expressos como média ± SEM. Valores indicados por diferentes letras (a e b) diferem 
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6 Avaliação da Imuno-Histoquímica em ratos injetados icv-STZ e tratados 

com geleia real 

 

5.6.1 Imunorreatividade para GFAP – Giro Denteado 

 

As análises imuno-histoquímicas da expressão astrocitária de GFAP foram 

realizadas para avaliar a astrogliose reativa em diferentes áreas do hipocampo dos 

animais após 21 dias da injeção icv-STZ e o tratamento oral e prolongado com a 

Geleia Real no marcador glial, GFAP.  

Todos os animais lesionados com a injeção icv-STZ (grupo STZ) e que não 

foram tratados com a GR (grupo STZ-GR), apresentaram um aumento na expressão 

de GFAP quando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de 

efeito significante para o fator lesão. 

Os dados analisados na Figura11 mostram que segundo ANOVA, houve 

aumento da imunorreatividade para GFAP na região do Giro Denteado (GD) do 

hipocampo nos animais do grupo STZ, quando comparados com os outros grupos; 

houve aumento no número de células marcadas e na intensidade óptica das 

marcações. Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma redução na marcação 

do número de células GFAP positivas e na análise de intensidade óptica das 

marcações quando comparado com o grupo STZ, indicando efeito significante para o 

fator tratamento. Os grupos CTR, GR e STZ-GR não apresentaram diferenças 

significantes em nenhum dos parâmetros de quantificação utilizados quando 

comparados entre si. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                          



67 
 

                                                                                                   

 

 

Astrócitos ativos - GD

C
TR

G
R

S
TZ

S
TZ-G

R

0

20

40

60

80

N
° 

d
e
 c

é
lu

la
s
 G

F
A

P
 p

o
s
it
iv

a
s
 (

IR
)

Grupos

a a
a

b

     

GFAP - GD

C
TR

G
R

S
TZ

S
TZ

-G
R

0

200

400

600

800

1000

D
e
n
s
id

a
d
e
 Ó

p
ti
c
a
 d

a
s
 M

a
rc

a
ç
õ
e
s

a a a

b

Grupos
 

Figura 11 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células GFAP positivas no Giro Denteado (GD), 21 dias após a 
injeção icv-STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma 
amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para GFAP (astrócitos GFAP-

positivos) no GD do hipocampo. (C) Intensidade óptica das marcações dos astrócitos 
imunorreativos no GD do hipocampo. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5). 
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia 
Real. Dados expressos como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados 
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.2  Imunorreatividade para GFAP – Hilo do Giro Denteado 

 

Foi observado, que os animais lesionados com icv-STZ apresentaram, 

conforme ANOVA, um aumento da resposta astrocitária no Hilo, quando comparados 

com os outros grupos, indicando a existência de efeito significante para o fator lesão. 

Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma redução no número de células 

marcadas no Hilo quando comparado com o grupo STZ, indicando uma redução da 

imunorreatividade para GFAP e a existência de efeito significante para o fator 

tratamento. 

A análise de densidade óptica das marcações, revelou, conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade óptica 

das marcações quando comparados com outros grupos, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Foi observada, uma redução da intensidade óptica das marcações 

(redução da imunorreatividade para GFAP) no grupo STZ-GR quando comparado ao 

grupo STZ, indicando a existência de efeito significante no fator Tratamento. Os 

grupos CTR e GR não apresentaram diferenças significantes quando comparados 

entre si (Fig. 12). 
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Figura 12 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células GFAP positivas no Hilo do GD, 21 dias após a injeção 
icv-STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma amostra de 
marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para GFAP (astrócitos GFAP-positivos) 
no Hilo do GD. (C) Intensidade óptica das marcações dos astrócitos imunorreativos no Hilo 
do GD. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5). CTR=Controle; GR=Geleia Real; 
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia Real. Dados expressos como 
média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras diferem 
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.3 Imunorreatividade para GFAP – Região CA3 

 

Foi observado que os animais lesionados com icv-STZ apresentaram, conforme 

ANOVA, um aumento da resposta astrocitária em CA3, quando comparados com os 

outros grupos, indicando a existência de efeito significante para o fator lesão. Os 

animais do grupo STZ-GR apresentaram uma redução no número de células 

marcadas em CA3 quando comparados com o grupo STZ, indicando uma redução da 

imunorreatividade para GFAP e a existência de efeito significante para o fator 

tratamento. 

A análise de densidade óptica das marcações revelou conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade óptica 

das marcações quando comparados aos outros grupos, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Foi observada, uma redução da intensidade óptica das marcações 

(redução da imunorreatividade para GFAP) no grupo STZ-GR quando comparado ao 

grupo STZ, indicando a existência de efeito significante no fator Tratamento. Os 

grupos CTR e GR não apresentaram diferenças significantes quando comparados 

entre si (Fig.13). 
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Figura 13 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células GFAP positivas da região CA3 do hipocampo, 21 dias 
após a injeção icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam 
uma amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para GFAP (astrócitos 
GFAP-positivos) na região CA3. (C) Intensidade óptica das marcações dos astrócitos 
imunorreativos na região CA3. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5). 
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia 
Real. Dados expressos como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados 
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.4  Imunorreatividade para GFAP – Região CA1 

 

Foi observado que os animais lesionados com icv-STZ (grupo STZ) 

apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da resposta astrocitária em CA1, 

quando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de efeito 

significante para o fator lesão. 

Os animais do grupo STZ-GR apresentaram uma redução no número de 

células marcadas em CA1 quando comparados com o grupo STZ, indicando uma 

redução da imunorreatividade para GFAP e a existência de efeito significante para o 

fator tratamento. 

