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RESUMO 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa que causa perda progressiva de 

memória e outros domínios cognitivos, sendo a forma mais comum de demência e afetando 

48,6 milhões de pessoas no mundo. No entanto, pesquisas recentes sugerem que a Doença de 

Alzheimer Esporádica (DAE) é uma Diabetes tipo 3, caracterizada pela resistência à insulina 

no cérebro, envolvendo mecanismos moleculares similares aos causadores da Diabetes tipo 2 

no tecido periférico. Desse modo, injeções intracerebroventriculares (icv) de estreptozotocina 

(STZ) têm sido usadas como modelo de indução de diabetes tipo 3 e como modelo experimental 

da DAE por causar estresse oxidativo e inflamação.  O objetivo do trabalho foi estudar os efeitos 

do eriodictiol, um flavonóide, que possui atividade anti-inflamatória e antioxidante já descritas, 

sobre déficits cognitivos e dano neuronal em camundongos submetidos ao modelo experimental 

da DAE. Camundongos Swiss machos (25-35 g) receberam injeções de STZ (3 mg/kg, icv, 1,5 

μl) bilateralmente, no dia 1 e 3 do experimento e foram divididos em 5 grupos: Controle; 

Controle + eriodictiol 4 (ERI 4); STZ; STZ + ERI (2 e 4 mg/kg). O tratamento com eriodictiol 

foi realizado por 16 dias, iniciando 1 h após o segundo procedimento de indução. Foi feita a 

medição da glicemia dos animais antes e após a indução da DAE. Os resultados demonstraram 

que não houve alteração significativa na glicemia. O tratamento melhorou de forma 

significativa os déficits na memória aversiva, de reconhecimento e espacial e não alterou a 

atividade locomotora. O efeito neuroprotetor provavelmente se deve a uma ação antioxidante e 

anti-inflamatória via inativação do GSK-3β e ativação da via Keap1/Nrf2, destacada nos 

experimentos in silico, que preveniu da redução dos níveis de GSH e diminuiu os níveis de 

nitrito no hipocampo dos animais, consequentemente, atenuando o processo neuroinflamatório 

e a resistência à insulina, ressaltando seu potencial preventivo e/ou adjuvante para o tratamento 

da DAE. 

 

Palavras chave: Doença de Alzheimer Esporádica; Estreptozotocina; Flavonóides; 

Neuroproteção; Eriodictiol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

A FLAVONOID ERIODICTIOL PROTECTS MICE WITH STREPTOZOTOCIN-

INDUCED SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE: IN VIVO AND IN SILICO STUDY 

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes progressive memory loss 

and other cognitive impairments, being the most common form of dementia and affecting 48.6 

million people worldwide. However, recent research suggests that Sporadic Alzheimer's 

Disease (SAD) is a Type 3 Diabetes, characterized by insulin resistance in the brain, involving 

molecular mechanisms similar to those causing Type 2 Diabetes in peripheral tissue. Thus, 

intracerebroventricular (icv) injections of streptozotocin (STZ) have been used as a model of 

Type 3 diabetes induction and as an experimental model of SAD due to causing oxidative stress 

and inflammation. This work aimed to study the effects of eriodictyol, a flavonoid with already 

described anti-inflammatory and antioxidant activity, on cognitive deficits and neuronal 

damage in mice subjected to the experimental model of SAD. Male Swiss mice (25-35 g) 

received bilateral STZ injections (3 mg/kg, icv, 1.5 μl) on day 1 and 3 of the experiment and 

were divided into 5 groups: Control; Control + eriodictyol 4 (ERI 4); STZ; STZ + ERI (2 and 

4 mg/kg). Eriodictyol treatment was carried out for 16 days, starting 1 hour after the second 

induction procedure. Blood glucose measurement of the animals was performed before and 

after the induction of SAD. The results showed that there was no significant change in blood 

glucose. The treatment significantly improved the deficits in aversive, recognition and spatial 

memory and did not alter locomotor activity. The neuroprotective effect is probably due to an 

antioxidant and anti-inflammatory action via inactivation of GSK-3β and activation of the 

Keap1/Nrf2 pathway, highlighted in the in silico experiments, which prevented the reduction 

of GSH levels and decreased nitrite levels in the hippocampus of the animals, thus attenuating 

the neuroinflammatory process and insulin resistance, highlighting its potential for preventive 

and/or adjuvant treatment of SAD. 

 

Keywords: Alzheimer Disease Sporadic; Streptozotocin; Flavonoid; Neuroprotection; 

Eriodictyol 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Histórico da Doença de Alzheimer (DA)  

 

Em 1906, o Dr. Alois Alzheimer, a quem a doença foi posteriormente 

nomeada, notou mudanças no tecido cerebral de uma mulher de 55 anos que havia morrido de 

uma “doença incomum do córtex cerebral”. Seus sintomas haviam começado aos 51 anos e 

incluíam perda de memória, desorientação, problemas de linguagem e comportamento 

imprevisível. Na autópsia post-mortem, o Dr. Alois Alzheimer encontrou emaranhados 

neurofibrilares anormais no cérebro da paciente, sendo o primeiro a descrevê-los 

(ALZHEIMER et al., 1995). Contudo, somente em 1910, Kraepelin nomeou a doença como 

'doença de Alzheimer' na 8ª edição do 'Manual de Psiquiatria' (KRAEPELIN, 1910). 

 

1.2 Epidemiologia da DA 

 

O número de pessoas idosas cresce de forma acelerada em países em 

desenvolvimento como o Brasil e, consequentemente, aumenta a importância à atenção a 

doenças relacionadas ao envelhecimento, como a demência que é a principal causa de 

dependência de pessoas idosas (ZALLI; FARAH; ANTUNES, 2020). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) aprovou, em Genebra, na Suíça, o Plano 

de Ação Global para as Demências 2017 – 2025, adotado por 194 países, ressaltando a 

necessidade urgente de medidas por parte dos governos quanto ao cuidado às pessoas com 

demência. Atualmente, há cerca de 55 milhões de pessoas com demência em todo o mundo, 

desse total, 70% residem em países com baixo desenvolvimento econômico (OMS, 2022). No 

Brasil são 2 milhões de pessoas com demência e estimativas sugerem que há 70% de casos não 

diagnosticados (PROAD, 2022). 

Segundo estimativas do projeto Global Burden of Disease, os números poderão 

chegar a mais de 150 milhões até 2050, devido ao envelhecimento da população que, associado 

ao aumento da prevalência de fatores de risco relacionados à demência, leva o Brasil à segunda 

maior prevalência de demência padronizada por idade no mundo (ZALLI, 2020; FETER, 2021). 

Atualmente, a incidência de novos casos por ano é quase 10 milhões, sendo a 

Doença de Alzheimer (DA) a mais representativa, podendo contribuir em 60-70% dos casos 

(OMS, 2022). No Brasil, a prevalência de demência na população com mais dos 60 anos é 

estimada entre 5,1% e 17,5%, sendo a DA a causa mais frequente dos casos (LAGINESTRA-
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SILVA et al., 2021). A DA é um distúrbio cerebral irreversível que danifica a memória e a 

cognição de forma lenta e progressiva. Embora a demência seja mais comum à medida que as 

pessoas envelhecem, a DA não é um processo normal do envelhecimento (NIA, 2021).  

A DA atinge ambos os sexos, mas mulheres parecem ter uma maior propensão a 

desenvolver a doença, no entanto os fatores que geram esta disparidade ainda não são bem 

compreendidos (NIA, 2022). Além disso, negros e hispânicos também parecem ser mais 

propensos do que os brancos a ter Alzheimer ou outras demências (O’BRYANT et al., 2022). 

Dados da literatura indicam que 19% dos negros e 14% dos adultos hispânicos com 65 anos ou 

mais têm DA em comparação com 10% dos idosos brancos (ASSOCIAÇÃO AZHEIMER, 

2022). 

Cerca de 1 em cada 9 pessoas (10,7%) com 65 anos ou mais tem Alzheimer, esse 

percentual aumenta com a idade, 13,1% entre 75 a 84 anos; e 33,2% acima de 85 (DEMENTIA 

FORECASTING COLLABORATORS, 2022). Verificou-se que 10% dos casos de DA com 

menos de 65 anos apresentam associação genética, com hereditariedade autossômica dominante 

e penetrância entre 92 a 100% dos portadores e é conhecido como doença de Alzheimer de 

Início Precoce (DAIP), sendo o gene PSEN1 (presenilina 1) responsável por 70% das mutações, 

das quais a L166P é associado à ocorrência da doença abaixo dos 30 anos (RIBEIRO; DOS 

SANTOS; DE SOUZA, 2021).   

A DA pode prejudicar a capacidade de pensar, aprender e lembrar (NIA, 2022), 

impactando a qualidade de vida do indivíduo. Assim, DA é classificada em 2 tipos: familiar ou 

de início precoce e esporádica ou de início tardio. A DA de início precoce é considerada uma 

consequência de mutações genéticas autossômicas dominantes raras e representam um pequeno 

número de casos quando comparada a DA esporádica (LOPEZ; GONZÁLEZ; LÉGER, 2019).  

Além disso, essas demências também impactam a qualidade de vida do cuidador e 

custam bilhões aos cofres públicos, por exemplo, em 2022 os gastos no tratamento de 

indivíduos com algum tipo de demência somente nos EUA foram de U$321 bilhões 

(DEMENTIA FORECASTING COLLABORATORS, 2022). 

Com relação aos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da DA, estudos 

corroboram que pessoas portadoras de doença metabólicas, principalmente com Diabetes tipo 

2 (DM2) e obesidade, possuem maior predisposição a desenvolver DApelo processo 

inflamatório associado ao distúrbio metabólico (NICOLETTI; SOUZA, 2021). 

 

1.3 Fisiopatologia da DA 
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As principais características fisiopatológicas da DA consistem em alterações 

histopatológicas, pois observa-se a presença extracelular de placas senis (formadas pelo 

peptídeo beta amilóide - Aβ), de emaranhados neurofibrilares (ENFs) intracelulares e outros 

neurofilamentos (NFs) formados pela proteína tau hiperfosforilada, constituindo os filamentos 

pareados helicoidais (PHF-tau). Também se observa perda neuronal e sináptica caracterizada 

por uma maciça morte neuronal que levam a atrofia no hipocampo e em diversas áreas do 

neocórtex, particularmente nos lóbulos frontal etemporal (BLENNOW et al., 2006; LOPEZ; 

GONZÁLEZ; LÉGER, 2019), causando perda de memória, comprometimento cognitivo e 

alteração comportamental que, em última instância, leva à demência e à morte (RAVI et al., 

2018).  

Com relação à formação das placas senis, normalmente, a proteína precursora de 

amilóide (APP, do inglês Amyloid Precursor Protein) é clivada na via não amiloidogênica pelas 

enzimas α-secretase (ADAM-10), seguida da γ-secretase, gerando peptídeos solúveis, contudo, 

na DA ocorre clivagem alternativa por β-secretases (BACE-1). Nessa via amiloidogênica da 

DA, ocorre a respectiva clivagem pela γ-secretase gerando os oligômeros (Aβ-40/Aβ-42) 

insolúveis, que se agregam no espaço extracelular, desencadeando cascatas de eventos 

patológicos (LANE; HARDY; SCHOTT, 2018; PARKIN et al., 2022) (Figura 1). 

O peptídeo Aβ se acumula através de uma via de agregação com diferentes 

monômeros, oligômeros, fibrilas e placas amiloides (RIBEIRO; DOS SANTOS; DE SOUZA, 

2021). Os oligômeros Aβ são as espécies mais tóxicas, pois eles causam liberação de cálcio 

intracelular, falha mitocondrial, desencadeiam resposta inflamatória, estresse oxidativo, 

comprometimento transcricional, perda sináptica e, finalmente, morte neuronal. Além disso, 

podem induzir a hiperfosforilação da tau gerando NFs. Destacando que a forma mais tóxica é 

a de Aβ-42, pois é a mais amiloidogência e a utilizada como biomarcador precoce da 

doença. (RODA et al., 2022). 

A proteína Tau tem como principal função estabilizar microtúbulos intraneuronais 

e também participa de vários processos fisiológicos, incluindo mielinização, transporte axonal, 

neurogênese, função motora, aprendizado e memória, excitabilidade neuronal, metabolismo da 

glicose, homeostase do ferro e proteção do DNA (KENT; SPIRES-JONES; DURRANT, 2020). 

Na DA, a tau sofre hiperfosforilação e reorganiza-se em ENFs, regulando 

negativamente sua capacidade de interagir com os microtúbulos, que colapsam e desencadeiam 

vias neuro inflamatórias, podendo levar a apoptose e consequente morte neuronal (Figura 1). 

Vale ressaltar que a Tau fosforilada agregada é presente no cérebro humano com DA, mas nem 
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toda tau fosforilada é agregada, portanto ainda não se sabe ao certo se a fosforilação de Tau 

funciona como gatilho para a agregação (RODA et al., 2022). 

 

Figura 1 - Mecanismo fisiopatológico da Doença de Alzheimer a partir da clivagem da APP 

 
Fonte: Ribeiro; Dos Santos; De Souza (2021). Fisiologicamente, a proteína precursora de amilóide (APP) é clivada 

na via não amiloidogênica pelas enzimas α-secretase (ADAM-10), seguida da γ-secretase, gerando peptídeos 

solúveis. Na DA ocorre a via amiloidogênica com a clivagem alternativa por β-secretases (BACE-1) e pela γ-

secretase gerando os oligômeros (Aβ-40/Aβ-42) insolúveis, que se agregam no espaço extracelular, desencadeando 

cascatas de eventos patológicos. A proteína Tau também participa de vários processos fisiológicos, incluindo 

mielinização, transporte axonal, aprendizado e memória. Na DA, a Tau sofre hiperfosforilação e reorganiza-se em 

emaranhados neurofibrilares (ENFs), regulando negativamente sua capacidade de interagir com os microtúbulos, 

que colapsam e desencadeiam vias neuro inflamatórias, podendo levar a apoptose e consequente morte neuronal. 

 

 

Na Doença de Alzheimer de Início Precoce (DAIP), os genes mais comumente 

relacionados são APP, PSEN1, PSEN2 e MAPT, onde as mutações genéticas afetam o 

metabolismo e a estrutura destas proteínas, resultando em acúmulos de peptídeo Aβ, causando 

neuroinflamação e neurotoxicidade que aceleram a neurodegeneração (RIBEIRO; DOS 

SANTOS; DE SOUZA, 2021). 

As mutações no gene APP levam à agregação da proteína em placas amiloides 

neurodegenerativas e todas as mutações descritas para MAPT estão associadas a um aumento 

dos emaranhados neurofibrilares.Contudo, novos estudos apresentam outros genes candidatos, 

bem como a importância de alterações epigenéticas na gênese desta doença(RIBEIRO; DOS 

SANTOS; DE SOUZA, 2021). 
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A apolipoproteína E (APOE) tem como principal função mediar o transporte 

lipídico no cérebro e na periferia (RAULIN et al., 2022). No entanto, vários estudos também 

demonstraram que os receptores APOE desempenham um papel importante na modulação do 

tráfego de APP, na produção de beta-amilóide (Aβ) (YU; TAN; HARDY, 2014) e na 

neuroinflamação (KLOSKE, et al., 2020). 

Alelos (ε2, ε3 e ε4) da APOE foram descritos como fatores de risco para DA pela 

primeira vez em 1993 (CORDER et al., 1993) e são o resultado de polimorfismos que causam 

alterações de aminoácidos nas posições 112 e 158 da proteína APOE (YU; TAN; HARDY, 

2014). O alelo ε3 é a variante mais comum na população em geral, já o polimorfismo ε4 

influencia o aumento no risco de DAIP elevando as chances em três vezes para portadores 

heterozigotos e entre oito a dez vezes para os homozigotos, do contrário, o alelo ε2 está 

relacionado a um menor risco de DAIP (BELLOY et al., 2019).  

Recentemente, foi observado que a autofagia é marcadamente prejudicada na DA, 

causada pela diminuição da acidificação de autolisossomas aumentados nos neurônios. Esse 

processo está associado à redução da atividade da enzima vATPase e ao acúmulo de Aβ/APP-

βCTF (beta-amiloide / fragmento carboxi-terminal da proteína precursora de amiloide), 

gerando vacúolos autofágicos (AVs) Aβ-positivos que se acumulam formando rosetas, 

denominado PANTHOS (LEE et al., 2022). Esse processo ocorre bem antes da deposição de 

amiloide extracelular e é acompanhada por neuroinflamação com invasão microglial. Análises 

quantitativas confirmam que neurônios individuais exibindo PANTHOS são a principal fonte 

de placas senis em modelos de DA induzido por Aβ (LEE et al., 2022). 

Contudo, a falta de sucesso na aprovação de qualquer terapia anti-Aβ e a baixa 

correlação encontrada entre o declínio cognitivo e a ocorrência de placas amilóides, mesmo 

com os novos tratamentos recentemente aprovados anti-amilóide: Lecanemab e Adecanumab 

que foram recentemente aprovados pela FDA, ainda geram o questionamento se o acúmulo de 

Aβ é realmente o responsável por desencadear a neurodegeneração na DA (RODA et al., 2022)..  

Outros mecanismos fisiopatológicos incluem disfunção sináptica, depleção de 

neurotransmissores (principalmente acetilcolina) e neurotrofinas, disfunção mitocondrial e das 

vias de sinalização da insulina, estresse oxidativo, inflamação, alterações vasculares e do 

metabolismo do colesterol (SMID et al., 2022). 

A redução na transmissão sináptica ocorre na fase inicial da doença, no entando a 

morte neuronal no início não é suficientemente grande para explicar a perda sináptica, 

sugerindo a disfunção na plasticidade sináptica antecede a neurodegeneração (SCHEFF et al., 

2006). Esta disfunção é caracterizada pela redução do número de sinapses e pela atividade 
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anormal de redes neurais, interferindo nos mecanismos de aprendizagem e causando uma hiper-

estimulação neurotóxica que leva à neurodegeneração (HUANG; MUCKE, 2015).  

A sinaptofisina (SYN) é uma proteína associadas à membrana pré-sináptica que 

pode ser encontrada em todas as terminações nervosas do sistema nervoso central e periférico, 

e atua regulando a fusão das vesículas sinápticas e a liberação de neurotransmissores, sendo um 

marcador importante da sinaptogênese (ZHANG et al., 2014). A sinaptofisina Ié conhecida por 

induzir o aumento do número e a densidade das sinapses neuronais, atuando no 

desenvolvimento neural, sendo um indicador de plasticidade e de transmissão neuronal, com 

efeito positivo na função cognitiva (ZHANG et al., 2014).  