 A análise de densidade óptica das marcações revelou, conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento expressivo na intensidade óptica 

das marcações quando comparados aos grupos CTR, GR e STZ-GR indicando efeito 

significante para o fator lesão. Além disso, o grupo STZ-GR apresentou maior 

imunorreatividade para GFAP quando comparado com os grupos CTR e GR. Os 

grupos CTR e GR não apresentaram diferenças significantes quando comparados 

entre si (Fig. 14). 
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Figura 14 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células GFAP positivas da região CA1 do hipocampo, 21 dias 
após a injeção icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam 
uma amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para GFAP (astrócitos 
GFAP-positivos) da região CA1. (C) Intensidade óptica das marcações dos astrócitos 
imunorreativos da região CA1. CTR (n=3); GR (n=5); STZ (n=5); STZ-GR (n=5). 
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia 
Real. Dados expressos como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados 
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.5 Imunorreatividade para IBA1 – Giro Denteado 

 

Foi observado que os animais que receberam a administração icv-STZ (grupo 

STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativação microglial, 

representado pelo aumento de células IBA-1 positivas no Giro Denteado (GD), quando 

comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de efeito significante 

para o fator lesão. O grupo STZ-GR não apresentou redução significante no número 

de células IBA1 positivas marcadas no GD quando comparado ao grupo STZ, além 

disso, os grupos CTR, GR e STZ-GR não apresentaram diferenças significantes 

quando comparados entre si.  

A análise de densidade óptica das marcações revelou conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade óptica das 

marcações quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Os animais do grupo STZ e STZ-GR não apresentaram diferenças 

significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR não 

apresentaram diferenças significantes quando comparados entre si (Fig. 15). 
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Figura 15 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células IBA-1 positivas do Giro Denteado (GD), 21 dias após a 
injeção icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma 
amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-1- 
positivas) no GD do hipocampo. (C) Intensidade óptica das marcações da micróglia 
imunorreativa do GD. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=4); STZ-GR (n=4). CTR=Controle; 
GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia Real. Dados 
expressos como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes 
letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni).  
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5.6.6 Imunorreatividade para IBA1 – Hilo do Giro Denteado 

 

Foi observado que os animais que receberam a administração icv-STZ (grupo 

STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativação microglial 

representado pelo aumento de células IBA-1 positivas no Hilo do GD, quando 

comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de efeito significante 

para o fator lesão. O grupo STZ-GR não apresentou redução significante no número 

de células IBA-1 positivas marcadas no HL quando comparado ao grupo STZ e os 

grupos não apresentaram diferenças significantes quando comparados entre si. Além 

disso, os grupos CTR, GR e STZ-GR não apresentaram diferenças significantes 

quando comparados entre si. 

 A análise de densidade óptica das marcações revelou conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade óptica das 

marcações quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Os animais do grupo STZ e STZ-GR não apresentaram diferenças 

significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR não 

apresentaram diferenças significantes quando comparados (Fig. 16). 
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Figura 16 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células IBA-1 positivas no Hilo do GD, 21 dias após a injeção 
icv-STZ (grupos STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma 
amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para IBA-1 (células IBA-1- 
positivas) no HL do GD. (C) Intensidade óptica das marcações da micróglia imunorreativa no 
HL do GD. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=4); STZ-GR (n=4). CTR=Controle; GR=Geleia Real; 
STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia Real. Dados expressos como 
média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras diferem 
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.7  Imunorreatividade para IBA1 – Região CA3 

 

Foi observado que os animais que receberam a administração icv-STZ (grupo 

STZ e STZ-GR) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativação microglial 

representado pelo aumento de células IBA-1 positivas na região CA3 do hipocampo, 

quando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de efeito 

significante para o fator lesão. O grupo STZ-GR não apresentou redução significante 

no número de células IBA-1 positivas marcadas na região CA3 quando comparado ao 

grupo STZ e os grupos não apresentaram diferenças quando comparados entre si. 

A análise de densidade óptica das marcações revelou conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade óptica das 

marcações quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Os animais do grupo STZ e STZ-GR não apresentaram diferenças 

quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR não apresentaram 

diferenças significantes quando comparados (Fig. 17). 
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Figura 17 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células IBA-1 positivas da região CA3 do hipocampo, 21 dias 
após a injeção icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam 
uma amostra de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-
1- positivas) na região CA3. (C) Intensidade óptica das marcações da micróglia imunorreativa 
na região CA3. CTR (n=3); GR (n=3); STZ (n=5); STZ-GR (n=4). CTR=Controle; GR=Geleia 
Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia Real. Dados expressos 
como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados por diferentes letras 
diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.6.8  Imunorreatividade para IBA1 – Região CA1 

 

Foi observado que os animais que receberam a administração icv-STZ (grupo 

STZ) apresentaram, conforme ANOVA, um aumento da ativação microglial 

representado pelo aumento de células IBA-1 positivas na região CA1 do hipocampo, 

quando comparados com os grupos CTR e GR, indicando a existência de efeito 

significante para o fator lesão. Além disso, o grupo STZ-GR não apresentou diferença 

significante no número de células IBA-1 positivas quando comparado aos grupos CTR, 

GR e STZ.  

A análise de densidade óptica das marcações revelou conforme ANOVA, que 

os animais do grupo STZ apresentaram um aumento na intensidade óptica das 

marcações quando comparados aos grupos CTR e GR, indicando efeito significante 

para o fator lesão. Os animais do grupo STZ e STZ-GR não apresentaram diferenças 

significantes quando comparados entre si. Os grupos CTR, GR e STZ-GR não 

apresentaram diferenças significantes quando comparados (Fig. 18). 
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Figura 18 – (A) Fotomicrografias digitais representativas de cortes coronais do hipocampo de 

rato ilustrando a marcação de células IBA-1 positivas da região CA1, 21 dias após a injeção 
icv de STZ (STZ e STZ-GR) ou solução Ringer (CTR e GR) (as setas indicam uma amostra 
de marcação). (B) Quantificação da Imunorreatividade para IBA-1 (células Iba-1- positivas) na 

região CA1 do hipocampo. (C) Intensidade óptica das marcações da micróglia imunorreativa 
na região CA1 do hipocampo. CTR (n=3); GR (n=4); STZ (n=5); STZ-GR (n=4). 
CTR=Controle; GR=Geleia Real; STZ=Estreptozotocina; STZ-GR=Estreptozotocina – Geleia 
Real. Dados expressos como média ± SEM. Escala=100 µm, objetiva 10x. Valores indicados 
por diferentes letras diferem significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Bonferroni). 
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5.7 Avaliação do efeito da administração intracerebroventricular de 

estreptozotocina (STZ) e/ou do tratamento com geleia real na expressão de cada 

subtipo de receptor muscarínico (M1 - M5) 

 

5.7.1  Porcentagem de Imunoprecipitação de cada Subtipo de Receptor 

Muscarínico (M1 – M5) em Hipocampo de Animais Controle (CTR) 

 

Na Figura 19 estão apresentadas as porcentagens de imunoprecipitação de cada 

subtipo de receptor muscarínico (M1 a M5), obtida no hipocampo de ratos do grupo CTR. 

Um maior percentual do receptor M1 (65,0 ± 0,8 %, n=3), seguido do M2 (37,91 ± 0,4%, 

n=3) foi observado no hipocampo de ratos. Em relação aos receptores M3 e M4 e M5, uma 

menor detecção desses subtipos foi também obtida (respectivamente 13,45 ± 0,55, n=3, 

10,31 ± 0,36, n=3 e 2,27 ± 0,03%, n=3). 

O perfil de expressão de cada subtipo de receptor muscarínico foi M1 > M2 > M3 = 

M4 > M5 (p < 0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls). 
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Figura 19 - Porcentagem de imunoprecipitação de cada subtipo de receptor muscarínico (M1 
a M5), obtido em hipocampo de ratos do grupo controle (CTR). Os Valores estão expressos 

como média  SEM. Valores indicados por diferentes letras diferem significativamente entre 
si (P < 0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls). 
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5.7.2  Expressão do Receptor Muscarínico M1 

 

Na figura 20 estão apresentados os resultados obtidos dos ensaios de 

imunoprecipitação para detecção do receptor muscarínico M1 em hipocampo de ratos 

dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com 

geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Houve uma diminuição significativa na 

expressão do receptor M1 no grupo STZ (1,22 ± 0,37 fmol/mg de proteína n=4) quando 

comparado com os grupos CTR e STZ-GR (respectivamente, 3,32 ± 0,80, n=4 e 3,58 

± 0,82 fmol/mg de proteína n=6). O tratamento prolongado com GR feito nos animais 

do grupo STZ-GR restabeleceu a expressão do receptor M1 quando comparado ao 

grupo controle. O grupo GR (tratamento positivo) (2,98 ± 1,70 fmol/mg de proteína, 

n=5) não apresentou diferença significante na expressão do receptor M1 quando 

comparado aos animais do grupo controle (CTR) e ao STZ-GR (p<0,05, ANOVA, teste 

de Newman-Keuls).  
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Figura 20 – Efeito da administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 
tratamento oral dos animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressão do receptor 
muscarínico M1, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os valores estão 

expressos como média  SEM. Os valores indicados por diferentes letras diferem 
significativamente entre si (p<0,05, ANOVA, teste de Newman-Keuls). 
 
 
 
 
 



84 
 

5.7.3 Expressão do Receptor Muscarínico M2 

 

Na figura 21 estão apresentados os resultados obtidos dos ensaios de 

imunoprecipitação para detecção do receptor muscarínico M2 em hipocampo de ratos 

dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com 

geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Não houve diferença significante na 

expressão do receptor M2 entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente, 

1,77 ± 0,75 n=4; 0,44 ± 0,34 n=4; 1,44 ± 0,58 n=6; 0,00 ± 0,82 n=5, fmol/mg de 

proteína) (p>0,05, ANOVA). 
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Figura 21 – Efeito da administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressão do 
receptor muscarínico M2, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os 

valores estão expressos como média  SEM. Valores não diferiram entre si (p>0,05, ANOVA). 
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5.7.4  Expressão do Receptor Muscarínico M3 

 

Na figura 22 estão apresentados os resultados obtidos dos ensaios de 

imunoprecipitação para detecção do receptor muscarínico M3 em hipocampo de ratos 

dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com 

geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Não houve diferença significante na 

expressão do receptor M3 entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente, 

0,48 ± 0,54 n=4; 0,00 ± 0,17 n=4; 0,40 ± 0,80 n=6; 1,90 ± 1,03 n=5, fmol/mg de 

proteína) (p>0,05, ANOVA). 
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Figura 22 – Efeito da administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressão do 
receptor muscarínico M3, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os 

valores estão expressos como média  SEM. Valores não diferiram entre si (p>0,05, ANOVA).  
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5.7.5 Expressão do Receptor Muscarínico M4 

 

Na figura 23 estão apresentados os resultados obtidos dos ensaios de 

imunoprecipitação para detecção do receptor muscarínico M4 em hipocampo de ratos 

dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com 

geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Não houve diferença significante na 

expressão do receptor M4 entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente, 

0,27 ± 0,36 n=4; 0,56 ± 0,11 n=4; 0,03 ± 0,87 n=6; 1,65 ± 0,64 n=5, fmol/mg de 

proteína) (p>0,05, ANOVA). 
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Figura 23 – Efeito da administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 
tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressão do 
receptor muscarínico M4, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os 

valores estão expressos como média  SEM. Valores não diferiram entre si (p>0,05, ANOVA). 
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5.7.6 Expressão do Receptor Muscarínico M5 

 

Na figura 24 estão apresentados os resultados obtidos dos ensaios de 

imunoprecipitação para detecção do receptor muscarínico M5 em hipocampo de ratos 

dos grupos controle (CTR), estreptozotocina (STZ), estreptozotocina tratado com 

geleia real (STZ-GR) e geleia real (GR). Não houve diferença significante na 

expressão do receptor M5 entre os grupos CTR, STZ, STZ-GR e GR (respectivamente, 

0,64 ± 0,22 n=4; 0,15 ± 0,36 n=4; 0,0 ± 0,71 n=6; 0,56 ± 0,34 n=5, fmol/mg de proteína) 

(p>0,05, ANOVA). 
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Figura 24 – Efeito da administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 

tratamento oral dos animais do grupo STZ com Geleia Real (STZ-GR) na expressão do 
receptor muscarínico M5, em hipocampo de ratos. Controle (CTR); Geleia Real (GR). Os 

valores estão expressos como média  SEM. Valores não diferiram entre si (p>0,05, ANOVA). 
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6 DISCUSSÃO 

 

A injeção intracerebroventricular de estreptozotocina (icv-STZ) tem sido 

proposta por diversos grupos nos últimos anos como um modelo animal 

representativo da DAE em ratos. Esse modelo foi capaz de induzir muitas das 

deficiências moleculares, histológicas e comportamentais presentes em humanos 

acometidos pela DA. A presença de declínio progressivo da cognição, fosforilação 

de tau e agregação amiloide, deficiência no metabolismo da glicose encefálica, 

danos na sinalização de insulina, prejuízos ao sistema colinérgico e a presença da 

micróglia e astrócitos reativos, são características já evidenciadas nesse modelo 

(Chen et al., 2013; Rostami et al., 2017; Biswas et al., 2018). 