 

1.4 Inflamação e Estresse Oxidativo na DA 

 

O estresse oxidativo tem sido associado ao início e progressão da DA (FISCHER; 

MAIER, 2015; KIM et al., 2015), pois pode induzir dano lipídico na membrana, alterações nas 

enzimas críticas para a função neuronal e glial e dano estrutural ao DNA, levando a dano 

tecidual, disfunção de sinapse e morte celular (HUANG et al., 2016). Por isso, supõe-se que o 

estresse oxidativo seja o mecanismo causal subjacente da patologia da DA (TANGNEY, 2014). 

Consequentemente, o estresse oxidativo é um importante fator de risco para a DA e é sugerido 

como um possível desencadeiador da DAE (HERNÁNDEZ-ZIMBRÓN; RIVAS-

ARANCIBIA, 2015). 

O estresse oxidativo tem sido definido com um distúrbio no balanço pró-oxidante 

e antioxidante em favor do primeiro, levando a reações potencialmente deletérias em lipídeos, 

proteínas, RNA e DNA (CASTORA et al., 2022). Essas reações podem incluir: peroxidação 

dos ácidos graxos das membranas celulares; oxidação dos grupos sulfidrila e inativação 

enzimática; inibição da síntese de ATP e consumo das reservas de dinucleotídeos adenínicos 

da nicotinamida; inibição da bomba de Na+/K+; alterações do DNA que levam à mutagênese ou 

apoptose e inativação direta do óxido nítrico (NO), que também é envolvido na 

neurotransmissão (BISHT; SHARMA; TREMBLAY, 2018). 

Os radicais livres (RLs) são espécies altamente reativas que contêm um ou mais 

elétrons não pareados e, em sistemas biológicos, os RLs gerados a partir de oxigênio e 

nitrogênio são classificados como espécies reativas de oxigênio (EROs ou ROs) e espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs ou RNs). Esses radicais são produzidos fisiologicamente devido 

ao metabolismo celular e são altamente controlados por sistemas antioxidantes enzimáticos e 

não enzimáticos. Em concentrações baixas e moderadas participam de cascatas de sinalização 



28 

 

celular e, dessa maneira, modulam genes envolvidos no reparo de DNA, no controle do ciclo 

celular, da resposta inflamatória e da apoptose (LU et al., 2011). 

Uma das consequências de aumento de EROs é a peroxidação lipídica, que se refere 

a deteriorização oxidativa de lipídios que contenham carbono insaturados, tais como ácidos 

graxos insaturados, glicolipídeos, ésteres de colesterol e colesterol. A peroxidação lipídica 

altera estrutura e permeabilidade de membranas celulares e pode culminar com a morte celular. 

(DE LA MONTE; 2014). As EROs atacam os ácidos graxos poliinsaturados e grupamentos 

metil com átomos de hidrogênio reativos, ocorrendo reações em cadeia e como resultado ocorre 

a produção de malonaldeído (MDA).  

Através da ação de mecanismos antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, os 

sistemas biológicos mantêm as concentrações de RLs dentro de limites fisiológicos 

(REMACLE et al., 1992). Os sistemas não enzimáticos são compostos por moléculas capazes 

de neutralizar os RLs através da doação ou captação de elétrons. Essas moléculas podem reagir 

diretamente com espécies reativas, neutralizando-as e tornando-se radicais menos reativos, 

como por exemplo, o ácido ascórbico (vitamina C), o α-tocoferol, GSH, carotenóides e 

polifenois (CASTORAet al., 2022) (Figura 2). 
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Figura 2 - Modulação do estresse oxidativo dependente da dieta 

 
 

Fonte: Castora et al. (2022). O estresse oxidativo está envolvido principalmente no desenvolvimento e progressão 

de muitas doenças neurodegenerativas. Vários eventos, incluindo excitotoxicidade, disfunção mitocondrial, 

sobrecarga de Ca2+ e estresse do retículo endoplasmático, estão associados ao acúmulo excessivo de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de nitrogênio (RNS), levando à oxidação de proteínas, lipídios e 

DNA. A exposição contínua de ROS/RNS leva à ativação de enzimas antioxidantes e sistemas de reparo e altera 

a função de fatores de transcrição e quinases, modulando assim a expressão de vários genes. Algumas modificações 

da transcrição gênica também podem ser mediadas por citocinas liberadas em resposta a ROS/RNS. Nesse 

contexto, as atividades antioxidantes e de eliminação de neuronutrientes, como fitoquímicos, vitaminas, hormônios 

e fatores neurotróficos, limitam a extensão da progressão da doença neurodegenerativa ao aliviar o estresse 

oxidativo. 

 

O sistema enzimático é composto pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A SOD atua metabolizando o ânion superóxido 

e assim formando o peróxido de hidrogênio (H2O2) (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). O H2O2 

pode ser metabolizado através de duas vias antioxidantes: catalase e o sistema glutationa. O 

sistema glutationa peroxidase atua no citoplasma e na mitocôndria e é composto por glutationa 

reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e glutationa peroxidase (GPX). A glutationa 

constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular (REMACLE et al., 1992). 

Os EROs também podem provocar efeitos na cascata de sinalização intracelular de 

insulina, podendo levar à formação de placas beta-amiloides e emaranhados neurofibrilares de 

tau fosforilada (MENG et al., 2004). Essas alterações moleculares levam à resistência à insulina 

cerebral, e que é uma característica tanto do mecanismo patogênico da doença quanto do quadro 

tardio da DAE, havendo um aumento do quadro de resistência conforme a patologia progride 

(LIU et al., 2011). 
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1.4.1 Via Nrf2/KEAP-1 na DA 
 

Aproximadamente 1% a 10% de nossos genes são regulados por Keap1-Nrf2 

(Transcription factor nuclear factor erythroid 2-related factor 2 - Nrf2 and Kelch-like ECH-

associated protein1 - Keap1), um intrincado sistema de sinalização sensível ao estado redox 

intracelular (RAVULA et al., 2021). Esta via também representa o melhor mecanismo de defesa 

contra o estresse oxidativo e o dano xenobiótico (ação sinérgica de diferentes substâncias 

químicas estranhas ao organismo que aumentam os dados celulares), controlando um grupo de 

proteínas citoprotetoras ao nível da transcrição celular pela ligação aos Elementos de Resposta 

Antioxidante (AREs) (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014).  

Atualmente é intensamente estudado que a ativação da sinalização Keap1-Nrf2-

ARE pode fornecer proteção contra várias doenças relacionadas ao estresse e à inflamação, 

incluindo doenças neurogenerativas, pois essa via é o melhor mecanismo de defesa que controla 

o dano xenobiótico e o estresse oxidativo. Além disso, a via Keap1-Nrf2-ARE também está 

envolvida no início de várias vias que mantêm o metabolismo e o equilíbrio redox celular, 

controlando um grupo de proteínas citoprotetoras ao nível da transcrição (CUADRADO et al., 

2018). 

Em condições normais, a via tem a proteína Nrf2 que é alvo para degradação 

proteassômica dependente de ubiquitina. Quando o Nrf2 é translocado para o núcleo forma 

heterodímeros com outros fatores de transcrição, como c-Jun e Maf, se ligando a ARE (região 

regulatória do DNA) e estimula a transcrição de genes que expressam uma série de proteínas 

citoprotetoras, antioxidantes, reguladoras, proteínas estruturais e enzimas de desintoxicação de 

fase II [Glutationa peroxidase (GPx), Glutamato-cisteína ligase (GCL), Heme Oxigenase (HO-

1), NADPH quinona oxidorredutase (NQO1) e membros da família da glutationa S transferase] 

crucial para a sobrevivência celular, metabolismo e homeostase redox (OH; JUN, 2017). A c-

Jun age como um ativador transcricional e as Mafs como inativador da transcrição após 

interação com Nrf2 binding (REDDY, 2008) (Figura 3). Porém, em caso de estresse oxidativo 

(exposição das células a eletrófilos), o Nrf2 é liberado da degradação mediada por Keap1 pelo 

proteossoma, interrompendo a via (JIANG et al., 2019).  

O Kelch-like ECH-Associating protein 1 (Keap1) é o principal regulador do fator 

nuclear derivado de eritróide 2 (Nrf2), no qual seu domínio BTB (n-terminal) medeia a 

homodimerização e a ligação de Keap1 a Cul3 (Cullin3), uma proteína de suporte entre Nrf2 e 

a ubiquitina ligase 3 (E3) (MOU et al., 2020). Em condições basais, Keap1 atua como um 
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componente adaptador na ligase E3 baseada em Culins3 (Cul3) para mediar a ubiquitinação de 

Nrf2, que resulta na degradação proteassômica de Nrf2 e mantém o conteúdo celular de Nrf2 

em um nível baixo (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014) (Figura 3). 

Contudo, ao detectar o distúrbio redox intracelular em condições de estresse, Keap1 

pode ativar o sistema citoprotetor baseado em Nrf2 (SUZUKI; YAMAMOTO, 2015), pois o 

excesso de insultos oxidativos e eletrofílicos pode modificar covalentemente os resíduos 

sensíveis na proteína Keap1, induzindo as mudanças de conformação do complexo Cul3-

Keap1-Nrf2 para impedir a ubiquitinação de Nrf2 (SIHVOLA; LEVONEN, 2017; JIANG et 

al., 2019). A inativação da ligase Keap1- Cul3 E3 pode permitir que o Nrf2 (recentemente 

sintetizado) contorne a degradação dependente da ubiquitinação, resultando assim na elevação 

e translocação nuclear de Nrf2 e na ativação de genes regulados por Nrf2 (HARDER et al., 

2015). 

A Nrf2 é um fator de transcrição do tipo Zíper de leucina básico (bZip), pertence à 

família cap 'n' collar (CNC) e possui 6 domínios (Neh1-Neh6). A região básica acima do zip de 

leucina é a responsável pela interação desses fatores de transcrição com o DNA (NITURE et 

al., 2010). O Neh1 possui o Bzip, Neh2 é o domínio que regula negativamente a ação do Nrf2 

se ligando a proteínas, como o Keap1, sendo a porção hidrofílica de Neh2 que interage com o 

domínio KIR (Kelch) do repressor Keap 1 (ITOH et al., 1999). Os domínios Neh 3,4 e 5 se 

ligam a co-ativadores e Neh 6 é uma região reguladora independente de Keap 1 (BAIRD et al., 

2014). 

Estudos mostraram que camundongos Knockout para Nrf2 aumentam a 

suscetibilidade a substâncias tóxicas, a doenças associadas a estresse oxidativo e ao 

envelhecimento (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). Além disso, a ativação 

farmacológica da via Nrf2 têm mostrado efeito neuroprotetor aos danos oxidativos (LEE; 

SURH, 2005). Assim, esta via de sinalização é fundamental para a expressão de moduladores 

antioxidantes e anti-inflamatórios que atuam na prevenção e na terapia de doenças que 

envolvem estresse oxidativo e inflamação como na DA, Diabetes Tipo 2 e Doença de Parkinson 

(RAVULA et al., 2021).  
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Figura 3 - Diagrama esquemático da via de sinalização Nrf2-Keap1- ARE 

 
Fonte: Oh Jun (2017). 

 

Essa sinalização Nrf2-Keap1-ARE é afetada pela interação com vários outros 

sistemas de sinalização intracelular tais como as proteínas quinases (mitogen-activated protein 

kinase - MAPK, glycogen synthase kinase -3 - GSK3, protein kinase C - PKC, 

phosphatidylinositide 3-kinase - PI3K, entre outros) e fosfatases que também regulam por 

fosforilação dos resíduos de serina no Nrf2, permitindo que ele migre para o núcleo celular 

(RAVULA et al., 2021). 

A inflamação observada precocemente na DA é um novo alvo terapêutico estudado 

(DAVIES; ADLIMOGHADDAM; ALBENSI, 2021). Na DA a translocação nuclear da Nrf2 é 

prejudicada, pois, além dos EROs, os oligômeros Aβ42 e a fosforilação de Tau inibem sua 

atividade pela sinalização de GSK-3 (KERR et al., 2017). Contudo, estudos corroboram que a 

administração de ativadores da via Nrf2, inibidores de Keap1 e GSK3 tem potencial de reverter 

e prevenir os déficits de memória e de plasticidade sináptica em modelos de roedores 

(CUADRADO et al., 2019; FAKHRI et al., 2020; DAVIES; ADLIMOGHADDAM; 

ALBENSI, 2021) (Figura 4).  
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Figura 4 - Visão geral da via Nrf2/Keap1/ARE e vias interconectadas, assim como alguns 

alvos fitoquímicos 

 
Fonte: Adaptado de Fakhri et al. (2020)eKerr et al. (2017). Os fitoquímicos ativam a via Nrf2, ARE gerando, por 

exemplo, SOD, CAT, GPx, GSH, GST e autofagia, enquanto inibem Keap1 e, consequentemente, mediadores 

oxidativos (por exemplo, ROS, MDA, NO, iNOS) e inflamatórios (IL, TNF-α, NF-κB ). As setas verdes: ativação 

ou regulação positiva, ⊥ vermelho: inibição ou regulação negativa, ARE: elemento de resposta antioxidante, CAT: 

catalase, GPCRs: receptores acoplados à proteína G, GPx: glutationa peroxidase, GSH: glutationa, GSK-3β: 

glicogênio sintase quinase 3-beta, GST: glutationa S-transferase, IL: interleucina, iNOS: óxido nítrico sintase 

induzível, Keap1: proteína 1 associada à ECH semelhante a Kelch, MDA: malondialdeído, mTORc: alvo mamífero 

da rapamicina, NF-κB : fator nuclear-κB, NO: óxido nítrico, Nrf2: fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2, 

ROS: espécies reativas de oxigênio, RTKs: receptor de tirosina quinase, SOD: superóxido dismutase, TNF-α: fator 

de necrose tumoral-α. 

 

1.4.2 Receptor de Insulina (IR) e GSK3 na DA 
 

Em condições normais, a ligação da insulina à subunidade extracelular do receptor 

(tirosina quinase) IR leva à ativação da subunidade intracelular β e sua autofosforilação. Uma 

vez ativado, o IR fosforila diversos substratos intracelulares, incluindo uma família de proteínas 

conhecida como substrato para IR (IRS), então a fosforilação de alvos intracelulares leva ao 

recrutamento e ativação de diversas proteínas e a iniciação de muitas cascatas de sinalização, 

dentre as quais as mais importantes são a via da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) e a cascata 

da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) (JOHNSTON; PIROLA; VAN 

OBBERGHEN, 2003). A ativação da via PI3K induz a ativação da serina treonina quinase Akt 
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ou Protein kinase B (PKB), promovendo sobrevivência neuronal ao inativar as vias pró-

apoptóticas (VAN DER HEIDE; RAMAKERS; SMIDT, 2006). 

A Akt medeia a fosforilação ou inativação do glicogênio sintase quinase 3β (GSK3β) 

na cascata da glicólise e na geração de energia. Uma vez que a sinalização intracelular para a 

insulina se encontra prejudicada, resulta em aumento da GSK3β, o que estimula a formação de 

emaranhados neurofibrilares pela a hiperfosforilação da proteína TAU nos neurônios (DA 

SILVEIRA et al., 2021). Além disso, a sinalização de insulina via ativação de PI3K também 

regula a liberação do APP no espaço extracelular e a produção de Aβ (PHIEL et al., 2003)  

 

1.5 Alterações histopatológicas na DA 

 

Macroscopicamente se observa uma notável atrofia no hipocampo e em diversas 

áreas do neocórtex, particularmente nos lóbulos frontal e temporal (BLENNOW et al., 2006). 

Já microscopicamente, os principais marcadores patológicos são as placas senis, os 

emaranhados neurofibrilares intracelulares e outras lesões neurofibrilares formadas pela 

proteína tau hiperfosforilada, constituindo os filamentos pareados helicoidais (PHF-tau), 

ativação microglial e astrócitária e perda neuronal e sináptica (NIMMRICH; EBERT, 2009).  

O extresse oxidativo e a inflamação no início da DA desencadeiam uma cascata de 

alterações bioquímicas e estruturais com disfunção mitocondrial, astrogliose e microgliose. Em 

conjunto, podem levar a uma cascata de morte com formação de radicais livres, liberação de 

mediadores inflamatórios, hiperfosforilação da proteína Tau e agregados de peptídeo Aβ 

resultando em um ciclo neurodegenerativo que leva à e morte celular (DESHMUKH et al., 

2009; MEHAN et al., 2011). 

Estas alterações patológicas se encontram principalmente no córtex cerebral 

(hipocampo e neocórtex), mas também se observam em estruturas subcorticais como a 

amígdala, os núcleos basais, o tálamo anterior, o locus cerúleos e os núcleos da rafe (JUCKER 

et al., 2006). O hipocampo e as estruturas temporais medianas adjacentes são afetados 

precocemente pelas alterações patológicas da DA, assim como os neurônios colinérgicos do 

cérebro anterior basal (COYLEet al., 1983; HENDERSON, 2014). 

 

1.6 Sintomatologia da DA  

 

Indivíduos com DA podem manifestar sintomas variados, mas apresentam 

significativas alterações e/ou prejuízos leves a moderados em múltiplas funções cognitivas, 
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funcionais e domínios comportamentais (ATRI, 2019). O dano neuronal ocorre inicialmente 

em partes do cérebro envolvidas na memória, incluindo o hipocampo, posteriormente, afeta 

áreas do córtex cerebral, como as responsáveis pela linguagem, raciocínio e comportamento 

social e muitas outras áreas do cérebro são danificadas (NIA, 2021). Estudos já sugerem que as 

complexas mudanças cerebrais associadas a DA, como a formação de placas amilóides ou de 

emaranhados da proteína tau, começam uma década ou mais antes do aparecimento de 

problemas de memória e raciocínio (NIA, 2022). 

Os sintomas da DA são irreversíveis e incluem: perda de memória; desafios no 

planejamento ou resolução de problemas; dificuldade em concluir tarefas rotineiras; confusão 

com relação ao tempo/espaço; dificuldade em compreender imagens visuais e relações 

espaciais; desordem verbal e escrita; apraxia; agnosia; julgamento diminuído ou deficiente; 

isolamento social e mudanças de humor, personalidade e comportamento (ALZHEIMER’S 

ASSOCIATION, 2022).Ainda, sintomas comportamentais e psicológicos da DA incluem 

agitação, comportamento motor aberrante, ansiedade, depressão e alucinações. É estimado que 

estes sintomas acometem cerca de 90% dos pacientes com demência, os quais afetam 

dramaticamente a qualidade de vida de pacientes com DA e seus cuidadores (CEREJEIRA et 

al., 2012). 