No presente estudo, os nossos resultados demonstraram que os animais 

injetados com icv-STZ apresentaram comprometimento cognitivo, diminuição na 

expressão do receptor M1 e alterações histoquímicas em células gliais. Neste sentido, 

mostramos que o tratamento prolongado com a geleia real (GR) foi capaz de atenuar 

os danos induzidos pela injeção icv-STZ, observados nos testes comportamentais do 

Labirinto Aquático de Morris e reconhecimento de objetos, bem como na expressão 

do receptor M1 muscarínico. Além de reduzir a presença astroglial nas regiões 

hipocampais CA1, CA3, GD e HL.      

Inicialmente, antes de realizarmos a cirurgia estereotáxica, validamos a 

equivalência da capacidade de aprendizado e o desempenho da memória espacial 

entre os grupos (período P1). Nosso objetivo foi avaliar se todos os grupos 

apresentavam as mesmas condições de aprendizado e memória espacial antes da 

cirurgia. Vale ressaltar, que a plataforma se manteve fixa no mesmo quadrante da 

piscina apenas durante as tentativas feitas no mesmo dia (4 tentativas por dia), sendo 

a cada dia trocada para outro quadrante aleatoriamente. Neste sentido, observamos 

que a latência para encontrar a plataforma foi progressivamente menor a partir da 

tentativa T1 para a T4. Este fato mostra que os animais não sabem a localização da 

plataforma na T1 e no decorrer das tentativas aprendem a localização da plataforma, 

evidenciada pela diminuição na latência para encontrar a plataforma. Esse protocolo 

permitiu avaliar a memória operacional espacial dos ratos em todos os períodos 

investigados (P1, P2 e P3). Em seguida, mostramos que a injeção icv-STZ, realizada 

no período P2, foi capaz de causar prejuízos no aprendizado e memoria espacial 

operacional dos ratos. Esses danos foram observados do 4º ao 20º dia após a injeção, 
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nos testes comportamentais do Labirinto Aquático de Morris, caracterizados por 

aumento de latência para encontrar a plataforma, maior distância percorrida e menor 

tempo de permanência na área do contador. Estes fatos mostram que os animais do 

grupo icv-STZ apresentaram uma melhora muito pequena na performance da 

memória espacial ao longo das 4 tentativas realizada em cada sessão (dia) do teste, 

a qual é característica de animais com lesão hipocampal, incluindo o Giro Denteado, 

como mostrado por Xavier et al., 1999. 

 Durante os testes foi estabelecido um intervalo de tempo entre as tentativas 

de 5 min IET = 5. Estes efeitos deletérios da icv-STZ também foram observados 

anteriormente por nosso grupo (Silva, 2017; Silva et al., 2020) e outros trabalhos 

também relataram os mesmos prejuízos utilizando de protocolo semelhante ao usado 

na presente dissertação (Bokare et al., 2018; Dubey et al., 2018). A análise dos 

resultados obtidos no período P3 mostram os efeitos benéficos do tratamento 

prolongado com a GR nos prejuízos induzidos pela injeção icv-STZ. Neste sentido, 

observamos uma redução da latência para encontrar a plataforma nas tentativas T2, 

T3 e T4 dos animais do grupo STZ-GR em relação ao grupo STZ, evidenciando que 

o tempo de retenção da memória operacional desses animais foi melhorado no 

decorrer das tentativas com IET=5. No entanto, a latência apresentada pelos animais 

do grupo STZ-GR ainda foi maior que a apresentada pelos animais do grupo controle, 

mostrando um efeito parcial nos benefícios da GR sobre os animais lesionados pelo 

STZ. Em estudos anteriores, nosso grupo mostrou que o tempo de intervalo entre as 

tentativas pôde influenciar na retenção da informação na memória operacional dos 

animais lesionados. Inicialmente foi utilizado um intervalo entre as tentativas de 15 

minutos (IET =15) e foi observado que essa faixa de tempo dificultou a manifestação 

dos efeitos benéficos da GR no grupo STZ-GR, evidenciado no desempenho da 

memória espacial operacional dos animais, pois a informação anteriormente retida, 

nesse período de tempo (15 min) era perdida e o desempenho desses animais, nos 

testes, se tornava equivalente aos animais lesionados (STZ) não tratados com GR 

(Silva, 2017; Silva et al., 2020). Finalmente, quando o intervalo entre tentativas 

utilizado foi igual a zero (IET=0), foi possível demonstrar os efeitos benéficos do 

tratamento com GR na melhora de desempenho da memória operacional espacial de 

ratos injetados com icv-STZ, evidenciado por uma melhora nos parâmetros de 

latência, distância e % de tempo na área do contador que foram comparáveis com os 

animais dos grupos CTR e GR e diferiram do STZ. Assim, vemos que com o teste do 
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labirinto aquático de Morris é possível avaliar o tempo de retenção da memória 

operacional pela variação do intervalo entre as tentativas. Em conjunto, esses 

resultados revelam que a GR melhora os processos de retenção da memória espacial 

operacional, porém, de uma forma dependente do intervalo de tempo entre as 

tentativas. 

O Teste de reconhecimento de objetos (RO) é um ensaio comportamental muito 

utilizado para investigar alterações no aprendizado e memória de curto e longo prazo 

dependente do hipocampo em roedores. Consiste em analisar o comportamento inato 

dos ratos em explorar objetos novos (a novidade) em detrimento de objetos antigos 

(algo familiar) (Ennaceur e Delacour, 1988; Lueptow et al., 2017). Diversos estudos 

realizados nos últimos anos demonstraram que a administração icv-STZ no cérebro 

de ratos e camundongos provoca déficits de aprendizado e memória (Liu et al., 2014; 