Pode haver grande heterogeneidade no desenvolvimento e progressão dos sintomas 

e no declínio clínico de indivíduos com DA(ATRI, 2019), mas ela pode ser dividida em 3 fases: 

leve, moderada e severa. Na fase leve, onde normalmente ocorre o diagnóstico, o indivíduo tem 

cada vez mais dificuldade em entender o mundo ao seu redor e se desenvolve a percepção 

gradativa de que algo está errado. Na fase moderada da doença com a intensificação dos 

sintomas, torna-se necessária uma supervisão e cuidados mais intensivos. Já na fase grave, o 

indivíduo se torna completamente dependente de seus cuidadores (NIA, 2022b). 

 

1.6.1 Memória e DA 

 

Conceitualmente, a memória pode ser classificada em memória “declarativa” e “não 

declarativa” (implícita ou de procedimento ou procedural). A memória declarativa ou memória 

explícita (de “o que”) está relacionada a experiências próprias, reconhecimento de cenas e de 

objetos familiares e envolve a recuperação consciente de eventos ou fatos ocorridos. Esse tipo 

de memória inclui a memória episódica, que se refere a informações que estão relacionadas a 

um lugar e tempo específicos, assim como a memória semântica que se refere a um 

conhecimento geral não ligado a contexto espacial ou temporal em particular (KINTSCH, 
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1995). Estudos farmacológicos e clínicos têm mostrado que a memória explícita ou declarativa 

é processada por estruturas no lobo temporal e suas conexões (ERIKSSON, 2002). 

A memória não declarativa (de “como fazer”) refere-se a várias formas de memória 

que não estão diretamente acessíveis à consciência, tais como: as habilidades e hábitos de 

aprendizagem, o condicionamento clássico, o “priming” ou pré-ativação (habilidade de detectar 

ou identificar um estímulo como um resultado de uma exposição prévia) (ERIKSSON, 2002). 

Acredita-se que a memória implícita ou de procedimento seja processada pelo núcleo estriado 

e/ou diencéfalo (IZQUIERDO, 1993c) 

Os tipos de memórias podem ser classificados quanto ao seu tempo de retenção (ou 

duração) em: memórias de longa duração, memórias de curta duração e memórias de trabalho 

(working memory) (GOLD; McGAUGH, 1975; LENT, 2001). A memória de trabalho ou 

operacional é muito breve e fugaz e serve para o armazenamento temporário (segundos ou 

poucos minutos) de informações que serão úteis apenas para o raciocínio imediato e resolução 

de problemas, podendo ser descartadas (esquecidas) logo a seguir (IZQUIERDO; MEDINA, 

1991). A memória de curta duração dura minutos ou horas e servem para proporcionar a 

continuidade do nosso sentido do presente e engloba o tempo durante o qual a memória de 

eventos em curso está sendo consolidada e convertida à memória de longo prazo (DUDAI, 

2004). Durante este tempo, a memória a curto prazo é vulnerável e sujeita a desaparecer, ao 

passo que as memórias de longa duração são mais resistentes (SQUIRE; ZOLA, 1996). 

As memórias de longa duração não são tão lábeis, mas precisam de um tempo maior 

para serem codificadas na rede neural, estimado por no mínimo 6 até 12 horas. Existem muitas 

evidências na literatura de que os diferentes tipos de memória são organizados e controlados 

por sistemas neuroanatômicos distintos e estas categorias de memória não são excludentes, 

quando um organismo aprende alguma coisa importante, vários destes sistemas de memória 

podem ser empregados (PREDIGER, 2005). 

O processo de consolidação que converte memórias de curto prazo em memórias 

de longo prazo consiste na alteração da atividade dos circuitos envolvidos através de 

plasticidade neural. Os mecanismos propostos para esse fenômeno que suportam a formação de 

memórias são a potenciação de longa duração (LTP, do inglês “long-term potentiation”) e a 

depressão de longa duração (LTD, do inglês “long-term depression”) (BLISS; 

COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO; McGAUGH, 2000). Os mecanismos moleculares 

relacionados aos processos de aprendizagem e memória envolvem, inicialmente, a ativação de 

receptores glutamatérgicos, entrada de Ca2+, ativação de proteínas como CaMKII, PKC e a 

proteínas quinases. A consolidação permite que a informação lábil sensível nas perturbações 
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seja fixada e estabilizada na rede neural e envolve vários mecanismos como a transcrição de 

genes ou a síntese de novas moléculas (ALKON et al., 2005). As memórias remotas, uma vez 

consolidadas, se distribuem difusamente pelo córtex cerebral e a perda de memórias 

declarativas acontece quando ocorrem lesões corticais extensas, como ocorre na DA. 

De modo geral, a memória possui quatro componentes essenciais: um componente 

neocortical não frontal, que modula a percepção na realização dos testes de memórias 

implícitas; um componente dos gânglios da base, que interfere nos testes de memórias 

procedurais sensóriomotoras; um componente temporal medial/hipocampal, que media a 

aquisição, retenção e evocação de memórias explícitas e um componente do lobo frontal que 

controla as memórias operacionais ou de trabalho (MOSCOVITCH, 1992).  

 

1.7 Diagnóstico da DA  

 

No sistema público de saúde brasileiro, na atenção primária, o diagnóstico clínico 

é baseado na avaliação minuciosa, especialmente dos domínios cognitivos afetados e do 

comprometimento funcional dos pacientes através de anamnese e exame clínico, avaliação 

neuropsicológica, exames laboratoriais e neuroimagem estrutural (como tomografia de crânio 

ou ressonância magnética). Na atenção secundária, inclui-se pesquisa de biomarcadores e na 

terciária, adiciona-se exames de neuroimagem funcional, como o PET-FDG ou a tomografia 

por emissão de fóton único (SPECT) (STURCHIO et al., 2022). 

Os comprometimentos cognitivos ou comportamentais devem afetar no mínimo 

dois dos seguintes campos: memória, funções executivas, habilidades 

visoespaciais, linguagem, personalidade ou comportamento (GALLUCCI; TAMELINI; 

FORLENZA, 2005). Exames de imagem e testes genéticos, apesar de pouco usuais, podem 

auxiliar no diagnóstico de DA, já a tomografia computadorizada (TC), a ressonância magnética 

(RM) e a tomografia por emissão de pósitrons (PET) são os mais utilizados. Dentre os PET 

usados no diagnóstico de DA, destacam-se os que medem níveis de Aβ, acúmulo anormal da 

proteína Tau e da fluordesoxiglicose, um análogo da glicose. Estudos mostram que pessoas com 

demência geralmente apresentam padrões anormais de diminuição do uso de glicose em áreas 

específicas do cérebro (NIA, 2022). 

Os exames laboratoriais consistem normalmente em avaliação hematológica, renal, 

hepática, perfil lipídico e metabólico (sódio, potássio e cálcio séricos), glicemia de jejum, 

vitamina B12, TSH, T4 livre, VDRL e são usados principalmente para causas secundárias de 

declínio cognitivo como hipotireoidismo, hipovitaminoses e neurosífilis. Procura-se identificar 
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também doenças sistêmicas e comorbidades que possam contribuir para o agravamento do 

quadro neurológico, como dislipidemia e diabetes (SMIDet al., 2022).  

Além disso, biomarcadores no líquido cefalorraquidiano (LCR) também podem ser 

utilizados para fins de diagnóstico, tais como o peptídeo Aβ de 42 aminoácidos (Aβ1-42) e a 

proteína tau em sua composição total e porção fosforilada no resíduo de 181 de treonina (T-tau 

e P-tau, respectivamente). Na DA, há redução da concentração de Aβ1-42 e aumento das 

concentrações de T-tau e P-tau (SMIDet al., 2022). No entanto, os procedimentos de análise do 

LCR, e os exames de imagem são ou invasivos, ou caros, e de difícil acesso a grande parte da 

população. 

As lesões se iniciam, com grande probabilidade, várias décadas antes dos pacientes 

manifestarem os primeiros sintomas clínicos, por isso o diagnóstico atual é tardio, já que a 

doença se confirma quando o dano cerebral já é muito evidente e irreversível. Portanto, quanto 

mais cedo a doença for diagnosticada, maior a chance do tratamento ser bem-sucedido e do 

paciente ter uma vida mais longa e com mais qualidade (MATTSON; MAGNUS, 2006). 

Biomarcadores específicos de doença, facilmente acessíveis, seriam de imenso 

valor para um diagnóstico diferencial entre os subtipos de demência. Um estudo de revisão 

sistemática buscou identificar biomarcadores no sangue que poderiam ajudar a diferenciar DA 

de Degeneração Lobar Frontotemporal (DLFT), incluindo Demência Frontotemporal (DFT), 

ou DA de Demência com Corpos de Lewy (DCL). Em relação aos biomarcadores para DA 

versus DLFT, foi encontrada uma excelente acuidade diagnóstica para a p-tau181, a p-tau217, 

a sinaptofisina (SYN), a sinaptopodina, o GAP43, a calmodulina, os microRNAs miR-

107/miR-335-5p e miR-127-3p, a neurogranina, a sinaptotagmina e o GFAP. Para a distinção 

de DA versus DCL, apresentaram boa acuidade os miR-21-5p e miR-451a (SANTOS et al., 

2022). Estes biomarcadores sanguíneos podem, potencialmente, vir a desempenhar um papel 

importante no diagnóstico de demências neurodegenerativas, mas ainda é necessária mais 

investigação com estudos longitudinais e coortes maiores para validar o valor clínico destes 

biomarcadores derivados do sangue. 

 

1.8 Diabetes tipo 3 e DA 
 

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

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

genéticas raras de início precoce da doença), traumatismo craniano, diabetes, hipertensão, 



39 

 

obesidade, tabagismo, depressão, hiperlipidemia, baixa atividade física e cognitiva, hábitos de 

vida e medicamentos (SCHIPPER, 2011). 

A Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) e a Doença de Alzheimer (DA) compartilham 

muitas características, incluindo inflamação crônica, estresse oxidativo, sinalização de insulina 

prejudicada, resistência à insulina, intolerância à glicose e comprometimento cognitivo 

(CHATTERJEE S e MUDHER A, 2018; LI R, et al., 2019). Essa associação clínica levou à 

hipótese de que moléculas pró-inflamatórias derivadas da periferia também poderiam 

influenciar na patogênese no Sistema Nervoso Central (SNC). 

Na DMT2, a hiperglicemia crônica promove a liberação de mediadores 

inflamatórios e glicosilação proteica, com auto-oxidação das partículas de glicose, 

desencadeando a formação de radicais livres e disfunção celular (GOMES; ACCARDO, 2019). 

Consequentemente, há uma importante mudança sistêmica, que não é compensada totalmente 

pelo sistema antioxidante fisiológico normal. Os mediadores inflamatórios periféricos 

atravessam a barreira hematoencefálica e em conjunto com mediadores produzidos pela gliose 

e pelos adipócitos periféricos ativados, desencadeiam a inflamação do SNC (NAZARETH, 

2017), contribuindo para resistência à insulina neuronal e os marcadores neuronais na DA (DA 

SILVEIRA et al., 2021). 

A resistência à insulina é uma condição patológica em que os tecidos-alvo não 

respondem à concentração plasmática ideal de insulina (GUO; TABRIZCHI, 2006), ou seja, 

ocorre uma interrupção da sinalização intracelular da insulina, prejudicando a função do 

receptor de insulina (IR) (PIPATPIBOONet al., 2012). Os receptores de insulina (IRs) no 

cérebro estão amplamente expressos em neurônios em comparação com a glia e concentrados 

nas regiões de sinapse neuronais, onde desempenham diversas funções, incluindo regulação 

homeostática, modulação da plasticidade sináptica, neurotransmissão e neurodegeneração 

relacionada à idade (CHATTERJEE; MUDHER, 2018). Essa forma de resistência à insulina no 

cérebro associada à DA corrobora com a hipótese de que a DA se trata de uma nova forma de 

diabetes, chamada de Diabetes Tipo 3 (DE LA MONTE, 2009).  

Além disso, análises post mortem e em modelos animais de DA apontam baixos 

níveis cerebrais de insulina e fosforilação do receptor de insulina subtipo 1 (IR-1) (LESTER-

COLL et al., 2006). Também foi apontado uma associação entre a resistência à insulina, atrofia 

cerebral e déficits de memória em idosos com 60 anos de idade (WILLETTE et al., 2013; 

CRANE et al., 2013).  Evidências também tem demonstrado que a DA avançada estaria 

associada a níveis cerebrais reduzidos de insulina, do fator de crescimento semelhante à 

insulina-1 (IGF-1) e dos genes IR (WATSON; CRAFT, 2003). 
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Esta resistência à insulina periférica e neuronal pode ser causada pelo consumo 

prolongado de dieta rica em gordura prejudicando a função mitocondrial pelo aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) no cérebro, levando à diminuição da função 

cognitiva (CRAFT; WATSON, 2004; PIPATPIBOONet al., 2012 e 2013). 

Curiosamente, existem muitas evidências na literatura mostrando uma correlação 

entre os padrões alimentares e a incidência de DA, indicando a dieta como um fator de risco 

modificável. Deste modo, as diretrizes do Instituto Nacional do Envelhecimento Associado ao 

Alzheimer para a doença de Alzheimer (DA) e para o declínio cognitivo relacionado à DA 

introduziu algumas evidências que sugerem uma relação direta entre dieta e mudanças na 

estrutura e atividade cerebral (RAVIet al., 2018).  

Estudos têm evidenciado que existe uma real associação entre mudanças no estilo 

de vida, como dieta e componentes dietéticos e a ocorrência de DA (VASSALLO, 2015). 

Solfrizzi e colaboradores mostraram que outros padrões alimentares emergentes, como a 

Abordagem dietética para parar a hipertensão (Dietary Approach to Stop Hypertension - 

DASH) e a Intervenção da dieta mediterrânea DASH para atraso neurodegenerativo 

(Mediterranean-DASH diet Intervention for Neurodegenerative Delay - MIND) foram 

sugeridos como possíveis dietas anti-DA, pois apresentaram taxas mais lentas de declínio 

cognitivo e redução significativa da taxa de DA (SOLFRIZZI et al., 2017). Outros estudos têm 

evidenciado que existe uma forte correlação entre má nutrição e DA (POLIDORI, 2014) e que 

o consumo de suplementos dietéticos e nutracêuticos pode ser uma via terapêutica eficaz para 

o tratamento da DA (TOUPSet al., 2022). 

Apesar da insulina ser produzida em grande parte pelas células β pancreáticas e 

atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), ela pode ser também produzida localmente em 

algumas regiões do cérebro como hipocampo, córtex pré-frontal, córtex entorrinal e bulbo 

olfatório (HOYER, 2003). Além disso, os Receptores de Insulina (IR’s) estão abundantemente 

presentes no cérebro e são encontrados em maior concentração no bulbo olfatório, hipotálamo, 

córtex cerebral, cerebelo e hipocampo (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006; DE FELICE; 

LOURENCO; FERREIRA, 2014).  

Tanto estudos in vitro como in vivo têm mostrado que a maior parte da glicose 

consumida pelo cérebro é utilizada para manutenção dos gradientes iônicos pré e pós-

sinápticos, responsáveis pelas neurotransmissões excitatórias e para manutenção do potencial 

de repouso dos neurônios (ATTWELL; IADECOLA, 2002; SHULMAN et al., 2004).  

Toda a glicose necessária para o funcionamento cerebral é transferida através das 

membranas celulares e barreiras por duas classes de transportadores específicos e saturáveis, os 
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transportadores de glicose independentes de sódio (GLUT) e transportadores de glicose 

dependentes de sódio (SGLT) (SHAH et al., 2012). Entretanto, o GLUT3 é considerado como 

o principal transportador de glicose cerebral (DUELLI; KUSCHINSKY, 2001).  

Uma importante consequência fisiopatológica do metabolismo alterado da glicose, 

gerada pela resistência à insulina, é a redução de aproximadamente 50% da produção de ATP 

no início da DAE e esta redução continua aumentando com a progressão da doença (SHAH; 

DESILVA; ABBRUSCATO, 2012). A sinalização da insulina é mediada por duas vias de 

transdução: a via da quinase fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAP quinase), que controlam a captação de glicose pelas células (JOHN 

et al., 2003). Os mecanismos neuropatogênicos envolvidos tanto na resistência à insulina 

periférica do diabetes tipo 2, como na sinalização da insulina no cérebro de pacientes com DAE, 

tem mostrado semelhanças no processo de formação do peptídeo Aβ (DE FELICE; 

LOURENCO; FERREIRA, 2014) e análises em indivíduos com DA mostraram que sinais de 

captação de glicose cerebral estão diminuídos, independente de atrofia estrutural, e podem ser 

detectáveis até três décadas antes do início esperado dos sintomas clínicos da DAE (MOSCONI 

et al., 2006). 

 

1.9 Modelos experimentais da DA 

 

Os estudos experimentais têm aberto novos horizontes para o estudo de diversas 

patologias e o camundongo tem sido muito escolhido em pesquisas não clínicas pelo pequeno 

porte, facilidade de obtenção e manutenção. Também as técnicas de química computacional e 

bioinformática permitem uma análise mais criteriosa do alvo terapêutico a ser estudado 

(FIOCRUZ, 2017). 

Nesse contexto, o uso de metodologias computacionais tem se tornado cada vez 

mais importantes, pois essa aplicação tem oferecido um excelente suporte para o 

desenvolvimento e identificação de novos fármacos que envolvam a busca de alvos bioquímicos 

relacionados com a etiopatogenia da doença. Além disso, faz-se necessário mimetizar a DA por 

meio de modelos experimentais que facilitam a análise do início e do progresso da doença, 

assim como a formulação de novo fármacos para prevenção e tratamento. 

A maioria dos modelos transgênicos e duplos transgênicos representam a forma 

genética e menos prevalente da doença, onde são associadas mutações dos genes que codificam 

a APP, BACE1, Presenilina 1 e 2 (GOATE, 2006; MUCKE et al., 2000). Já os modelos triplos 

transgênicos (3xTgAD) conseguem reproduzir melhor os marcadores moleculares e 
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histológicos da DA, além de expressar genes codificadores da proteína APP, da Presenilina-

AP1, o genoma destes camundongos apresenta também gene humano mutado da proteína Tau 

(ODDO et al., 2003).  

A utilização dos animais transgênicos para pesquisar a DA possui a vantagem de 

conseguir reproduzir características neuropatológicas, cognitivas e comportamentais 

semelhantes à doença. Com isso é possível intervir com tratamentos antes do início das 

patologias. Porém estes modelos em geral não apresentam perda neuronal, o que o torna 

inadequado para estudar mecanismos de neuroproteção. Também não são os mais adequados 

para estudar a forma mais comum de DA que é a esporádica, onde as lesões geralmente não são 

causadas por mutações (FRANCO; CEDAZO-MINGUEZ, 2013). Também ainda não existem 

modelos transgênicos para estudo da DA pela hipótese da Diabetes Tipo 3.  