Santos et al., 2015; Ravelli et al., 2017). Os nossos resultados demonstraram que a 

injeção icv-STZ induziu um déficit nas memórias de curto e longo prazo dos animais 

no teste de RO (grupo STZ), observados no 14° e 15° dia após a lesão. Estes 

resultados estão de acordo com investigações anteriores relatadas na literatura 

(Elçioğlu et al., 2013; Elcioğlu et al., 2016; Ravelli et al., 2017). Entretanto, o 

tratamento com GR (no grupo STZ-GR) não foi capaz de reverter os prejuízos tanto 

na memória de curto como de longo prazo avaliadas pelo teste de RO. Apesar disso, 

os grupos STZ-GR, GR e CTR não diferiram significativamente entre si, o que indica 

uma tendência do tratamento com GR em preservar essas memórias. Podemos dizer 

que os déficits observados no aprendizado e memoria espacial operacional, avaliada 

no labirinto aquático de Morris e na memória de curto e longo prazo, avaliada no teste 

de reconhecimento de objetos, observados no presente estudo em animais injetados 

icv-STZ poderiam estar relacionados a lesões nas regiões do hipocampo, inclusive o 

giro denteado e esses resultados estão de acordo com outros vigentes na literatura 

(Xavier et al., 1999; Moses et al., 2005; Faraji et al., 2008; Ravelli et al., 2017). Ainda 

mais, em trabalho anterior mostramos que a injeção icv-STZ foi capaz de induzir morte 

neuronal hipocampal, aumento do nível de estresse oxidativo no GD e no hilo. Além 

disso, diminuir a neurogênese, demonstrada pela redução da proliferação e 

sobrevivência de novos neurônios. E o mais relevante, a GR foi capaz de atenuar os 

efeitos deletérios do STZ (Silva, 2017; Silva et al., 2020). 

Referente à avaliação da atividade geral medida em Campo Aberto, a injeção 

icv-STZ não causou alterações significantes na frequência de locomoção, levantar, 
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tempo de limpeza e tempo de parado em relação aos animais dos grupos CTR e GR.  

Portanto, podemos dizer que os animais icv-STZ não apresentaram déficit motor, 

visto que a atividade de locomoção e levantar não diferem do controle. Neste sentido, 

em trabalho anterior de nosso grupo (Silva, 2017; Silva et al., 2020), mostramos que 

animais icv-STZ apresentam uma velocidade de natação igual àquela dos animais 

controle no teste de labirinto aquático de Morris e que o teste do labirinto em cruz 

elevado, não mostrou indícios de ansiedade. O ensaio de CA foi realizado no 13° dia 

após a cirurgia icv-STZ e no 7° dia após o início do tratamento com GR. Os prejuízos 

provocados por icv-STZ no aprendizado e memória espacial dos sujeitos, assim como 

os danos cognitivos e na memória de curta e longa duração identificados no teste de 

Reconhecimento de Objetos, podem estar correlacionados com as alterações 

histológicas também relatadas em nosso projeto. 

A presença de neuroinflamação mediada pela glia, incluindo microglia e 

astrócitos ativados, tem sido apresentada por diversos grupos como um dos principais 

agentes contribuintes para os processos neurodegenerativos e déficits cognitivos 

observados na DA (Fakhoury et al., 2018). Vale salientar, que esse fenômeno também 

se encontra presente em diversas doenças neurodegenerativas com diferentes 

etiologias (Hansen et al., 2018). Estudos mostram que os cérebros post-mortem de 

pacientes com DA apresentam níveis elevados de várias citocinas pró-inflamatórias 

relacionadas à glia reativa (Fuster-Matanzo et al., 2013). Outra característica comum 

em indivíduos com DA é a presença da micróglia e de astrócitos ativados 

concentrados próximos de placas amiloides. Essas descobertas sustentam as 

hipóteses que colocam a inflamação no SNC como um evento fundamental na 

patogênese da DA (Morimoto et al., 2011; Wang et al., 2015; Hansen et al., 2018). 

As análises histológicas de nosso trabalho mostram que os animais icv-STZ 

(grupo STZ) apresentaram um aumento expressivo da presença de astrócitos e 

micróglia em todas as regiões do hipocampo (CA1, CA3, GD e HL) em comparação 

com os grupos CTR e GR. Os animais icv-STZ tratados com GR por 14 dias 

consecutivos (grupo STZ-GR), apresentaram uma redução significante de astrócitos 

(imunorreatividade para GFAP) nas regiões do GD, HL, CA3 e CA1. Entretanto, o 

tratamento com a GR (grupo STZ-GR) não foi capaz de reverter o aumento na 

ativação de células microgliais (imunorreatividade para IBA-1) causado por icv-STZ 

em nenhuma das regiões do hipocampo investigadas (CA1, CA3, GD e HL). Vale 

pontuar que outras investigações também demonstraram que a neuroinflamação é 
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uma característica presente no modelo da DAE em roedores injetados com icv-STZ 

(Chen et al., 2013). 

Diversos trabalhos têm relatado que a ativação microglial e de astrócitos, por 

meio de eventos patológicos que resultem em perda da homeostase ou alterações 

teciduais, induzem processos dinâmicos de natureza dupla que podem resultar em 

efeitos benéficos ou prejudiciais para o cérebro (Heneka et al., 2015; Fakhoury, 2018). 

A resposta inflamatória mediada por astrócitos e pela micróglia, diante de insultos no 

SNC é complexa e dependente de uma série de fatores, como o estado de ativação 

das células, o ambiente circundante, o estágio da doença e a forma como a região 

cerebral é lesionada (Hansen et al., 2018; Frost et al., 2019). Mesmo nos diferentes 

modelos animais de lesão cerebral traumática (TCE) esse padrão se repete e a 

resposta inflamatória mediada pela micróglia e astrócitos, a primeira linha de defesa 

para iniciar uma cascata inflamatória ao detectar o perigo, é gerada de forma 

dependente da natureza da lesão, tempo e gravidade, revelando o carácter dualístico 

e complexo das respostas gliais (Karve et al., 2016). Por exemplo, astrócitos e 

micróglia podem produzir uma variedade de fatores neuroprotetores que ajudam a 

prevenir lesões neuronais, são elementos críticos para o reparo do tecido nervoso e 

contribuem principalmente para a melhora da função neuronal e do desempenho 

cognitivo. Por outro lado, quando ativados, podem liberar uma variedade de 

mediadores pró-inflamatórios que criam um ambiente autodestrutivo que contribui 

para neurodegeneração, além disso, estão associados a placas amiloides e 

emaranhados neurofibrilares intracelulares no cérebro de pacientes com DA 

(Rodríguez-Arellanoet al., 2016; Hansen et al., 2018; Fakhoury, 2018). É importante 

destacar que a micróglia ativada pode sintetizar citocinas (Il-1α, TNFα e C1q) que 

ativam astrócitos, inclusive os astrócitos reativos neurotóxicos A1, um tipo celular 

presente em doenças neurodegenerativas humanas como a DA e que são altamente 

reativos com capacidade de induzir a morte de neurônios e oligodendrócitos (Liddelow 

et al., 2017). Curiosamente, os astrócitos também possuem a capacidade de regular 

de forma significativa a ativação microglial (Hailer et al., 2001) e também são capazes 

de atenuar respostas inflamatórias microgliais em ambientes com privação de 

oxigênio e glicose (in vitro) (Kim et al., 2010). Apesar do tratamento com a GR não ter 

apresentado efeitos significativos na redução das células positivas para IBA-1 

(micróglia) nos ratos injetados com icv-STZ, trabalhos recentes utilizando diferentes 

protocolos, revelaram efeitos relevantes da GR na redução da neuroinflamação. O 10-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4742296/#bph13125-bib-0052
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HDA representa o principal componente da fração lipídica da GR. Este composto foi 

capaz de reduzir as concentrações de micróglia e astrócitos ativados no hipocampo e 

no córtex de camundongos macho (C57BL/6J) injetados com LPS intraperitoneal em 

um modelo animal de neuroinflamação (You et al., 2019). Em outro estudo que utilizou 

um modelo murino de células da micróglia BV2 (in vitro) incubadas com LPS, a GR 

apresentou um efeito anti-inflamatório capaz de inibir a expressão dos níveis de 

mRNA e de proteínas de dois importantes agentes de processos inflamatórios, o iNOS 

e COX-2, também foi capaz de alterar a expressão de mRNA de IL-6, IL-1β e TNF- α 

e reduziu o estresse oxidativo. Esses mecanismos se deram por meio da supressão 

da fosforilação das vias de sinalização IkB-α, p38 e JNK e pela inibição da 

translocação de NF-kB subunidade p65 (You et al., 2018). Em outro trabalho recente 

envolvendo o 10-HDA em um modelo animal de neuroinflamação por LPS, a ativação 

da via AMPK/ PI3K/ AKT por 10-HDA demonstrou desempenhar um papel importante 

na neutralização do estresse oxidativo, suprimindo a produção de espécies reativas 

de oxigênio na barreira hematoencefálica (BBB) de camundongos C57BL/6 (You et 

al., 2019). A injeção icv-STZ provoca a inibição das proteínas da via AMPK/ PI3K/ AKT 

e como consequência provoca alterações que estão envolvidas no aumento do 

estresse oxidativo e neuroinflamação (Deng et al., 2009). Em contrapartida, a GR e 

seus constituintes isolados têm apresentado resultados positivos na melhora da 

capacidade cognitiva de animais com lesão neuronal, na redução do estresse 

oxidativo e da neuroinflamação.  

Pesquisas mostram que o estresse oxidativo, decorrente do desequilíbrio de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), representa um papel central na fisiopatologia 

de doenças neurodegenerativas, incluindo a DA (Kim et al., 2015). Em estudos 

anteriores do nosso laboratório, demonstramos que a administração de icv-STZ é 

capaz de aumentar os níveis de estresse oxidativo no giro denteado e no hilo do 

hipocampo, além disso, mostramos que o tratamento prolongado com GR possui 

efeito antioxidante no hilo e tendência de efeito antioxidante no giro denteado do 

hipocampo. Vale ainda pontuar, que os danos oxidativos identificados anteriormente 

por nosso grupo no modelo icv- STZ estão de acordo com outras evidências citadas 

na literatura atualmente (Gupta et al., 2019). Diversos trabalhos têm relatado efeitos 

antioxidantes da GR. Por exemplo, como um eliminador de radicais livres, no modelo 

de diabetes mellitus humano e animal, no alívio do estresse oxidativo, na 

espermotoxicidade e nefrotoxicidade em ratos, além de efeitos antioxidantes 
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associados a neuroproteção (Kocot et al., 2018). Desta forma, podemos considerar 

que a redução nos níveis de astrócitos ativos nas regiões hipocampais de CA3, GD, 

HL e CA1 sejam decorrentes do efeito antioxidante e neuroprotetor da GR que, desta 

forma colabora para a recuperação/reversão dos danos causados pela injeção icv-

STZ, incluindo o estresse oxidativo (presente na neuroinflamação) e a modulação de 

vias de sinalização como a AMPK/ PI3K/ AKT pelo ácido 10-HDA. Em adição, esses 

processos podem ser refletidos na melhora da memória espacial operacional e na 

tendência de melhora na memória de curto e longo prazo dos ratos submetidos à lesão 

cerebral pelo STZ. Finalmente, podemos dizer que a injeção icv-STZ causou prejuízos 

nas memoria espacial operacional medida em labirinto aquático de Morris e memória 

de curto e longo prazo avaliadas pelo teste de Reconhecimento de Objetos e 

promoveu a ativação glial, da micróglia e de astrócitos. Ainda, observamos que o 

tratamento prolongado com geleia real foi capaz de induzir efeitos benéficos tanto no 

aprendizado e memória como na diminuição da reatividade glial. Assim, nossos dados 

reforçam diversos estudos que mostram a geleia real como um composto promissor 

para o desenvolvimento de novas terapias direcionadas ao tratamento de doenças 

neurodegenerativas e regulação do estresse oxidativo.  

Diversos estudos da literatura têm mostrado que a administração 

intracerebroventricular de STZ promove alterações na neurotransmissão colinérgica. 

Neste sentido, foram descritos diminuição nos níveis e atividade da acetilcolina e da 

colina acetiltransferase (Sorial et al., 2017; Sonkusare et al., 2005; Sodhi e Singh, 

2013). Contrariamente, um aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase foi 

também mostrado (Sorial et al., 2017; Sonkusare et al., 2005; Sodhi e Singh, 2013). 