Neste sentido, existem modelos não transgênicos, os quais visam mimetizar 

algumas características neuroquímicas e comportamentais apresentadas na DAE, através de 

alterações moleculares e sintomas similares a DAE, sendo eles a infusão intracerebroventricular 

(icv) direta do peptídeo Aβ (SARACENO et al., 2013), a destruição neurotóxica do núcleo 

basal e suas eferências colinérgicas corticais (SWAROWSKY et al., 2008), oclusão permanente 

e bilateral das carótidas comuns, causando uma hipoperfusão cerebral crônica (VICENTE et 

al., 2009) e o modelo por injeção icv de estreptozotocina (STZ), onde o déficit cognitivo é 

frequentemente anterior à formação de placas, facilitando o estudo da DAE na sua fase inicial 

(WU et al., 2014; LANNERT; HOYER, 1998; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). Tem sido 

evidenciado que a neurotoxicidade exercida pelo acúmulo das formas oligoméricas fibrilares 

intracelulares do peptídeo Aβ, resultam em uma maior falha sináptica e dano neuronal, 

contribuíndo para a neurodegeneração progressiva na DAE (VILLEMAGNE et al., 2017).  

 

1.10 Modelo de DAE por estreptozotocina (STZ)  
 

A estreptozotocina (STZ) (Figura 5) é um composto, glicosamina-nitrosouréia 

natural, produzido pela bactéria Gram-positiva Streptomyces acromogenes (EILEEN DOLAN, 

1997), possui estrutura química muito semelhante à glicose, possuindo como diferença apenas 

uma única substituição da hidroxila em C2 por um grupo nitrosuréia, esta semelhança torna 

possível que a droga seja carregada para dentro da célula através do transportador de glicose 

GLUT 2 (LELOUP et al.,1994). 
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Figura 5 - Comparação das estruturas moleculares da glicose e da estreptozotocina (STZ) 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os trabalhos de Junod e colaboradores em 1969 demonstraram que uma única 

administração intraperitoneal (i.p) de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar causava aumento 

sérico da glicose (JUNOD et al., 1969). Em 2002, Degenhardt e colaboradores padronizaram o 

modelo de Diabetes Tipo 1 com a dose de 40-60 mg/kg de STZ (DEGENHARDT et al., 2002). 

A STZ no modelo de Diabetes causa lesão nas células β-pancreáticas (produtoras 

de insulina) via o transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) e levando a uma alquilação do DNA. 

Isso ativa o mecanismo de reparo da enzima nuclear poli-ADP-ribose polimerase (PARP), 

resultando na depleção do NAD+ e consequente depleção dos estoques de ATP e necrose 

celular (LENZEN, 2008).  Além do efeito tóxico nas células β-pancreáticas, o STZ também 

interage em outras células que expressam GLUT2 e do transportador de glicose dependente de 

insulina 4 (GLUT 4) (LENZEN, 2008; GRIEB, 2016). Em condições fisiológicas, a insulina 

ativa a via PI3K-Akt, a Akt quinase ativada fosforila o AS160, que recruta GLUT para a 

membrana plasmática, permitindo que a glicose entre com eficiência na célula (GABBOUJ et 

al., 2019). 

No cérebro, as células endoteliais e os astrócitos, componentes da barreira 

hematoencefálica, expressam principalmente GLUT1, enquanto o transportador de glicose mais 

comum nos neurônios é o GLUT3. Ambos, GLUT1 e GLUT3, são independentes de insulina. 

No entanto, foi demonstrado que o GLUT4 dependente de insulina é expresso em certa medida 

em várias regiões do cérebro, como hipocampo, cerebelo e bulbo olfativo (GABBOUJ et al., 

2019). 

Embora se ache que a administração i.p de STZ não passe pela barreira 

hematoencefálica (BHE), em 2014 foi evidenciado que ratos diabéticos por STZ apresentaram 

déficits de memória (WANG et al., 2014), corroborando com os estudos sobre a interação do 

metabolismo da glicose e a cognição (LANNERT; HOYER, 1998) e de estudos pós-mortem 
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que evidenciam a resistência à insulina e sua correlação com a severidade da DA no cérebro de 

pacientes (DE LA MONTE; WANDS, 2005; STEEN et al., 2005; HOYER et al., 2014). Além 

disso, o receptor GLUT 2 está localizado em áreas específicas do encéfalo, em particular no 

hipotálamo e tronco cerebral, onde é encontrado em neurônios, astrócitos, tanicitos e células 

epiteliais que revestem os ventrículos cerebrais (THORENS, 2011; LANFRAY et al., 2013). 

O modelo de infusão intracérebroventricular (i.c.v) tem sido proposto como um 

modelo não transgênico da DAE em doses sub-diabetogênica de 1-3 mg/kg, pois induz a 

sintomatologia de déficites cognitivos (LANNERT; HOYER, 1998; SALKOVIC-PRETRISIC; 

HOYER; LANNERT, 2007), o comprometimento da sinalização colinérgica (BLOKLAND; 

JOLLES, 1994), estresse oxidativo (SAXENA et al., 2011), redução do metabolismo cerebral 

da glicose (HOYER; LANNERT, 2007) e a resistência à insulina cerebral (AGRAWAL, 2011). 

Contudo, foi observado que a presença de marcadores da DA, como Aβ, placas senis e tau 

fosforilada aparecem a longo prazo da progressão da lesão, não havendo comprometimento 

sistêmico (LESTER-COLL et al., 2006). 

Esse modelo evidenciou o aumento da fosforilação (inativação) de GSK3-β, que 

leva a formação de tau-fosforilada e acúmulo de placas senis (SALKOVIC-PETRISIC et al., 

2006) (Figura 6). Além disso, o comprometimento do aprendizado e memória também é 

progressivo e de longo prazo, onde após 14 dias da infusão se pode avaliar uma redução da 

memória em esquiva inibitória, mas não na memória espacial (Water Maze). 

A GSK3-β está relacionada com a uma via que tende a corroborar com o mecanismo 

de formação da resistência à insulina na Diabetes Mellitus e Diabetes Tipo 3 (HOYER et al., 

2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006), pois a insulina aumenta a atividade da via 

Akt/PKB, inibindo GSK3-β, regulando negativamente a fosforilação de seus substratos, tais 

como a proteína Tau (BHAT; BUDD; AVILARATAN, 2004), levando à neurodegeneração 

pela falta de responsividade ao fator neurotrófico (insulina), formação de EROS, deficiência no 

metabolismo energético e fosforilação do receptor de insulina (DE LA MONTE, 2009) (Figura 

6). 
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Figura 6 - Neurotoxicidade celular causada pela estreptozotocina (STZ) 

 
 

Fonte: Adaptado de Kamat et al., 2015. O STZ entra na célula via transportador de glicose tipo 2 (GLUT2), seu 

efeito no receptor de insulina (IR), causando inibição da sinalização do IR e comprometimento da via PI3K/Akt. 

Essa inibição de PI3K e Akt também inibe a regulação da GSK-3β, com o aumento da sua atividade resultando 

nas características da DA, tais como: a acumulação de Aβ (que leva a formação de placas senis) e a 

hiperfosforilação da Tau (que promove a formação de emaranhados neurofibrilares). Por outro lado, as proteínas 

quinases B/C também inibem o RI pela sua hiperfosforilação e dificultam a função normal da insulina nos 

neurônios. A STZ também reduz a expressão dos transportadores de glicose GLUT 1 e 3, prejudicando a entrada 

de glicose na célula. 

 

 

Resumidamente, a insulina se liga ao IR (receptor do tipo tirosina quinase), tanto 

central como periférico, que recruta seu substrato no sítio de ancoramento, tornando-o 

fosforilado nos resíduos de tirosina. Este torna-se capaz de recrutar várias moléculas 

sinalizadoras, dentre estas a enzima fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) (THORENS, 2011). A 

PI3K fosforila o fosfoinositídeo da membrana que ancora a proteína cinase B (PKB), a qual 

promove a translocação do receptor de glicose GLUT 4 para a membrana plasmática, 

promovendo maior aporte de glicose nos tecidos dependentes de insulina. Por outro lado, a PKB 

também modula por fosforilação a atividade da enzima glicogênio sintase cinase 3 (GSK 3), 

que, dependendo da sua isoforma, regula os peptídeos Aβ e a fosforilação da proteína Tau 

(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). As formas citosólicas da enzima GSK3 podem ser: a 

GSK-3α e a GSK-3β (SALKOVIC-PETRISIC; TRIBL; HOYER, 2006; CORREIA et al., 

2011). Sendo que a GSK-3β regula a fosforilação da proteína Tau (CHENG et al., 2005) e a 

GSK-3α está associada com a formação do peptídeo Aβ (PHIEL et al., 2004) (Figura 6). 
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Assim, este modelo experimental é o mais amplamente aceito pela literatura 

(DUBEY et al., 2018) e fornece subsídios morfológicos e moleculares para o entendimento da 

DAE em humanos pela nova hipótese da diabetes tipo 3 por possuir várias das características 

da doença e por mimetizar a progressiva deterioração cognitiva e do metabolismo energético 

encefálico (GRIEB, 2016; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Comparação entre o modelo de DAE induzido pela infusão i.c.v de STZ e a DA 

humana 

 
Fonte: Salkovic-Poetrisic; Hoyer (2007). 

 

 

Até o momento, os estudos utilizando o modelo de DAE por STZ só têm 

evidenciado a formação de placas Aβ com um mínimo de 3 meses após as injeções de STZ 

(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). Entretanto, estudos têm demonstrado haver um aumento 

significativo da expressão da proteína Aβ no hipocampo aos 14 dias após a administração de 

STZ e este efeito parece diminuir no dia 21 (RAVELLI et al., 2017). 

As alterações patológicas no modelo de DAE por STZ, como redução da espessura 

cortical, aumento na expressão de GFAP (marcador de ativação astrocitária), afinamento do 

corpo caloso e formação de placas amiloides são dependentes do tempo decorrido desde a 

injeção da STZ até 1 mês após, sendo considerada uma resposta aguda, entre 1 e 3 meses uma 

fase compensatória e entre 6 e 9 meses uma fase descompensatória, com uma fase crônica de 

declínio progressivo (KNEZOVIC et al., 2015). Nesse sentido, o uso do modelo de 

administração i.c.v de doses sub-diabéticas de STZ pode contribuir para o estudo da DAE e de 

novos alvos terapêuticos.  
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1.11 Tratamento da DA  

 

Atualmente não há tratamento curativo para a DA, mas algumas intervenções 

farmacológicas e não farmacológicas podem contribuir para aliviar os sintomas, retardar a 

progressão da doença e melhorar a qualidade de vida. As abordagens terapêuticas atuais são 

baseadas na etiologia, no perfil dos sintomas e no estágio da demência (WORLD ALZHEIMER 

REPORT, 2022). 

O tratamento farmacológico na DA leve, moderada e grave consiste no uso de 

inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEI), como donepezila, galantamina e rivastigmina 

para aumentar a disponibilidade de acetilcolina no cérebro (SMALL; BULLOCK, 2011). Na 

DA moderada a grave é recomendado a combinação de AChEI com memantina, que é um 

antagonista do receptor NMDA glutamatérgico e contribui para reduzir a neuro-

excitotoxicidade. Embora os efeitos sejam modestos, há evidências de melhora dos sintomas 

cognitivos e comportamentais da doença ou progressão mais lenta da DA, quando comparado 

ao placebo (XU et al., 2021).  

Não há estudos que comprovem a superioridade de um AChEI sobre os demais, 

mas há especificidades quanto aos mecanismos de ação, frequência e tipos de efeitos adversos. 

O tratamento deve começar com a dosagem mais baixa (para evitar eventos adversos) e ir 

aumentando pelo menos a cada quatro semanas para os AChEI e a cada semana para a 

memantina (CARAMELLI, et al., 2022).  

Para o tratamento dos sintomas neuropsiquiátricos na DA, o uso de sertralina ou 

mirtazapina são indicados como as melhores opções antidepressivas (HE et al., 2021). Um 

ensaio clínico recente, no entanto, observou uma tendência de aumento da mortalidade com 

mirtazapina usada para tratar agitação na demência da DA (BANERJEE et al., 2021). Já para 

os sintomas de agitação e agressividade, o tratamento de primeira linha seriam os antipsicóticos 

atípicos (DAVIES et al., 2018). Embora alguns estudos sugiram que os canabinoides possam 

ter efeitos potencialmente positivos em doenças neurodegenerativas, não há evidências atuais 

para apoiar seu uso clínico na demência (BRUCKI et al., 2021). 

Há também tratamentos não farmacológicos para os sintomas cognitivos como: a 

Terapia de Estimulação Cognitiva (CST) que estimula a linguagem, a memória e as funções 

executivas (AGUIRRE; SPECTOR; ORRELL, 2014); o Programa de Reabilitação Cognitiva 

Multicomponente/Multidisciplinar (MCRP) que inclui reabilitação e estimulação cognitiva e 

terapia assistida por computador, treinamento físico, fisioterapia, leitura e jogos (STONER et 

al., 2021) e a Orientação para a realidade com estimulação neurossensorial para reorientar as 
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atividades diárias, podendo melhorar a cognição e a adesão ao tratamento farmacológico na 

demência da DA leve a moderada (CARRION et al., 2018).  

Outras terapias não farmacológicas também são recomendadas para melhorar os 

sintomas depressivos, humor, cognição e bem-estar, tais como: musicoterapia (MOREIRA; 

JUSTI; MOREIRA, 2018), dança (YORK HEALTH ECONOMICS CONSORTIUM, 2017), 

acupuntura (MEYER; O’KEEFE, 2020), exercício físico (MENG; LIN; TZENG, 2020), terapia 

ocupacional (SMALLFIELD; HECKENLAIBLE, 2017) e fisioterapia (MARQUES et al., 

2019). Intervenções precoces direcionadas a fatores de risco modificáveis no estilo de vida 

(hipertensão arterial, diabetes, obesidade, sedentarismo, alto consumo de álcool, tabagismo, 

isolamento social), condições clínicas (perda auditiva e depressão) e ingestão deficiente de 

nutrientes, podem funcionar como medidas de proteção para reduzir o risco de DA 

(KIVIPELTO et al., 2020; MOREIRA; JUSTI; MOREIRA, 2020). 

Dado que os efeitos dos tratamentos disponíveis não são suficientes e que ainda não 

existem terapias medicamentosas específicas aprovadas até o momento, a prevenção da 

demência é primordial, onde mudanças no estilo de vida e intervenções clínicas podem prevenir 

o aparecimento dos vários fatores de risco já identificados. Por exemplo, o controle adequado 

da hipertensão e diabetes, atividade física regular, dietas específicas, atividades de estimulação 

cognitiva devem ser recomendados para mitigar os impactos pessoais, socioeconômicos e de 

saúde pública da DA (KIVIPELTO et al., 2020). 

 

1.12 Flavonoides  

 

Até o momento, evidências experimentais sugerem que a ingestão de flavonoides 

como suplementos dietéticos representa uma abordagem promissora para a prevenção e 

tratamento de condições patológicas caracterizadas por neuroinflamação e neurodegeneração 

(MAGNI et al., 2022). É conhecido que os flavonoides e seus metabólitos são capazes de 

atravessar a barreira hematoencefálica (KALT et al., 2008; ANDRES-LACUEVA et al., 2005) 

e podem exercer ações neurofarmacológicas a nível molecular, influenciando vias de 

sinalização e expressão gênica (WILLIAMS et al., 2004; SPENCER, 2008).  

Os flavonoides estão incluídos na família de compostos fenólicos ou polifenóis e 

compreendem mais de 6000 estruturas diferentes (SAMEC et al., 2021). São metabólitos 

secundários de plantas e mais abundantes em frutas e sementes, sendo responsáveis por 

características de cor, fragrância e sabor (DE LUNA; RAMIREZ-GARZA; SALDIVAR, 

2020). Sua estrutura química básica é formada por um esqueleto de 15 carbonos, C6-C3-C6, 
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com dois anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel pirano de três carbonos (C) 

(D’AMELIA, 2018; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). A presença de grupos hidroxila, 

insaturações e a posição em que o catecol do anel B liga ao pirano do anel C influenciam a 

biodisponibilidade, a atividade biológica e o poder antioxidante dos flavonoides (MALEKI; 

CRESPO; CABANILLAS, 2019; D’AMELIA et al., 2018) (Figura 7). 

Essas diferenças estruturais também geram a classificação desses compostos em 

diferentes classes (KUMAR, PANDEY, 2013). Os flavonoides nos quais o anel B está ligado 

na posição 3 do anel C são chamados de isoflavonas. Aqueles em que o anel B está ligado na 

posição 4 são chamados de neoflavonóides, enquanto aqueles em que o anel B está ligado na 

posição 2 podem ser subdivididos em vários subgrupos com base nas características estruturais 

do anel C. São eles: flavonas, flavonóis, flavanonas, flavanonóis, flavanóis ou catequinas, 

antocianinas e chalconas (Figura 7) (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). 

Praticamente todos os grupos de flavonoides parecem ter alguma atividade 

antidiabética (AL-ISHAQ et al., 2019). A característica estrutural relacionada a efeitos 

antidiabéticos consiste na presença de uma ligação dupla C2-C3 (anel C) e grupos hidroxila nas 

posições C3', C4', C5 e C7 de ambos os anéis A e B. Curiosamente, a substituição na posição 

C3 de um anel C diminui sua ação anti-inflamatória, porém aumenta sua atividade antidiabética 

(SHAMSUDIN et al., 2022).  
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Figura 7 - Esqueletos básicos dos flavonoides 

 

 
 

 

Fonte: Panche; Diwan; Chandra (2016). 

 

 

Os flavonoides podem modular diversas vias e respostas fisiológicas/patológicas, 

possuindo, portanto, propriedades anti-inflamatórias (ULLAH et al., 2020) e antioxidantes 

(SHENet al., 2022). A insaturação em C2-C3, e a presença dos grupos hidroxila nas posições 

3’ e 4’ do anel B são as características estruturais mais relacionadas com as propriedades anti-

inflamatórias dessas moléculas (CHOY et al., 2019). Além disso, os grupos hidroxi funcionais 

nos flavonoides podem doar elétrons por ressonância para estabilizar os radicais livres e mediar 

a proteção antioxidante (SAMEC et al., 2021). 

Em revisão realizada por Shen e colaboradores (2022), identificou-se oito 

mecanismos principais relacionados à propriedade antioxidante dos flavonoides, são eles: a 

eliminação direta de EROs através da doação de átomos de hidrogênio; a ativação de enzimas 

antioxidantes; a ativação da atividade quelante de metais, reduzindo a toxicidade de íons 

metálicos redox-ativos; o aumento dos níveis de radicais α-tocoferil (antioxidante que atua no 

peroxinitrito produzido pela interação de NO e íons superóxido induzida por macrófagos 
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ativos)  reduzindo a oxidação de LDL; inibição de NAPDH oxidases, diminuindo a formação 

de radicais livres;  mitigação do estresse oxidativo causado pelo NO; o aumento de níveis de 

ácido úrico que é um antioxidante intravascular e aumento das propriedades antioxidantes de 

moléculas antioxidantes de baixo peso molecular (Figura 6). 