Além disso, vale ressaltar, que os prejuízos apresentados no aprendizado e memória 

de ratos após administração intracerebroventricular de STZ também são atribuídos à 

disfunção colinérgica (Nitsch e Hoyer, 1991; Bokare et al., 2018). Dentre os 5 subtipos 

de receptores muscarínicos, o receptor M1 está expresso de forma predominante no 

hipocampo (Abrams et al., 2006; Cardoso et al., 2010). Em adição, evidências 

farmacológicas sugerem que a acetilcolina atuando no receptor muscarínico do 

subtipo M1 pode mediar os efeitos cognitivos e a plasticidade sináptica do hipocampo 

(Ballinger et al., 2016). A estimulação do receptor M1 provoca a ativação das proteínas 

Gαq que está relacionada com a hidrólise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), 

produzindo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), uma ação mediada pela 

enzima fosfolipase C (PLC) (Porter et al., 2002; Nash et al., 2004; Willets et al., 2004). 
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Os receptores de IP3 podem mediar à propagação de ondas de Ca2+ em dendritos do 

hipocampo induzidos pela ativação de receptores muscarínicos (Power e Sah, 2002). 

No presente estudo foram também investigadas as possíveis alterações 

induzidas pela injeção intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) e do 

tratamento de animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) sobre os subtipos receptores 

muscarínicos (M1 - M5) no hipocampo, uma área cerebral importante para os 

processos cognitivos. Para isso, ensaios de imunoprecipitação com anticorpo primário 

policlonal que reconhece a região aminoterminal de cada um dos cinco subtipos dos 

receptores muscarínicos foi determinado em receptor solubilizado, obtido de 

preparação de membrana de hipocampo de ratos dos diferentes grupos 

experimentais. A injeção intracerebroventricular de estreptozotocina induziu uma 

diminuição significativa na expressão do subtipo M1 quando comparada ao controle. 

O tratamento dos animais STZ com geleia real (STZ-GR) recuperou a expressão 

desse subtipo, similar ao observado no grupo controle. No que diz respeito ao controle 

positivo (grupo GR), não foi observada diferença significante na expressão do receptor 

M1 quando comparado aos animais do grupo controle e STZ-GR, sugerindo, em 

conjunto, um efeito da geleia real sobre a expressão desse subtipo de receptor. Por 

outro lado, quando os subtipos M2, M3, M4 e M5 foram analisados, não foi detectada 

diferença significante na expressão desses receptores entre os animais dos diferentes 

grupos experimentais (CTR, STZ, STZ-GR e GR). Assim, estes resultados indicam 

uma modulação diferencial do subtipo M1 dos animais que receberam injeção 

intracerebroventricular de estreptozotocina. Além disso, o tratamento desses animais 

com geleia real recuperou a expressão do receptor M1 no hipocampo, indicando um 

papel importante sobre a neurotransmissão colinérgica muscarínica. É importante 

enfatizar que foi avaliado o perfil de expressão de cada subtipo de receptor 

muscarínico no hipocampo determinado em animais do grupo controle (M1 > M2 > M3 

= M4 > M5). Esse perfil foi similar ao reportado na literatura através de diferentes 

técnicas, tais como, estudos de imunohistoquímica em hipocampo de ratos machos 

(Levey, 1993), estudos de ligação da [3H]NMS em hipocampo de camundongos 

machos geneticamente modificados, deficientes em um dos cinco genes que 

codificam os subtipos de receptores muscarínicos (Oki et al., 2005) e em ensaios de 

imunoprecipitação em hipocampo de ratas fêmeas na fase de proestro (Cardoso et 

al., 2010). Assim, esses resultados obtidos em nosso laboratório refletem que os 

ensaios foram realizados dentro de condições experimentais ideais. 



96 
 

O mecanismo de ação da injeção intracerebroventricular de STZ no cérebro 

tem sido atribuído à diminuição (Agrawal et al., 2009), dessensibilização dos 

receptores de insulina, regulação negativa do substrato do receptor de insulina e 

hipometabolismo de glicose (Wang et al., 2010). Evidências indicam que os receptores 

muscarínicos atuam nos processos que envolvem a proteção de células neuronais 

contra a apoptose induzida por diferentes estímulos, inclusive citocinas pró-

inflamatórias e agentes pró-apoptóticos (De Sarno et al., 2005). Estudos recentes, em 

modelo animal de diabetes mellitus induzido por STZ (MLD-STZ), revelaram que os 

receptores muscarínicos possuem papel importante na regulação positiva da 

produção de insulina e proteção contra a apoptose induzida por STZ (Fernández-

Cabezudo et al., 2019). Esses achados sugerem que os receptores muscarínicos 

podem influenciar as alterações metabólicas decorrentes das anormalidades na 

sinalização de insulina. Entretanto, os mecanismos envolvendo o papel dos 

receptores muscarínicos na modulação da insulina no SNC e na DA precisam ser 

melhor esclarecidos. 

Estudos realizados nos últimos anos têm mostrado o envolvimento do receptor 

M1 nas principais alterações patológicas encontradas na DA (Medeiros et al., 2011). 

Em adição, diferentes investigações têm também mostrado que a ativação do receptor 

muscarínico M1 promove efeitos antioxidantes in vitro (Xin et al., 2020; Espada et al., 

2009) e in vivo (Frinchi et al., 2019). Além disso, efeitos anti-inflamatórios no 

hipocampo de roedores em modelos de demência também foram observados (Frinchi 

et al., 2019; Cuello et al., 2019; Medeiros et al., 2011). Estudos mais recentes 

relataram que a estimulação do receptor muscarínico M1 ativa mecanismos de inibição 

de mediadores pró-inflamatórios de forma seletiva (IL-1β e IL-6), ainda, sugerem que 

esse mecanismo está envolvido em processos de regulação de memória e 

aprendizado (Konar et al., 2019). Por fim, ensaios clínicos de pacientes com DA 

demonstraram que a estimulação desse subtipo de receptor está associada à 

regeneração neural e à diminuição da concentração de β-amilóide (Verma et al., 

2018). 

 Nossos resultados, em conjunto com os dados da literatura, corroboram e 

sustentam os relatos no que diz respeito aos efeitos deletérios da injeção 

intracerebroventricular de STZ sobre a neurotransmissão colinérgica muscarínica. 