Por funcionarem como excelentes moduladores de enzimas envolvidas em 

mecanismos oxidativos, alguns flavonoides são capazes de diminuir marcadores de estresse 

oxidativo, como glutationa peroxidase, malondialdeído e superóxido dismutase (ULLAH et al., 

2020; FARZAEI et al., 2019). Estudos prévios em diferentes tecidos com diversos flavonoides 

identificaram que esses polifenóis podem atuar na modulação do estresse oxidativo e da 

inflamação ativando a via Nrf2/Keap1 (RAVULA et al., 2021) e inibindo vias de sinalização 

GSK3, NF-κB, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1beta (IL-1β), interleucina-

6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), COX2, ácido araquidônico, fosfolipase A2, prostaglandina E2, 

lipoxigenase, molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), E-selectina, proteína 

quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) e molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM- 1) 

(AL-KHAYRI et al., 2022; SERAFINI; PELUSO; RAGUZZINI, 2010; SANTANGELO et al., 

2007; FAKHRI et al., 2020; REN et al., 2020).  

Também foi observado a modulação de MAPK e outras quinases reguladas por 

sinal extracelular (ERK), fosfoinositídeo-3-quinase (PI3K)/Akt, o que também são mecanismos 

que reduzem estresse oxidativo e a inflamação (ULLAH et al., 2020). Pode se ainda relatar a 

ação antioxidante e neuroinflamatória de flavonóides, por exemplo, a hesperitina (IKRAM et 

al., 2019), a genisteína (AFAQ et al., 2003), a epigalocatequina (LI et al., 2004), a quercetina 

(CHEN et al., 2005) e a bacaleina (LEE et al., 2003), fisetina (HASSAN et al., 2022) que 

mostraram atenuar ativação microglial e astroglial na neuroinflamação por diversos 

mecanismos de ação. 

Desse modo, se tratando de efeitos neuroprotetores, os flavonoides têm se mostrado 

poderosos agentes contra a neuroinflamação, inibindo a produção de mediadores pró-

inflamatórios, elevando a secreção de fatores anti-inflamatórios e modulando a polarização da 

microglia e astrócitos, principalmente através da inibição de MAPK, da ativação de Nrf2, 

BDNF/CREB, Wnt/β-catenina e PI3k/Akt (CHEN et al., 2022) (Figura 8).  

Além dessas propriedades anti-inflamatórias (ULLAH et al., 2020) e antioxidantes 

(SHEN et al., 2022), os flavonoides também apresentam propriedades anticancerígenas, 

cardioprotetoras, neuroprotetoras, imunomoduladoras e antidiabéticas, estando associados a 

uma ampla gama de benefícios à saúde (JUCÁet al., 2020; FRAGA et al., 2019). As principais 

diferenças nos estudos in vitro e in vivo são as concentrações fisiológicas dos flavonoides, pois 
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em estudos in vitro a concentração dos compostos é mais alta, enquanto a biodisponibilidade in 

vivo de um composto tem menos impacto na sistêmico (SAJID et al., 2021). Dessa forma, 

estudos extensivos e em humanos são essenciais para melhorar a biodisponibilidade dos 

flavonoides e demonstrar sua capacidade como agentes anti-inflamatórios (SAJID et al., 2021). 

 

Figura 8 - Mecanismos de ação in vitro dos flavonoides 

 
Fonte: Shenet al. (2022). 
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Estudos de metanálise envolvendo suplementos contendo flavonoides usados para 

tratar indivíduos com sobrepeso e obesos com resistência à insulina, verificou-se redução 

significativa na glicemia de jejum em grupos que receberam suplementação, mostrando que os 

suplementos contendo flavonoides podem ser eficazes contra resistência à insulina (YAO et al., 

2022). Outra revisão sistemática com metanálise avaliou frutos silvestres e verificou um 

aumento de HDL e redução de LDL em intervenção de 4-6 semanas com cranberry ou arando 

e redução significativa em níveis de colesterol total e LDL em intervenções com morango 

liofilizado (WILKEN et al., 2022). 

Podemos consumir flavonoides em diferentes concentrações por meio de frutas e 

vegetais e se beneficiar na prevenção e no tratamento de doenças relacionadas à inflamação 

(Tabela 2). Em uma pesquisa translacional de longo prazo, pesquisadores do Projeto Memória 

e Envelhecimento (que iniciou em 1997), adquiriram informações dietéticas completas durante 

o acompanhamento clínico e autópsias cerebrais de 575 pacientes com DA, cuja média a idade 

do óbito foi de 91,3 anos (RUSH, 2022). Os dados do estudo sugerem que a antocianina 

pelargonidina, presente em frutas vermelhas, pode proteger o cérebro envelhecido do 

desenvolvimento da DA, pois ao longo do tratamento, os pacientes tiveram melhora na memória 

episódica, memória de trabalho, memória semântica, capacidade visuoespacial e velocidade 

perceptiva e apresentaram menos neurofilamentos e perda sináptica (RUSH, 2022). De acordo 

com os autores, isso motiva uma mudança simples que qualquer pessoa pode fazer em sua dieta 

na busca por saúde, pois mostra que fazer escolhas alimentares específicas pode levar a uma 

neuroproteção e uma taxa mais lenta de declínio cognitivo. 
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Tabela 2 - Uso dos flavonoides no tratamento de diversas doenças 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

1.13 Eriodictiol  

 

Até o momento, evidências experimentais sugerem que a ingestão de flavonóides 

como suplementos dietéticos representa uma abordagem promissora para a prevenção e 

tratamento de condições patológicas caracterizadas por neuroinflamação e neurodegeneração 

(MAGNI et al., 2022).  

O eriodictiol (Figura 9) [nome IUPAC: (2S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)- 5,7-

dihydroxy-2,3-dihydrochromen-4-one] é uma tetrahidroxiflavanona que é uma flavanona 

substituída por grupos hidroxi nas posições 5, 7, 3' e 4', respectivamente, e um membro das 3'-

hidroxiflavanonas (NCBI, 2022).  
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Figura 9 - Estrutura química do Eriodictiol 

 

 

 
 

Fonte: NCBI (2022). 

 

As flavanonas, também conhecidas como dihidroflavonas, são uma importante 

classe de flavonóides amplamente encontrada em frutas cítricas (HE et al., 2019). Por exemplo, 

os glicosídeos de flavanona, como naringina, naringenina e naringenina 7-O-neohesperidoside, 

podem ser encontrados em maior concentração nas toranjas. Hesperidina, hesperetina e 

hesperetina 7-O-rutinoside em laranjas, tangerinas, limas e limões. Já a eriocitrina, o eriodictiol, 

e o eriodictiol 7-O-rutinoside estão mais presentes em limões (TERAHARA, 2015; 

AGRAWAL, 2011; HABTEMARIAM, 2019). 

O eriodictiol é o flavonóide mais comum e mais encontrado em diversas plantas 

medicinais e vegetais, além das frutas cítricas. Além disso, possui propriedades medicinais 

consideráveis e seus estudos na literatura ajudam a esclarecer seu modo de ação em várias 

patologias e tipos celulares (ISLAM et al., 2020).  

Evidências científicas destacam seu efeito terapêutico antioxidantes (CHOBOT et 

al., 2016; MOKDAD-BZEOUICH et al., 2016), anti-inflamatórios (ZHU et al., 2015), 

anticancerígenos (ZHANG et al., 2020), neuroprotetor (WANG et al., 2021; HABTEMARIAM 

2019; Ferreira et al., 2016), cardioprotetor (LI et al., 2018), antidiabético (ZHANG et al., 2012), 

antiobesidade (KWON; CHOI, 2019), controle da obesidade (AL-ISHAQ et al., 2019), 

atividade insulinotrópica (HAMEED et al., 2018), hepatoprotetor (XIE et al., 2017) e diversos 

outros (MEHMOOD; ANWAR; TABASSAM, 2021). Sendo assim, o eriodictiol pode servir 

como uma substância com potencial nutracêutico para melhorar a saúde dos indivíduos (Figura 

10) (ISLAM et al., 2020). 
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Em um modelo de Doença de Alzheimer, o eriodictiol preveniu os déficits 

cognitivos em camundongos transgênicos APP/PS1 pela inibição da ferroptosis via receptor de 

vitamina D mediado pela ativação da via Nrf2 (LI et al., 2022). Também protegeu o 

comprometimento da memória de camundongos em um modelo de infusão de Aβ25–35 (GUO, 

et al., 2022). Além disso, o tratamento com eriodictiol suprimiu significativamente a 

peroxidação lipídica relacionada ao diabetes (GANDHI, et al.,2020) e protegeu as células 

ganglionares da retina de animais diabéticos induzidos por estreptozotocina do estresse 

oxidativo, inflamação e apoptose causado por altos nívais de glicose sistêmica pela ativação da 

via Nrf2 (LV et al., 2019). 

 

Figura 10 - Vias de sinalização molecular do eriodictiol em várias condições de saúde 

relacionadas ao estresse oxidativo 

 
 

Fonte: Islam et al. (2020). A figura resume algumas delas, tais como, o eriodictiol aliviou o estresse oxidativo 

causado principalmente por ROS através das vias Keap1, Nrf2/HO-1 e ARE. A inflamação mediada pelo estresse 

oxidativo foi reduzida pela inibição da sinalização PI3K/Akt, FOXO1 ou ativando MAPKs, Sirt1 e, assim, 

bloqueando a translocação nuclear de NF-κB. Os distúrbios neuronais mediados por ROS são auxiliados pela 

inibição da sinalização Keap1, Nrf2/HO-1 e ARE ou ativação de MAPKs, sinalização Sirt1 e, como resultado, 

bloqueio da translocação de NF-κB. O eriodictiol também melhorou os distúrbios cardíacos mediados pelo estresse 

oxidativo por meio da inibição das vias de sinais MAPK/ERK, Nrf2/HO-1 e ARE ou da sinalização 

MAPK/JNK/p38, que mantém a relação mitocondrial Bax/Bcl-2 e, como resultado, bloqueia a translocação nuclear 

da caspase-3 e, consequentemente a apoptose. O eriodictiol também mostrou atividade anticancerígena por inibir 

a sinalização mTOR/PI3K/Akt e por regular a via de sinalização Bcl-2/Bax.  
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Estudos de farmacocinética em humanos identificaram que o eriodictiol tende a ser 

absorvido devagar à medida que é consumido no intestino como glucuronidação (forma extraída 

das plantas), após a digestão bacteriana intestinal e é metabolizado por metoxilação no fígado 

a homoeriodictiol em uma forma conjugada. Os metabólitos conjugados são metabolizados nos 

rins, liberando ácido glicurônico e/ou sulfato e promovendo a sua eliminação por via biliar e 

excreção urinária (ISLAM, et al., 2020) (Figura 11). 

 

Figura 11 - Farmacocinética do eriodictiol em humanos 

 
 

Fonte: Islam et al. (2020). 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

Apesar dos avanços nas pesquisas desenvolvidas com a DA nas últimas décadas, 

muitos dos mecanismos patofisiológicos que levam ao desenvolvimento da DA permanecem 

não esclarecidos. Sabe-se que o estresse oxidativo e a inflamação são um dos principais 

mecanismos que levam à morte celular na DA, mas a falta de conhecimento total da patogenia 

leva à dificuldade de obter tratamentos mais eficientes.  

Para agravar, os custos aos sistemas de saúde de todo o mundo são altos, pois a 

assistência a pacientes diagnosticados com demência é de alta complexidade. Um levantamento 

de 2018, estimou que U$ 1 trilhão foi destinado ao cuidado desses pacientes e que os familiares 

financiam os cuidados, principalmente mulheres, cuja saúde, educação e renda são colocadas 

em risco (PROAD, 2022). 

Os flavonoides têm se mostrado candidatos potenciais à terapia coadjuvante da DA 

por serem capazes de atuar em diversos mecanismos patogênicos da doença como no combate 

ao estresse oxidativo e a neuroinflamação e que apresenta potencial terapêutico frente a outras 

doenças inflamatórias. Contudo, muitos estudos são necessários para determinar se os 

mecanismos neuroprotetores dessas substâncias são realmente eficazes na diminuição da 

progressão da DA e na melhora da qualidade de vida dos pacientes, o que justifica a relevância 

deste estudo. 

Deste modo este trabalho busca investigar o flavonoide eriodictiol para avaliar o 

possível efeito neuroprotetor em um modelo experimental para o estudo da DA esporádica 

contra a toxicidade causada pela injeção de estreptozotocina (STZ) e seus possíveis mecanismos 

de ação utilizando o modelo in silico, possibilitando o desenvolvimento de terapias preventivas 

mais eficazes, melhorando a qualidade de vida das pessoas e impactando de forma significativa 

nos custos com o tratamento da DA. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivos gerais  

 

Estudar os efeitos do flavonoide eriodictiol sobre a neurotoxicidade induzida por 

estreptozotocina (STZ) no modelo de estudo da Doença de Alzheimer Esporádica (DAE). 

 

3.2 Objetivos específicos  
 

Avaliar o potencial neuroprotetor do eriodictiol sobre o dano neuronal induzido por 

STZ nos animais com DAE, analisando: 

● Estudar a glicemia dos animais é alterada pela lesão cerebral causada pelo STZ; 

● Estudar a atividade exploratória e memória dos camundongos; 

● Estudar o estresse oxidativo (GSH, Nitrito e TBARS); 

● Estudar a ativação glial astrocitária (expressão de proteína ácida fibrilar glial - 

GFAP) no hipocampo e no córtex pré-frontal;  

● Estudar a neuroinflamação pela expressão de GFAP no hipocampo e no córtex 

pré-frontal por western blotting;  

● Estudar a sinaptotoxicidade pela expressão de Sinaptofisina no hipocampo e 

córtex pré-frontal por western blotting; 

● Identificar possíveis poses para integração entre o eriodictiol e as proteínas 

IRS1, GSK3阝e KEAP1 por docking molecular; 

● Simular as conformações obtidas no docking para identificar a estabilidade e a 

convergência das poses de docking; 

● Estudar detalhadamente por Dinâmica Molecular as interações do eriodictiol 

com as proteínas IRS1, GSK3阝e KEAP1 identificando o possível mecanismo de 

ação. 
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA  

 

4.1 Experimentos in vivo  

 

4.1.1 Animais  

 

Todos os procedimentos realizados no estudo seguiram os princípios éticos da 

experimentação animal, estabelecidos pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) da 

UFC sob o número nº 4696051018. 

Foram utilizados camundongos albinos adultos da estirpe Swiss, machos, com peso 

compreendido entre 25-35 g, provenientes do biotério central da Universidade Federal do Ceará 

(UFC) e transferidos para o biotério do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento 

de Medicamentos da UFC.  

Os animais foram mantidos sob condições de temperatura e umidade controladas, 

em gaiolas plásticas apropriadas, forradas com raspas de madeira à temperatura de 22 ± 2°C e 

com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e com livre acesso à alimentação e à água.  

 

4.1.2 Drogas  
 

As seguintes substâncias foram utilizadas: Estreptozotocina (SIGMA-USA), 

Eriodictiol (Sigma-Aldrich, EUA), Cloridrato de xilazina 2% (Kensol® Laboratórios König 

S.A, Argentina); Cloridrato de ketamina 5% (Vetanarcol®, Laboratórios König S.A, 

Argentina). Os demais reagentes foram de grau analítico. 

 

4.1.3 Modelo de Doença de Alzheimer Esporádica (DAE) induzido por 

Estreptozotocina (STZ i.c.v)  
 

Os procedimentos de lesão foram realizados através da cirurgia estereotáxica. Os 

animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) e cetamina (100 

mg/kg i.p.) e posicionados no aparelho estereotáxico (Stoelting®). Foi realizada uma incisão 

sagital mediana de aproximadamente 2 cm de comprimento com um bisturi, no alto do crânio, 

expondo-se as suturas ósseas cranianas, com o objetivo de localizar o bregma.  

Os orifícios foram perfurados no crânio em ambos os lados sobre os 

ventrículos laterais usando as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm 
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lateral à  sutura sagital e 2,8 mm abaixo a superfície do cérebro (PAXINOS; FRANKLIN, 2004) 

(Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Localização das micro-injeções bilaterais de STZ nos ventrículos laterais 

 
Fonte: Adaptado de PAXINOS; FRANKLIN, 2004. 

 

Esse modelo experimental de lesão foi proposto por Lannert e Hoyer (1998). Foram 

realizadas perfurações nos crânios dos animais com uma broca de baixa rotação (Dremel) em 

cada marcação, permitindo entrada da seringa Hamilton com o STZ (3 mg/kg) sendo injetado 

intracerebroventricularmente (i.c.v) de forma bi-lateral no dia 1 e 3 do experimento, em ambos 

ventrículos, sendo infundido 1,5 μl (45μg/1,5μl) em cada hemisfério (SHARMA; GUPTA, 

2001) (Figura 12). As micro-injeções foram realizadas por administração de STZ ou solução de 

veículo, lentamente, ao longo de um período de 1 minuto e a agulha permaneceu na posição 

durante mais 5 minutos para prevenir o refluxo ao longo da seringa. Após as injeções, os cortes 

feitos nos animais foram suturados com fio cirúrgico de algodão (AP 0,4 15x45 cm) e 

desinfetados com iodo povidine. Os animais do grupo controle foram submetidos aos mesmos 

procedimentos cirúrgicos, no entanto, não receberam a neurotoxina STZ, foi introduzido 

somente a agulha nas mesmas coordenadas estereotáxicas, seguido de infusão de artificial 

Fluido Cérebro Espinal (aCSF) estéril (veículo, solução de NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, 

C6H12O6).  
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Figura 12 - Representação da cirurgia estereotáxica 

   
Fonte: Laboratório de Neurociência e Comportamento (LNC). À esquerda, mostrando as regiões do crânio onde 

foram realizados os furos para ter acesso aos ventrículos direito e esquerdo, e à direita mostrando o corte coronal 

da região onde foram realizadas as injeções de STZ.  

 

4.1.4 Protocolo Experimental  

 

O tratamento com o eriodictiol foi feito com as doses 2 ou 4 mg/kg ou veículo 

(Tween 3% em salina) por via oral (v.o / gavagem), uma hora após os procedimentos de indução 

e diariamente durante os 15 (quinze) dias que seguem após o segundo procedimento de indução, 

utilizando Tween 3% em salina como veículo. 

As doses de 2 e 4 mg/kg foram utilizadas baseado em estudos que demonstraram 

que o eriodictiol apresentou efeito neuroprotetor e diminuição nos déficits cognitivos em 

modelo de isquemia cerebral focal permanente em camundongos (FERREIRA et al., 2016).   

Foram utilizados um total de 120 animais divididos em 5 grupos experimentais (n= 

24 para cada grupo) de acordo com a tabela a seguir (Tabela 4). 

Os animais de cada grupo foram divididos em 2 subgrupos de 12 animais. Os 

animais do primeiro subgrupo foram submetidos a testes para avaliar a atividade locomotora 

(teste do campo aberto) e avaliação de memória (teste do labirinto em Y, teste do 

reconhecimento de objetos e teste da esquiva passiva). Os animais do segundo subgrupo foram 

submetidos aos testes para avaliar a atividade locomotora (teste do campo aberto) e avaliação 

de memória espacial (teste do labirinto aquático).  
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Tabela 4 - Protocolo experimental 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. aCSF: Fluido Cérebro Espinal artificial e STZ: estreptozotocina. 

 

Os testes empregados foram realizados de acordo com o desenho experimental 

abaixo (Figura 13). Os testes de comportamento foram realizados 12 (doze) dias após a segunda 

injeção de STZ ou de aCSF. Após os testes de comportamento, os animais foram eutanasiados 

por decapitação e os cérebros dissecados para a retirada das áreas cerebrais (córtex pré-frontal 

e hipocampo), as áreas foram estocadas a -70 °C para avaliação bioquímica e molecular, tais 

como: realização das análises do estresse oxidativo (n=6) (Glutationa Reduzida, Substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico e Nitrito) e a quantificação da densidade de marcadores 

sinápticos (sinaptofisina) e da proteína ácida fibrilar glial (GFAP) por Western blotting (n=6). 

Os testes empregados foram realizados de acordo com o desenho experimental a seguir: 

 

Figura 13 - Desenho experimental mostrando a sequência dos testes realizados nos animais 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.1.5 Dosagem da glicemia  
 

A dosagem da glicemia foi realizada em todos os animais, sendo feita sem restrição 

alimentar, para confirmar que os animais não ficaram diabéticos pela injeção i.c.v de STZ. As 

dosagens foram feitas imediatamente antes dos procedimentos de indução e 16 dias após as 

injeções de estreptozotocina. Com o auxílio de uma tesoura cirúrgica estéril, uma gota de 

sangue foi obtida através da perfuração da ponta da cauda dos animais. Essa amostra de sangue 

foi aplicada sobre uma fita teste de glicemia usada para leitura no medidor de glicose, sendo os 

resultados obtidos em mg/dL. Camundongos com glicemia de jejum superiores a 200 mg/dL e 

peso corporal acima de 55 g são classificados como diabéticos (TABAK et al., 2012). 

 

4.1.6 Testes comportamentais  

 

4.1.6.1 Avaliação da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto (Open Field) 

 

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar o 

estado emocional em ratos. O teste utilizado neste trabalho foi baseado no modelo de 

BROADHURST (1957) com o intuito de avaliar a atividade locomotora e o comportamento 

exploratório do animal, pois essa atividade reflete a exploração a um contexto novo. A atividade 

locomotora é medida através da avaliação do montante da distância percorrida, velocidade 

média, número de crossings e número de rearings.  

O teste foi realizado no décimo segundo dia após a última cirurgia de infusão de 

STZ. Utilizou-se uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrílico preto com o piso dividido 

em nove quadrados iguais (Figura 14) e durante 5 minutos foram registrados por um software, 

o ANY-maze (versão 4, USA), a distância percorrida, a velocidade média, o número de 

quadrantes atravessados pelo animal (número de cruzamentos ou crossings) e o número de 

vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente mantendo-se apenas pelas patas 

traseiras, caracterizando o comportamento exploratório do tipo rearings. O ambiente foi 

iluminado apenas com luz vermelha. Após cada animal ser retirado, a arena foi limpa com 

álcool a 20% e secada com toalhas de papel, para evitar que o cheiro de urina e fezes 

interferissem no teste. 
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Figura 14 - Arena do teste de campo aberto dividido em quatro quadrantes iguais 

 
Fonte: Arquivo do Laboratório de Neurociência e Comportamento (LNC). 

 

4.1.6.2 Avaliação sobre a memória 

 

4.1.6.2.1 Avaliação da memória de trabalho - Teste Labirinto em Y (Y-maze) 

  

Neste teste, avalia-se a memória operacional ou de trabalho (curto-prazo) 

visuoespacial, que tem como principal área envolvida, o córtex pré-frontal (SARTER et al., 

1988). O labirinto em Y é composto por 3 braços de acrílico com 16 cm de altura, 5 cm de 

largura e 40 cm de comprimento (Figura 15). O animal foi colocado em um dos braços e foi 

feita a contagem das alternâncias espontâneas das entradas nos outros braços durante 8 minutos. 

Os animais controles apresentam forte tendência de alternar a entrada nos diferentes ambientes 

sem repetição. Todas as entradas em cada braço foram sequencialmente anotadas, havendo, 

assim, o registro do número total de entradas em cada braço, bem como a sequência de entradas.  

 

Figura 15 - Fotografia do equipamento para a realização do teste de labirinto em Y 

 
Fonte: LNC. 
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As informações foram analisadas para determinar o número de entradas do braço 

sem repetição. O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância, indicando que os 

animais podem lembrar em qual braço eles entraram por último (LALONDE, 2002). O 

resultado é expresso em porcentagem eobtido através da seguinte fórmula matemática (Figura 

16): 

 

Figura 16 - Cálculo realizado para que se tenha o resultado do teste 

 
Fonte: LNC. 

4.1.6.2.2 Avaliação da memória aversiva – Teste Esquiva passiva (Passive avoidance test) 

 

Após 14 dias do procedimento de injeção do STZ, os animais foram habituados ao 

aparelho de esquiva passiva (Insight LTDA) e depois testados com o objetivo de avaliar as 

memórias de curta e longa duração (recente e tardia) com componente aversivo (memória de 

alerta, ansiedade ou aversividade) (Figura 17). Este teste foi baseado no método de De Noble e 

colaboradores (1986) que usa a tendência natural do animal de explorar além da plataforma e 

envolve o aprendizado de evitar o choque, um componente aversivo que constitui uma resposta 

condicionada.  

O teste foi feito em uma sala isolada sob iluminação vermelha. Os animais foram 

habituados durante 1 minuto no aparelho de esquiva passiva, que é uma caixa de acrílico (48 x 

22) com o piso eletrificado e uma plataforma não eletrificada (Figura 17). Os animais foram 

colocados na plataforma e deixados, um de cada vez, para ambientação no aparelho durante um 

1 minuto, e depois retirados. Após 30 segundos, cada animal foi colocado novamente na 

plataforma. Visto que a tendência do camundongo é explorar o ambiente, ao descer da 

plataforma, ele recebe um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo, com o tempo de latência para 

descer sendo registrado, até um máximo de 300 segundos (treino). Os animais que não desceram 

da plataforma levaram o mesmo choque após os 300 s de treino.  

Os animais foram retirados e, após 15 minutos, colocados novamente na 

plataforma, sendo registrada a latência de descida (memória recente). A retenção do 

aprendizado foi testada após 24 horas (memória tardia), mas nessa fase, os animais não levaram 

choque. 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiaiZSDyfHNAhXJqZAKHW3vBTUQFgghMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.panlab.com%2Fen%2Ftests-solutions%2Fpassive-avoidance-test&usg=AFQjCNFVsNx_aE4kDbaHl5T39Lx424tqqw&sig2=9k8y_hWLUUkcrjF6jwo8Ew&bvm=bv.126993452,d.Y2I
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Figura 17 - Aparelho esquiva passiva 

 
Fonte: Insight LTDA. 

 

4.1.6.2.3 Avaliação da memória de reconhecimento – Teste do Reconhecimento de Objetos 

 

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendência natural dos animais 

buscarem o novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988) (Figura 18). Os animais foram 

ambientados na arena de campo aberto 24 h antes da realização do teste. O teste de 

reconhecimento de objetos foi realizado 13 dias após a segunda injeção STZ. O teste foi 

realizado na arena do campo aberto, onde dois objetos idênticos, colocados em lados opostos, 

foram colocados nos cantos da arena. O animal foi colocado no quadrante do meio virado para 

a parede, no lado oposto aos objetos.  

O teste foi feito em duas sessões. Na primeira, o animal foi deixado para explorar 

o ambiente por 10 min. Na segunda, realizada uma hora depois, o objeto situado à direita foi 

substituído por um novo objeto, e foi medido o tempo de exploração em cada objeto (antigo e 

novo) durante 5 minutos. O índice de reconhecimento ou de discriminação foi calculado como 

o tempo de exploração do objeto novo menos o tempo de exploração no antigo sobre o tempo 

total de exploração dos dois objetos. A arena e os objetos foram limpos com álcool a 20 % entre 

os testes. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploração dos objetos: 

farejando, lambendo ou tocando o objeto com o nariz ou com as pernas da frente ou 

direcionando o nariz para o objeto a uma distância ≤ 1cm. 

 

 

 



68 

 

Figura 18 - Esquema representando a metodologia do teste de reconhecimento de objetos 

 
Fonte: LNC. 

 

4.1.6.2.4 Avaliação da Memória Espacial - Teste do labirinto aquático (Water Maze)  

 

No décimo quinto dia após a primeira cirurgia, o segundo subgrupo de animais foi 

submetido ao labirinto aquático de Morris (1984) ou Water maze para avaliação da 

aprendizagem relacionada a hábitos e a memória (longo-prazo) visuoespacial. 

O teste consiste em 4 treinos por dia durante 4 dias consecutivos, onde os animais 

são colocados em um tanque circular (180 cm de diâmetro) e paredes de 60 cm de altura, cheio 

até 10 cm da borda com água acrescida de tinta preta não tóxica (para deixar a água escura e 

destacar a cor branca do rato na câmera). O aparelho possui uma plataforma de escape de 

acrílico (11 x 14 cm de diâmetro) que fica submersa 2 cm abaixo da superfície da água.  

A partir disso, cada rato tinha 60 segundos para achar a plataforma submersa, sendo 

este deixado nela durante 10 segundos e posteriormente retirado do tanque por 30 segundos, 

antes de iniciar o treino seguinte. Os animais que não encontram a plataforma ao final dos 60 

segundos foram conduzidos gentilmente até ela.  

O software ANY-maze (versão 4, USA) registrou o tempo de latência para o animal 

encontrar o local da plataforma em cada treino e número de vezes em que ele cruzou 

(cruzamentos) o local exato da plataforma. 
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Figura 19 - Representação da reação esperada do camundongo ao realizar o teste de labirinto 

aquático 

 

 
 

Fonte: LNC. 

 

4.2 Experimentos in vitro  

 

4.2.1 Avaliação do Estresse Oxidativo  

 

4.2.1.1 Determinação da peroxidação lipídica (DRAPER; HADELY,1990) 

 

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico através do ensaio de TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico), um 

indicador de peroxidação lipídica em homogenatos (DRAPER; HADELY,1990).  

No dia do ensaio, 60 µL do homogenato (10% em tampão fosfato) de córtex e 

hipocampo foi introduzido em tubo de eppendorf, incubado a 37°C e centrifugado a 1200 

rotações por minuto (rpm) 4ºC por 30 minutos. Após a centrifugação, 100 μL de ácido 

perclórico a 35% foi adicionado para interromper a peroxidação e, centrifugado novamente a 

5000 rpm 4°C por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 50μl de ácido 

tiobarbitúrico 1,2%. Posteriormente, foi levado ao banho de água por 30 minutos a uma 

temperatura variável de 95- 100°C. A solução foi retirada e colocada para esfriar a temperatura 

ambiente. Após esfriar, 150 µL da solução foi adicionada nos poços da placa de ELISA e foi 

feita a leitura da absorbância no comprimento de 535 nm. A curva padrão foi obtida mediante 

leitura de concentrações de malondialdeído (MDA) padrão e os resultados foram expressos em 

concentração (μM). 
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4.2.1.2 Determinação da concentração de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1982) 

 

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em água 

bidestilada, sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5%) revela a presença de nitrito/nitrato 

(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reação de 

diazotização que forma um cromóforo de cor róseo, com um pico de absorbância em 540 nm 

(GREEN et al., 1982).  

Para realização do ensaio, os homogenatos (10% em tampão fosfato) de córtex pré-

frontal e hipocampo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 μL de cada 

sobrenadante foi adicionado a 100 μL do reagente de Griess. Para o branco, foi utilizado 100 

μL do tampão fosfato e 100 μL reagente de Griess. Após 10 minutos, foi feita a leitura das 

absorbâncias em 540nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de concentrações de nitrito 

padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). As leituras da absorbância dos 

padrões (y) foram plotadas contra a concentração de cada padrão (x), então foi feita a 

determinação da equação da reta, que foi usada para a determinação da concentração de nitrito 

em cada amostra. 

 

4.2.1.3 Determinação da concentração de a Glutationa Reduzida (GSH) (SEDLAK; 

LINDSAY, 1968) 

 

A Glutationa Reduzida (GSH) é um tipo de neutralizador de baixo volume 

molecular, que pode remover O2, H2O2 e hidroperóxidos de lipídios (LOOH). GSH é um 

peptídeo de molécula pequena que é composto de ácido glutâmico, glicina e cisteína, e é o 

principal composto tiol de não-proteína na organização.  

O método utilizado baseia-se na reação do reagente de Ellman (ácido 5,5'-ditiobis 

(ácido 2-nitrobenzóico) - DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais ácido 2-

nitro-5-tiobenzóico com pico de absorbância em 412 nm. A GSH pode reagir com o ácido 

dinitrobenzóico (DNTB) para formar um complexo amarelo que pode ser detectado por ensaio 

colorimétrico e calcular o conteúdo reduzido de GSH indiretamente.  

O preparo das amostras foi feito da seguinte forma: 40 μL de cada amostra 

(homogenato do hipocampo a 10% em tampão fosfato) foi adicionada a um eppendorf seguido 

da adição de 50 μL de água destilada e 10 μL de TCA (ácido tricloro acético) 50%. O material 

foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min e retirado 60 μL do sobrenadante que foi adicionado a 
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solução de DTNB em tampão Tris. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias 

concentrações de GSH padrão e os resultados foram expressos em μg. 

Níveis baixos e GSH podem estar relacionados ao aumento do dano oxidativo, 

portanto, a quantidade de GSH é um fator vital para medir a capacidade antioxidante do 

organismo.  

 

4.2.2 Avaliação da neuroinflamação e sinaptotoxicidade 

 

4.2.2.1 Avaliação da expressão de proteínas sinaptofisina (SYN) e proteína ácida fibrilar 

glial (GFAP) através da técnica de Western-blot  

 

Os animais do segundo subgrupo tiveram os cérebros dissecados, sendo o 

hipocampo e o córtex pré-frontal homogeneizados em tampão de lise RIPA (0,32 M sacarose, 

1 mM EDTA, 10 mM Hepes, 1% BSA, pH 7,4) adicionado de inibidores de proteases (500 µL 

PMSF 1mM + isopropanolol, 250 µL de β-Glicerolfosfato 10mM, 257 µL de ortovanadato 

NaVO310 mM,25 µL coquetel de inibidores de fosfatase (Sigma) usando TissueLyser LT da 

QIAGEN (oscilação 50 por 1 minuto e 30 segundos). Em seguida foram centrifugados a 14.000 

G por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados, a concentração de proteínas 

determinada pelo método de Lowry e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. As 

amostras foram desnaturadas por adição de um tampão (Tris 125 mM, glicerol 20%, DTT 100 

mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02%) e seguida de aquecimento a 95ºC durante 5 

min.  

Quantidades iguais de proteínas totais (25 μg) foram aplicadas em cada poço de gel 

de poliacrilamida-SDS 12,5 %, utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-Rad, EUA). 

Adicionou-se tampão de corrida (Tris 25 mM; Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e em seguida 

iniciou-se a corrida em condições constantes de voltagem (120 V) e variável de miliamperagem 

(80 mA). Após a separação proteica, deu-se início a transferência (por 1h30, 110 V, 400 mA) 

na membrana de difloureto de polivinildieno (PVDF) (Bio-Rad) previamente ativada por 

imersão em metanol durante 5 segundos, seguida de uma imersão em tampão de 

eletrotransferência (Tris 25mM; Glicina 192mM e Metanol 20%). 

Logo em seguida, as membranas foram lavadas com tampão de lavagem (8g Nacl, 

2,42g Tris Base em água MilliQ, pH 7,6 - TBS-T) e bloqueadas com leite desnatado a 5% em 

TBS-T por uma hora sob agitação à temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram 

incubadas por 24h em TBS-T contendo os anticorpos: anti-α tubulina produzida em coelho 
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(1:2000; Sigma), anti-sinaptofisina produzida em camundongo (1:1000; Santa Cruz 

Biotechnology)eanti-GFAP produzida em camundongo (1:2000; Sigma). No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com os anticorpos secundáriosmarcados 

com peroxidase: anti-IgG de camundongo e coelho (1:2000; Millipore) por 1 hora.  

Após a incubação, a membrana foi novamente lavada com TBS-T e as bandas 

imunorreativas foram reveladas com luminol (Bio Rad).Para a análise densitométrica, as bandas 

foram quantificadas por análise computadorizada de imagem (com auxílio do software Image 

Lab versão 6.1 Bio Rad) onde a densidade óptica de cada banda foi detectada. Foi feita a relação 

snaptofisina/tubulina e GFAP/tubulina e o valor final de intensidade relativa foi expresso em 

porcentagem em relação ao grupo controle (aCSF + veículo) de todos osexperimentos 

realizados. 

 

Figura 20 - Sistema de western blotting montado 

 
Fonte: LNC 

 

 

4.3 Experimentos in silico  

 

Os experimentos computacionais foram realizados com o objetivo de compreender 

e inferir a nível molecular os possíveis mecanismos de ação neuroprotetores do eriodictiol. O 

resumo das metodologias utilizadas está sintetizado na Figura 21.  

A metodologia in silico empregada partiu da pesquisa de alvos proteicos já 

identificados em estudos anteriores relacionados aos efeitos neuroprotetores do eriodictiol 
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correlacionados à fisiopatologia da Doença de Alzheimer. Foi adotado como critério de seleção 

a disponibilidade de estruturas cristalográficas, com boa resolução, das proteínas nos  bancos 

de dados no RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) ou no Alphafold e os valores de afinidade 

preditos em um experimento preliminar de docking cego (blind docking) com dez proteínas-

alvo: receptor de insulina substrato 1 (IRS1), enzima glicogênio sintase quinase 3β (GSK3β), 

Kelch-like ECH associated protein 1 (Keap1), Apolipoprotein E3 (apoE3), mitogen-activated 

protein kinase 1 (MAPK1), peroxisome proliferators-activated receptors gamma 

(PPARgamma), Insulin-Like Growth Factor 1 (IGFR1), Synaptophysin (SYN), Toll Like 

Receptor 4 (TLR4)  e phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K), usando o AutoDock Vina.  