Assim, pela primeira vez, identificamos alterações na expressão do receptor 

muscarínico do subtipo M1 no hipocampo em animais submetidos ao modelo icv-STZ. 
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Tais alterações estão em concordância com os déficits cognitivos e a 

neuroinflamação, características amplamente citadas na literatura, presentes tanto em 

pacientes com DA como no modelo de administração intracerebroventricular de 

estreptozotocina. O tratamento com GR foi capaz de restabelecer os receptores do 

subtipo M1. Além disso, a recuperação desse subtipo de receptor correlacionou-se 

com a recuperação da memória de trabalho e com a redução da neuroinflamação 

mediada pela glia. Estudos futuros serão necessários para determinar os mecanismos 

envolvidos no processo de restabelecimento do subtipo muscarínico M1 no hipocampo 

após administração de geleia real. Porém, a atividade antioxidante e os efeitos anti-

inflamatórios do tratamento de animais STZ com Geleia Real, já foram apresentados 

previamente por nosso grupo e podem estar envolvidos e justificar esse efeito (Silva 

et al., 2020). 

Assim, todos os parâmetros analisados no presente trabalho estão 

relacionados com os efeitos neuroprotetores no hipocampo após à administração oral 

de geleia real. Esses efeitos benéficos no cérebro podem ser atribuídos a alguns 

compostos da geleia real, os quais podem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal e, 

assim, capaz de atravessar a barreira hematoencefálica. Nesse sentido, entre as 

substâncias ativas na geleia real destacamos pequenos peptídeos (obtidos a partir da 

hidrólise das principais proteínas da geleia real, MRJPs), aminoácidos livres, os ácidos 

graxos de 10 átomos de carbono, ácido 10-hidroxi-2-decenóico (10-HDA) e ácido 10-

hidroxidecanoico, além de óxido de AMP-N1 (Cornara et al., 2017; Kocot et al., 2018). 

Foi demonstrado que pequenos peptídeos, com resíduos de 2–4 aminoácidos 

isolados da GR contendo resíduos de Tyr no terminal C, apresentam forte atividade 

sequestradora de radical hidroxil, a qual é sugerida agir como sequestradores de 

radicais livres (Guo et al., 2009). Com relação ao ácido 10-hidroxi-2-decenóico (10-

HDA), o principal e único ácido graxo encontrado especificamente na GR, foi 

demonstrado que ele participa da produção de moléculas importantes para a função 

cerebral como fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (Ito et al., 2003; You et 

al., 2018) e neurogênese em células progenitoras neurais (Hattori et al., 2007). Weiser 

et al., 2017 relataram que o ácido 10-hidroxi-2-decenóico aumentou a viabilidade e o 

crescimento dos neurônios hipocampais e o uso de modelos in vitro de 

neurodegeneração relacionada à idade mostrou que este ácido graxo foi capaz de 

reduzir a morte celular. Além disso, foi observada uma diminuição da ansiedade em 

ratos machos idosos tratados com 10-HDA (Weiser et al., 2017). Outro componente 
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da GR que poderia responder, pelo menos em parte, pelos benefícios neuronais da 

GR é o monofosfato de adenosina (AMP) N1-óxido, que é encontrado apenas na GR, 

e apresenta um fator neurotrófico. Assim, o AMP N1-óxido induz o processo de 

neurite, suprime a proliferação de células PC12 e estimula a expressão de uma 

proteína específica de neurônios maduros, demonstrando sua atividade estimuladora 

para induzir a diferenciação neuronal de células PC12. Além disso, foi sugerido que o 

AMP N1-óxido atua em receptores de adenosina acoplados a adenilil ciclase e poderia 

desempenhar um papel na modulação da função neuronal por meio de receptores de 

adenosina (Hattori et al., 2007; Hattori et al., 2010). 

Em suma, o tratamento com geleia real reduziu os efeitos deletérios sobre a 

cognição, a reatividade das células astrogliais do hipocampo e recuperou a expressão 

do mAChR M1 em ratos submetidos ao modelo de DA induzida por icv-STZ. Assim, a 

geleia real e seus componentes podem ter um potencial valor terapêutico para o 

tratamento de déficits cognitivos com ação benéfica para o sistema colinérgico 

muscarínico hipocampal e em processos degenerativos em células gliais e neuronais. 

Por fim, podemos levantar a hipótese de que a redução dos receptores 

muscarínicos M1 parece ser uma expressão final do processo degenerativo induzido 

por STZ. O estresse oxidativo induzido por STZ (Silva et al., 2020) pode levar à 

ativação glial, que pode desencadear um processo inflamatório, juntamente com a 

ação da lesão induzida por STZ e, consequentemente, redução do fornecimento de 

energia. Isso levaria a uma redução neuronal, perda da resposta da neurogênese 

(Silva et al., 2020) e a consequente redução dos receptores muscarínicos que levaria 

a um déficit cognitivo. 

Assim, nossos dados corroboram diversos estudos que mostram a geleia real 

como um composto promissor para o desenvolvimento de novas terapias voltadas ao 

tratamento de doenças neurodegenerativas e regulação do estresse oxidativo. No 

entanto, os mecanismos pelos quais o RJ e/ou quais componentes atuam como 

protetores na neurodegeneração precisam de mais estudos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• A administração icv-STZ causou prejuízos na memória operacional espacial de 

ratos Wistar observados no teste do labirinto aquático de Morris. 

 

• A administração prolongada de Geleia Real melhorou o desempenho dos 

animais submetidos à injeção icv-STZ no parâmetro latência para encontrar a 

plataforma no teste do labirinto aquático de Morris. 

 

• Os animais do grupo STZ apresentaram prejuízos na memória de curto (1h) e 

longo prazo (24h) no teste de Reconhecimento de Objeto Novo, porém o 

tratamento com GR não conseguiu amenizar a lesão causada por STZ.  

 

• A administração icv-STZ e/ou o tratamento prolongado com Geleia Real em 

ratos não provocaram alterações na atividade exploratória medida em Campo 

Aberto. 

 

• A administração icv-STZ causou um aumento da imunorreatividade para GFAP 

e IBA-1 em todas as regiões do hipocampo avaliadas (GD, HL, CA3 e CA1). 

 

• O tratamento com GR foi capaz de reduzir os níveis da imunorreatividade para 

GFAP no GD, HL e CA3, mas não conseguiu reduzir a imunorreatividade para 

IBA-1. 

 

• A administração intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ) induziu uma 

redução na expressão do receptor muscarínico do subtipo M1. Além disso, o 

tratamento dos animais STZ com Geleia Real (STZ-GR) foi capaz de restaurar 

os níveis de expressão deste subtipo no hipocampo, sugerindo um papel 

importante sobre a neurotransmissão colinérgica muscarínica. 
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