Posteriormente, foi realizada a busca por possíveis sítios de interação nas proteínas 

GSK3 β, IRS1 e Keap1 utilizando, além do docking cego, os softwares preditores de cavidade 

P2Rank e DoGSiteScorer. O procedimento de docking usando o AutoDock Vina foi validado 

através do redocking do flavonóide morina que foi co-cristalizado à proteína GSK3 β (PDB ID 

6AE) e utilizado para novos ensaios de docking dirigido tendo como alvo os sítios previamente 

identificados. Os complexos resultantes foram submetidos a simulações de dinâmica molecular 

e avaliados quanto a sua estabilidade e interações, sendo possível, ao final, propor um possível 

mecanismo de ação do eriodictiol mediado por interações com GSK3 β, Keap1 e/ou IRS1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
https://www.rcsb.org/pages/about-us/index
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Figura 21 - Metodologia computacional 

 

 
 

Fonte: Fiocruz – CE. 

 

 

4.3.1 Avaliação por docking molecular 

 

O docking (atracamento) molecular fornece as informações necessárias para 

compreender o modo interações entre as moléculas, elucidando diversos processos bioquímicos 

importantes (LENGAUER; RAREY, 1996; SHAN et al., 2011). O cálculoenvolve a 

investigação da conformação dos complexos proteína-ligante e orientação do ligante no sítio 

(pose), levando em consideração as interações eletrostáticas, de van der Waals, a 

complementaridade de superfícies e a predição de pontuação de ligação. A pontuação ou 

scoring informa um valor predito equivalente a uma afinidade de ligação ou se a posição 

relativa do complexo proteína-ligante é viável, podendo representar determinado modelo 

visualizado experimentalmente.  
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Também está bem estabelecido na literatura a importância da execução de 

simulações de dinâmica molecular subsequentes ao docking para avaliar os resultados, tendo 

como parâmetro principal a estabilidade e o comportamento dos ligantes no sítio de interação 

estudado (FISCHER et al., 2021).  

 

4.3.1.1 Identificação de possíveis alvos de interação com eriodictiol 

 

Inicialmente, foram feitas revisões bibliográficas sobre os alvos moleculares 

afetados pelo eriodictiol e buscas em bancos de dados abertos por estruturas cristalográficas 

murinas, preferencialmente, ou humanas das proteínas-alvo prioritárias: receptor de insulina 

substrato 1 (IRS1), enzima glicogênio sintase quinase 3β (GSK3 β) e Kelch-like ECH 

associated protein 1 (Keap1) (Figura 22).As estruturas de tais proteínas foram obtidas a partir 

do banco de dados do Protein Data Bank sob PDB ID 1QQG (DHE-PAGANON,et al., 1999), 

6AE3 (KIM et al., 2018) e 5FNQ (THOMAS et al., 2016), respectivamente. Adicionalmente, 

outros sete alvos proteicos correlacionados à Doença de Alzheimer foram testados quanto a 

interação com o eriodictiol: apoE3 (PDB ID: 2L7B; CHEN; WANG, 2011), MAPK1 

(AlphaFold Protein Structure Database), PPARgamma (PDB ID: 2ZVT; WAKU, 2009), IGFR1 

(PDB ID: 5U8R; LAWRENCE, 2018), SYN (AlphaFold Protein Structure Database, Q62277), 

TLR4 (PDB ID: 3VQ2a; OHTO & .SHIMIZU, 2012) e PI3K (PDB ID: 6TNS; CONVERY et 

al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Ohto,%20U.
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Figura 22 - Proteínas-alvo do estudo de interação do ligante eriodictiol por docking molecular 

 
Fonte: Fiocruz – CE. As estruturas das proteínas IRS1, Keap1 e GSK3β foram obtidas através dos seus códigos 

PDB ID na base do Protein Data Bank e a representação de superfície das estruturas foi gerada usando o programa 

ChimeraX v. 1.2. 

 

O docking cego foi utilizado como ferramenta para ranquear, qualitativamente, os 

alvos proteicos listados.   

A preparação das estruturas das proteínas para o docking foi iniciada no PyMOL, 

pertencente a Schrodinger, realizando a remoção de moléculas de água e ligantes, quando 

presentes. Todas as proteínas foram tratadas com a ferramenta de modelagem de loops Chimera 

(Modeller) para completar os resíduos e átomos que estivessem faltando a partir da estrutura 

cristalográfica.  

Em seguida, o programa PROPKA, incorporado no servidor web PDB2PQR 

(DOLINSKY et al., 2004; OLSSON et al., 2011), foi utilizado para determinar o estado de 

protonação dos resíduos da proteína em pH fisiológico (7,4).  (ROSTKOWSKI et al., 2011). 

Paralelamente, para preparar a molécula de eriodictol para o docking, sua estrutura 3D foi obtida 

através do PubChem (CID: 440735) e seu estado de protonação para o mesmo pH foi 

determinado usando o programa Marvin Sketch que, segundo a predição, aponta que o 

eriodictiol é prevalentemente neutro em ph 7.4. 

Tanto os arquivos das proteínas e do ligante foram utilizados pelo AutoDock Vina 

no formato pdbqt, levando em conta a presença apenas de hidrogênios polares na estrutura e da 

adição de cargas parciais (Gasteiger charges). As coordenadas e o tamanho das caixas para o 

cálculo de docking cego englobaram toda a superfície das proteínas, foram obtidos com o 
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programa AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009). O docking foi realizado utilizando o 

AutoDock Vina e os valores de afinidade predita (kcal/mol) recuperados dos arquivos de 

resultado. 

 

4.3.1.2 Busca por possíveis sítios de interação  

 

Para conhecimento do sítio mais provável de interação das proteínas prioritárias 

IRS1, GSK3B e Keap1 com o eriodictiol como ligante, também foi realizada a predição de 

cavidades com dois diferentes servidores/softwares (DoGSiteScorer e P2Rank) para mensurar 

a propensão do ligante ocupar os sítios na superfície das proteínas.  

O DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012), incorporado no servidor 

ProteinPlus, é uma ferramenta automática de predição e caracterização de cavidades que detecta 

potenciais cavidades para ligação de uma molécula em uma proteína a partir da mensuração de 

propriedades globais, como volume, área, profundidade, abertura e composição química dos 

aminoácidos. A partir da análise das informações geométricas e físico-químicas, o programa 

estima a pontuação e drogabilidade, que quantifica a capacidade da cavidade de ser modulada 

por pequenas moléculas, tendo valores variando entre zero e um. Quanto maior a pontuação, 

mais drogável a cavidade é estimada ser (VOLKAMER et al., 2012). 

O segundo preditor utilizado (P2Rank) é uma ferramenta de predição de cavidades 

de interação para ligantes baseada em aprendizado de máquina que passa a representar a 

superfície acessível ao solvente da proteína por pontos que retratam a vizinhança química local, 

tendo como base as características físico-química dos aminoácidos presentes em cada região. 

Os pontos são avaliados quanto ao seu valor de “ligabilidade”, e pontos com uma pontuação 

elevada são, então, agrupados para formar os possíveis sítios de interação ao ligante (KRIVÁK; 

HOKSZA, 2018). 

 

4.3.1.3 Busca pelas melhores poses de interação em cada sítio predito 

 

Com base nas informações dos sítios caracterizados para as proteínas IRS1, GSK3B 

e Keap1, foram realizados novos cálculos de docking, direcionando as caixas de cálculo para 

tais regiões. As coordenadas e tamanho das caixas para o docking dirigido foram obtidas usando 

o software AutoDock Tools (Tabela 5) e os cálculos utilizaram o AutoDock Vina e os arquivos 

pdbqt das proteínas e do ligantes obtidos previamente. O docking gerou dez poses para cada 

sítio das três proteínas, que foram analisados visualmente utilizando o programa PyMOL. A 
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inspeção visual teve como objetivo garantir que as poses varressem diferentes conformações da 

molécula em cada sítio, levando a seleção de uma a quatro poses do eriodictiol em cada 

cavidade para avaliação por dinâmica molecular. O diagrama 2D de interações do eriodictiol 

nos modos de ligação preditos foram gerados usando o Discovery Studio 2021. 

 

Tabela 5 - Configurações de caixa para os cálculos de docking dirigido 

Proteína 

 

 

PDB 

 

 

Sítio 

Configurações da caixa de docking 

Eixo X Eixo Y Eixo Z 

Tamanho Centro Tamanho Centro Tamanho Centro 

IRS1 

1QQG 1 20 15.732 24 54.836 22 41.461 

2 20 2.369 24 35.508 22 31.546 

3 20 7.546 24 33.392 22 40.318 

Keap1 
6AE3 1 20 19.202 24 66.366 22 24.661 

2 20 19.202 24 63.451 22 45.337 

GSK3B 5FNQ 1 20 23.709 24 12.478 22 -12.735 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.3.2 Simulações de Dinâmica Molecular  

 

A Simulação de dinâmica molecular (DM) consiste no cálculo dos movimentos de 

átomos individuais ou de moléculas ao longo do tempo, de acordo com a segunda lei de Newton. 

Neste processo foi aplicado um campo de força para calcular alguns fatores físicos, como 

velocidade, aceleração e posição do átomo (VERLI, 2014). Esta simulação pode não apenas 

mostrar a variação estrutural sob mudanças ambientais, como pH, temperatura e mutações de 

resíduos, mas também pode exibir tanto o processo dinâmico de reconhecimento e interação de 

uma pequena molécula com um receptor, como também o dobramento e agregação de proteínas 

e peptídeos (HASSAN et al., 2018). 

Simulações de dinâmica molecular dos complexos eriodictiol e 

IRS1/GSK3β/Keap1 foram executadas por meio do pacote de programas Amber19 (CASE et 

al., 2018) aplicando o campo de força ff14SB (MAIERet al., 2015) para as proteínas e gaff2 

(WANG et al., 2004) para a pequena molécula do eriodictiol. Para estas simulações, foram 

utilizados o barostato Monte Carlo e o termostato de Langevin. As simulações foram realizadas 

utilizando o método Particle Mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) para 

tratar as interações eletrostáticas e foi levado em consideração um cutoff de 10,0 Å para 

interações de longas distâncias. 
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A inclusão de restrição de ligações sob os átomos de hidrogênio por meio do 

algoritmo SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) e o uso do 

Particionamento de Massa de Hidrogênio (HMR, do inglês “Hydrogen Mass Repartitioning”) 

permitiu o uso de um tamanho de passo (“time step”) de 4 fs para as simulações (HOPKINS et 

al., 2015). 

As simulações de DM envolveram etapas de tratamento e preparação dos sistemas 

(minimização energética, aquecimento do sistema, ajuste de densidade e equilibração), seguida 

da dinâmica de produção propriamente dita. Na etapa de tratamento, os complexos 

proteína/ligante foram inseridos em uma caixa de simulação octaédrica de 15 Å usando o 

módulo LEaP pertencente ao AmberTools19.  

Os sistemas foram solvatados com água TIP3P (JORGENSEN et al., 1983), e 

neutralizados com a concentração dos íons Na+ e Cl- ajustada para 0.15 M, assemelhando-se a 

concentração salina fisiológica. Já na etapa de preparação, a minimização de energia dos 

sistemas foi realizada em três etapas e contou com restrição no movimento dos átomos, de 

forma a acomodar melhor o sistema. Na primeira (por 2 mil ciclos), tanto a proteína como o 

eriodictiol foram mantidos restringidos. Na segunda (novamente por 2 mil ciclos), apenas a 

proteína foi submetida a restrições. Na terceira (por 5 mil ciclos), todos os componentes do 

sistema foram deixados livres para interagirem. As restrições aplicadas utilizaram uma força de 

500 kcal/mol/Å².  

Os complexos foram aquecidos gradualmente para 310 K (equivalente a 

aproximadamente 37 ºC) a volume constante (NVT) durante 50 ps com a proteína sob força de 

restrição de 10 kcal/mol/Å². O ajuste de densidade foi realizado durante 300 ps sob pressão 

constante de 1 atm, e contou com a aplicação de uma força de restrição da mesma intensidade 

da etapa anterior. Uma última etapa de equilibração ocorreu ao longo de 5 ns sem restrições 

aplicadas. A dinâmica de produção foi realizada por 50 ns, sob condições NVT e foram 

realizadas três replicatas para cada complexo. 

 

4.3.2.1 Análise das trajetórias  

 

O módulo cpptraj, presente no AmberTools19, foi utilizado no processamento e na 

análise dos arquivos de coordenadas e trajetórias oriundos das simulações de dinâmica 

molecular. A análise de RMSD (do inglês: root mean square deviation ou desvio quadrático 

médio) e RMSF (do inglês: root mean square fluctuation ou flutuação quadrática média) 

permitiram mensurar a flexibilidade da estrutura das proteínas IRS1, GSK3β ou Keap1 a nível 



80 

 

molecular ou de resíduos entre as estruturas oriundas das simulações e aquelas obtidas pelo 

docking. O RMSD também foi calculado para o eriodictiol em relação à pose de docking e à 

pose final da DM, buscando por possíveis indicativos de convergência. O RMSF mede a 

amplitude dos movimentos dos átomos durante a simulação e foi utilizado para aferir a variação 

da flexibilidade das diferentes regiões da proteína. Adicionalmente, foi computada a formação 

de ligações de hidrogênio entre o ligante e as proteínas. A análise de Componente Principal 

(PCA, do ingles Principal Component Analysis das trajetórias utilizou o programa pyPcazip 

(SHKURTI et al., 2016) é uma técnica de redução de dimensionalidade que pode ser usada para 

comprimir os dados de simulações computacionais sem perda significativa de informação 

(SHKURTI et al., 2016). Esta análise possibilitou verificar a direção e a amplitude dos 

movimentos da cadeia principal das proteínas, traduzindo-os por meio de componentes 

principais e demonstrando o impacto da interação com o ligante sobre as conformações 

amostradas pelas proteínas.  

A construção do perfil de interações entre as proteínas e o ligante foi 

complementada com a técnica de MM/GBSA, utilizada para mensurar a energia de ligação 

entre as proteínas IRS1, GSK3B ou Keap1 e o ligante eriodictiol. O script MMPBSA.py 

(MILLER et al., 2012) embutido no pacote AmberTools19 foi utilizado para esta finalidade. 

Neste sentido, foi salvo 1 frame a cada 400 ps (tempo), totalizando 125 quadros por análise das 

simulações de dinâmica molecular fornecidos ao programa. O número de quadros analisados 

seguiu protocolos existentes na literatura que apontam o uso e a confiabilidade estatística de 

valores maiores que 100 quadros (PAISSONI et al., 2014; TAVASSOLI; TAGHDIR; 

RANJBAR, 2018).  Decomposições de energia por resíduos do sítio de interação também foram 

realizadas para todos os quadros analisados, permitindo avaliar a contribuição individual destes 

resíduos ao longo da trajetória.  

A visualização tridimensional dos complexos proteína/eriodictiol foi realizada por 

meio do programa PyMOL e o ChimeraX (GODDARD et al., 2018).  

 

4.4 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas pelos Softwares R e GraphPad Prism 8.01 

(GraphPad Software, Inc.) e todos os dados expressos como média ± EPM (erro padrão médio). 

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk para verificar se os dados 

apresentavam distribuição normal, sendo determinado o uso de testes paramétricos ou de testes 

não-paramétricos para a avaliação estatística dos resultados.  
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Nos resultados que apresentaram uma distribuição normal, utilizou-se a Análise de 

Variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey para comparações dentro dos 

grupos. Já nos resultados que não apresentaram uma distribuição normal foi realizado o teste 

de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn´s como teste post-hoc. Em todos os testes o 

critério de significância utilizado foi 𝑝 < 0,05, ou seja, se descartou a hipótese nula dos testes 

estatísticos. Se 𝑝 ≥  0,05 admitimos que a hipótese nula é verdadeira. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Experimentos in vivo 

 

5.1.1 Efeitos do eriodictiol sobre a atividade locomotora (Teste do Campo aberto) em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção i.c.v de STZ 

 

Os resultados obtidos no teste de campo aberto demonstraram que nenhuma 

alteração significativa foi verificada na atividade exploratória do animal com i.c.v STZ em 

relação ao: número de rearings (Controle: 8,44 ± 2,4; STZ:8,5 ± 3,07, p = 0,0924), número de 

crossings (Controle: 147 ± 30; STZ: 163,2 ± 33,01, p = 0,67), velocidade média 

(Controle:  0,072 ± 0,016; STZ: 0,081 ± 0,022, p = 0,719) e na distância percorrida (Controle: 

22,04 ± 4,38; STZ: 24,15 ± 6,91, p = 0,825) (Figura 23).Os valores estão representados como 

média ± EPM e critério de significância de p< 0,05, não apresentando diferenças estatísticas 

entre os grupos do estudo nos parâmetros avaliados. Demonstrando, que não houve nenhuma 

alteração no comportamento exploratório e atividade locomotora com a infusão do STZ e com 

o tratamento com o eriodictiol nas duas doses testadas. 
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Figura 23 - O efeito do tratamento com o eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o) no número de rearings 

(A), na velocidade média (B), no tempo de imobilidade (C) e na distância percorrida (D) em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por STZ no teste do campo aberto (n =8-10) 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg 

v.o.) durante 16 dias, sendo os parâmetros avaliados pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA) por 5 minutos, 

12 dias após a injeção de STZ. Foram avaliados o número de rearings (A), a distância percorrida (B), o número de 

crossings (C) e a velocidade média (D). Os valores estão representados como média ± EPM. ANOVA de uma via 

e todos os parâmetros apresentaram p> 0,05, não apresentando diferenças estatísticas entre os grupos do estudo 

nos parâmetros avaliados.  

 

5.1.2 Efeitos do eriodictiol sobre a memória aversiva (Teste da Esquiva Passiva) de 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 

 

Através do teste da esquiva passiva, os animais i.c.v STZ apresentaram déficits na 

latência da memória recente (MR) (Controle: 204,32 ± 88,46; STZ: 81,23 ± 56,61, p< 0,001), 

e na memória tardia (MT) (Controle:  300 ± 0; STZ: 137,66 ± 103,88, p< 0,0001) quando 

comparados aos animais do grupo controle. O tratamento com eriodictiol (2 e 4 mg/kg) protegeu 

significativamente de déficits na memória recente MR: (STZ + ERI2: 148,96 ± 104,25, p< 

0,05), (STZ + ERI4: 149,42 ± 96,3, p< 0,001)e tendência a proteção não significativa na 

memória tardia MT: (STZ + ERI2: 294,96 ± 11,27, p< 0,01), (STZ + ERI4: 225,18 ± 104,57, 

p< 0,01) (Controle:  300 ± 0; STZ + ERI4: 225,18 ± 104,57, p< 0,05). 
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Figura 24 - O eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o) previne o déficit na memória aversiva em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por STZ 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores da latência da Esquiva Passiva estão em média ± EPM. Significância 

representada por Kruskal-Wallis e Teste de Dunn´s (n = 8 - 10). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; 

****p ≤ 0,0001 quando comparado ao grupo STZ. MR (Memoria Recente); MT (Memoria Tardia);  STZ 

(Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 

 

 

5.1.3 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memória de trabalho (Teste do Labirinto em 

Y) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 

 

Na avaliação da memória de trabalho através do teste do labirinto em Y, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits significativos na porcentagem de 

alternâncias espontâneas (Controle: 71,18 ± 6,16; STZ: 55,53 ± 10,38, p< 0,05) quando 

comparados aos animais do grupo controle. (Figura 25). Os valores estão representados como 

média ± EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (p< 0,05). 

Nenhuma dose de tratamento com eriodictiol protegeu os animais contra os déficits 

de memória de trabalho (STZ + ERI2:  59,14 ± 5,36) (STZ + ERI4:  63,11 ± ,7,45). Os valores 

estão representados como média ± EPM. ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de 

Tukey (p< 0,05). 
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Figura 25 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg) sobre a memória de trabalho em camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores das alternações espontâneas do teste do Labirinto em Y (Y-Maze) estão 

em média ± EPM. Significância representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n = 8 

- 10). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando comparado ao grupo STZ. STZ 

(Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 

 

5.1.4 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memória de reconhecimento (Teste de 

Reconhecimento de Objetos) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção 

de STZ 

 

Na avaliação do índice de reconhecimento através do teste reconhecimento de 

objetos, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na memória recente 

em relação à habilidade de reconhecer um novo objeto (Controle: 0,4956 ± 0,2584; STZ: -

0,2117 ± 0,31141, p < 0,0001) e na memória tardia (Controle:  0,2193 ± 0,2194; STZ: -0,2913 

± 0,1722, p < 0,0001) quando comparados aos animais do grupo controle, apresentando menor 

índice de reconhecimento. Os valores estão representados como média ± EPM. Os dados 

apresentaram normalidade (SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por 

ANOVA ONE WAY, seguido do Teste pos hoc de Tukey.  

O tratamento com o eriodictiol protegeu significativamente na memória recente 

(STZ + ERI2: 0,2547 ± 0,2905, p < 0,01), (STZ + ERI4: 0,2037 ± 0,2594, p < 0,01) (Figura 26) 

e tardia (STZ + ERI4: 0,0752 ± 0,2099, p < 0,001) (Figura 27) no índice de reconhecimento do 

objeto. Os animais foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo o 



86 

 

índice de reconhecimento analisado 13 dias após a injeção de STZ, 1h após a apresentação dos 

objetos (n = 8 - 10 animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM e os 

dados apresentaram normalidade (SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por 

ANOVA ONE WAY, seguido do Teste pos hoc de Tukey.  

 

Figura 26 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o.) sobre a memória recente (MR) de 

reconhecimento em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do índice de reconhecimento no Teste do Reconhecimento de Objetos na 

memória recente (MR) estão em média ± EPM. Significância representada por ANOVA de uma via, seguido do 

Teste pos hoc de Tukey (n = 8 - 10). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando 

comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 
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Figura 27 - Efeito do eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o.) sobre a memória tardia (MT) de 

reconhecimento em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ i.c.v 

-0.4

-0.3

-0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Ín
d

ic
e
 d

e
 r

e
c

o
n

h
e
c
im

e
n

to

****

****

***

Controle

Controle + ERI4

STZ

STZ+ERI2

STZ+ERI4

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do índice de reconhecimento no Teste do Reconhecimento de Objetos na 

memória tardia (MT) estão em média ± EPM. Significância representada por ANOVA de uma via, seguido do 

Teste pos hoc de Tukey (n = 8 - 10). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando 

comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 

 

5.1.5 Efeitos do eriodictiol sobre o déficit na memória espacial (Teste do Labirinto 

Aquático) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ i.c.v 

 

Na avaliação do aprendizado espacial através do labirinto aquático, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na memória, demonstrando um maior 

tempo de latência para encontrar a plataforma quando comparados aos animais do grupo 

controle (tempo de latência em segundos, Controle:17,49 ± 14,88; STZ: 38,37 ± 20,35, p < 

0,01).O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg diminuiu significativamente o tempo 

de latência para encontrar o local da plataforma (tempo de latência em segundos, STZ + ERI 4: 

40,04 ± 22,74, p < 0,01) (Figura 28, gráfico à direita). 

Os animais STZ também apresentaram um menor número de cruzamentos no 

quadrante onde a plataforma estava escondida quando comparados aos animais do grupo 

controle (Controle: 6,4 ± 1,92; STZ: 3,8 ± 1,82, p < 0,01) (Figura 28, gráfico à esquerda). Os 

valores estão representados como média ± EPM e os dados apresentaram normalidade 

(SHAPIRO- WILK, p> 0,05) e por isso foram analisados por ANOVA ONE WAY, seguido do 

Teste pos hoc de Tukey.  O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg não promoveu 
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uma melhora significativa no número de cruzamentos para encontrar o local da plataforma (STZ 

+ ERI4: 5 ± 2,4) (Figura 28). 

 

Figura 28 - Avaliação da memória espacial (número de cruzamentos e tempo de latência) em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Os valores do número de cruzamentos e da latência no Teste do Labirinto Aquático 

(Water Maze) estão em média ± EPM. Significância representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste 

pos hoc de Tukey (n = 8 - 10). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando 

comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina); ERI2 (Eriodictiol 2 mg/kg) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 
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5.2 Experimentos in vitro 

 

5.2.1 Níveis de glicose no sangue periférico em camundongos submetidos ao modelo de 

DAE por injeção de STZ i.c.v 

 

Os resultados obtidos dos níveis de glicose no sangue periférico demonstraram que 

não houve nenhuma alteração na glicemia antes e após os procedimentos de indução com STZ 

e com o tratamento do eriodictiol nas duas doses testadas (2 e 4 mg/kg, v.o), demonstrando que 

os animais não estavam diabéticos antes da cirurgia e nem ficaram após injeção i.c.v com a 

toxina STZ. O gráfico (Figura 29) mostra que os níveis de glicose não foram alterados em 

nenhum dos grupos experimentais avaliados neste estudo. 

 

Figura 29 - Efeito do tratamento com eriodictiol sobre a glicemia em camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por STZ 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (2 e 4 mg/kg, v.o) durante 16 dias. A 

análise dos níveis de glicose no sangue dos camundongos (n = 8 - 10 animais/grupo) foi feita nos dias 0º e 19º, 

antes dos procedimentos de indução e imediatamente antes da eutanásia dos animais utilizando fitas de glicemia. 

Os valores estão representados como média ± EPM. Significância por Kruskal-Wallis (n = 8 - 10). STZ 

(Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 

 

5.2.2 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg) sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em 

tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ i.c.v 

 

Na avaliação da dosagem de nitrito/nitrato nos tecidos cerebrais, córtex pré-frontal 

e hipocampo, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram um aumento 

significativo nas concentrações de nitrito no hipocampo (concentração em µM, Controle: 7,16 
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± 0,58; STZ: 8,55 ± 0,76, p < 0,01) (Figura 30A). O tratamento com o eriodictiol foi capaz de 

diminuir significativamente o aumento da concentração de nitrito no hipocampo (concentração 

em µM, STZ + ERI 4: 7,43 ± 0,82, p < 0,05). Não foram demonstradas alterações significativas 

no córtex (Figura 30B). 

 

Figura 30 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.o) sobre a dosagem de nitrito/nitrato 

(NO2/NO3) no hipocampo (A) e no córtex pré frontal (B) de camundongos submetidos ao 

modelo de DAE por injeção de STZ i.c.v 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo as 

áreas dissecadas para dosagem de nitrito/nitrato em µM 16 dias após a injeção de STZ (n = 6 animais/grupo).  Os 

valores dos níveis de nitrito/nitrato estão representados como média ± EPM. Significância representada por 

Kruskal-Wallis e Teste de Dunn´s (n = 6). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 

quando comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 
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5.2.3 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg) sobre a peroxidação lipídica (TBARS) em tecidos 

cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ i.c.v 

 

Na avaliação da dosagem de MDA no córtex pré-frontal e no hipocampo, os animais 

submetidos às injeções de STZ i.c.v apresentaram um aumento significativo nas concentrações 

de MDA no córtex pré-frontal (concentrações de MDA em µM, Controle: 0,00228 ± 0,000847; 

STZ: 0,004376 ± 0,00087, p < 0,05 (Figura 31B). O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 

mg/kg, v.o, não foi capaz de diminuir significativamente o aumento da concentração de MDA 

em ambas as áreas cerebrais (Figura 31). 

 

Figura 31 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.o) sobre a peroxidação lipídica (TBARS) no 

hipocampo e no córtex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de DAE por 

injeção de STZ 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo as 

áreas dissecadas para dosagem de peroxidação lipídica em µM 16 dias após a injeção de STZ (n = 6 

animais/grupo).  Os valores dos níveis de MDA estão representados como média ± EPM. Significância 

representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n = 6). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 

0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando comparado ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 

4 mg/kg). 
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5.2.4 Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.o) sobre a Glutationa Reduzida (GSH) em tecidos 

cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ  

 

Na avaliação da dosagem de GSH no córtex pré-frontal e no hipocampo, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram uma redução significativa nas concentrações de 

GSH no hipocampo (concentrações de GSH em µM, Controle: 17,15 ± 2,04; STZ: 14,77 ± 3,09, 

p< 0,01) (Figura 32). O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.o foi capaz de 

prevenir significativamente a redução das concentrações de GSH no hipocampo (STZ + ERI 4: 

21,02 ± 1,36, p< 0,05) (Figura 32A). Não foram demonstradas alterações significativas no 

córtex, mas uma tendência de redução de GSH por STZ e de proteção com eriodictiol. 

 

Figura 32 - Efeitos do eriodictiol (4 mg/kg, v.o) sobre a Glutationa Reduzida (GSH) no 

hipocampo e no córtex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de DAE por 

injeção de STZ 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo as 

áreas dissecadas para dosagem de GSH em µM 16 dias após a injeção de STZ (n = 6 animais/grupo).  Os valores 

estão representados como média ± EPM. Significância representada por ANOVA de uma via, seguido do Teste 

pos hoc de Tukey (n = 6). ns: p > 0,05; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001; ****p ≤ 0,0001 quando comparado 

ao grupo STZ. STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 mg/kg). 
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5.2.5 Efeitos do eriodictiol sobre a imunorreatividade de GFAP através da técnica de 

Western-blot em tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por 

injeção de STZ i.c.v 

 

Foi demonstrado que houve aumento significativo na imunorreatividade de GFAP 

no hipocampo dos animais submetidos às injeções de STZ (Relação GFAP/ α-Tubulina, % do 

controle) (Controle: 1,386 ± 0,06553; STZ: 3,85 ± 0,4265, p < 0,05) (Figura 33). O tratamento 

com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.o, não reduziu significativamente a expressão de GFAP 

no hipocampo (STZ + ERI 4: 2,384 ± 0,3394, p> 0,05) e no córtex pré-frontal (STZ + ERI 4: 

1,007 ± 0,1684, p < 0,1). Não foram demonstradas alterações significativas no córtex pré-

frontal, mas uma tendência de aumento de GFAP com STZ e de proteção com eriodictiol. 

 

Figura 33 - Expressão de GFAP avaliada por Western blotting no hipocampo e no córtex pré-

frontal de camundongos tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o) após as injeções de STZ i.c.v 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo as 

áreas dissecadas para o preparo das amostras para quantificação de GFAP, 16 dias após a injeção de STZ (n = 6 

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. * < 0,05 vs. STZ + V. Significância por 

Kruskal-Wallis e Teste de Dunn´s (n = 6). GFAP: A proteína ácida fibrilar glial; STZ (Streptozotocina) e ERI4 

(Eriodictiol 4 mg/kg). 
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5.2.6 Efeitos do eriodictiol sobre a imunorreatividade de sinaptofisina através da técnica de 

Western-blot em tecidos cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por 

injeção de STZ i.c.v 

 

A análise por Western blot demonstrou que a expressão de sinaptofisina (37 kDa) 

diminuiu no córtex pré-frontal após as injeções de STZ (Relação sinaptofisina/ α-Tubulina, % 

do controle) (Controle: 9,907 ± 1,575; STZ: 5,845 ± 0,8156, p < 0,05) e que o tratamento com 

o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.o aumentou a expressão de sinaptofisina, mas os dados não 

foram significativos (STZ + ERI 4: 8,953 ± 1,227, p > 0,05) (Figura 34). 

 

Figura 34 - Expressão de sinaptofisina avaliada por Western blotting no córtex pré-frontal de 

camundongos tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o) 

 

 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. Os animais foram tratados com eriodictiol (4 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo as 

áreas dissecadas para o preparo das amostras para quantificação de sinaptofisina (SYN), 16 dias após a injeção de 

STZ (n = 6 animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. * < 0,05 vs. STZ + V. Significância 

por ANOVA de uma via, seguido do Teste pos hoc de Tukey (n = 6). STZ (Streptozotocina) e ERI4 (Eriodictiol 4 

mg/kg). 
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5.3 Experimentos in silico 

 

Os experimentos in silico foram realizados objetivando a avaliação da atividade do 

eriodictiol e foram conduzidos em parceria com a FIOCRUZ- Ce, no Laboratório de Biologia 

Estrutural e Funcional em Biofármacos, sob a supervisão do Professor João Hermínio Martins 

da Silva. 

 

5.3.1 Identificação de possíveis alvos do eriodictiol  

 

A busca resultou na obtenção de dez alvos proteicos de interesse. A realização do 

docking cego ranqueou, de forma qualitativa, o potencial de interação destas ao eriodictiol 

(Figura 35). IRS-1, GSK3B e Keap1 tiveram valores de afinidade predita similares, -6,9 kcal, -

8,3 e -8,3 kcal/mol, respectivamente, sendo selecionados para as avaliações subsequentes de 

suas cavidades, docking dirigido e dinâmica molecular.  

 

Figura 35 - Afinidade predita pelo docking cego do eriodictiol a dez potenciais alvos 

proteicos 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 
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5.3.2 Efeitos do eriodictiol sobre IRS1 

 

5.3.2.1 Docking cego do eriodictiol ao IRS1 

 

O docking cego foi realizado como uma das ferramentas para identificar o sítio de 

interação mais provável do eriodictiol ao IRS1, onde foi observado que o eriodictiol interage 

prioritariamente em três regiões (Figura 36 e Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Interação entre IRS1 e eriodictiol. Energia (kcal/mol) de cada pose 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

Figura 36 - Localização das três regiões de interação entre IRS1 e eriodictiol. Visualização 

tridimensional da estrutura pelo programa PyMOL com as três regiões de afinidade do 

eriodictiol em destaque 

 

Fonte:  PyMol 
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5.3.2.2 Busca por cavidades drogáveis em IRS1 

 

A busca por cavidades drogáveis foi realizada para complementar o resultado das 

regiões de interação identificadas pelo docking cego. O servidor DoGSiteScorer foi utilizado 

para predizer, caracterizar e comparar as características biofísicas das cavidades presentes na 

estrutura cristalográfica de IRS1. O programa conseguiu identificar, ao todo, cinco regiões de 

interação na estrutura de IRS1 e, notadamente, o sítio P_0 foi o mais bem ranqueado. Tal sítio 

sobrepõe-se às regiões 2 e 3, identificadas pelo docking cego. Já o sítio P_1, classificado em 

segundo lugar, sobrepõe-se à região 1 (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para análise de 

cavidades de IRS1. Na tabela estão os valores da análise dos descritores relacionados a 

tamanho, profundidade, drogabilidade e composição de aminoácidos pertencentes ao IRS1 

 

 Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

O resultado da predição com P2Rank confirmou aqueles obtidos pelo docking cego 

e pelo DoGSiteScorer, com a cavidade mais bem ranqueada pelo P2Rank (Tabela 8) 

sobrepondo-se as cavidades P_0 e P_1, que obtiveram os melhores resultados de drogabilidade 

no DoGSiteScorer. A consonância dos resultados obtidos por diferentes métodos preditivos 

reforça esta localização como a principal região do IRS1 para interação com o eriodictiol 

(Figura 37). 
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Tabela 8 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade P2Rank para análise de cavidades 

de IRS1 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos. Na tabela estão os valores da análise do 

ranqueamento das quatro cavidades detectadas pelo P2Rank pertencentes ao IRS1. 

 

Figura 37 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer e P2Rank para 

análise de cavidades de IRS1 
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Fonte: Chimera. A) Sobreposição das poses de docking da região 1 com a cavidade P_1. B) Sobreposição das 

poses de docking da região 2 com a cavidade P_0. C) Sobreposição das poses de docking da região 3 com a 

cavidade P_0. A numeração das regiões é a mesma dada após a realização do docking cego. D) Superfície de IRS1, 

com a região mais bem ranqueada pelo P2Rank está colorida em rosa. 

 

5.3.2.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao IRS1 

 

O docking dirigido foi realizado para fornecer uma previsão mais acurada do modo 

de ligação do eriodictiol nos sítios de interação preditos anteriormente na superfície de IRS1. 

Foram identificadas dez poses de interação do eriodictiol para cada uma das três regiões do 

receptor de insulina tipo 1 (IRS1) observadas no docking cego (Figura 38).  
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Figura 38 - Interação entre IRS1 e eriodictiol com a visualização tridimensional da superfície 

da proteína e das poses do ligante pelo programa PyMOL. A) Região 1. B) Região 2. C) 

Região 3. A representação de superfície da proteína está colorida de acordo com os átomos 

(carbonos em verde, oxigênios em vermelho e nitrogênios em azul) 
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Fonte: PyMol 

 

 

Foram selecionados, respectivamente, três, três e quatro modos de ligação das 

regiões 1, 2 e 3 para avaliação por simulação de dinâmica molecular, levando em consideração 

os menores valores de afinidade e a diversidade conformacional no sítio (Tabela 9).  
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Tabela 9 - Interação entre IRS1 e eriodictiol com a afinidade (kcal/mol) de cada pose. Os 

modos de ligação destacados em verde, azul, amarelo e roxo foram aqueles selecionados para 

passarem por simulações de dinâmica molecular 

 
Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos. As linhas coloridas em verde, azul, 

amarelo e roxo representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 38. 

 

Todas as poses da região 1 foram ancoradas por interações do tipo π-π stacking 

entre um dos anéis aromáticos presentes na estrutura do eriodictiol e a cadeia lateral da Phe59 

de IRS1. A região 2 não apresentou interações recorrentes nas três poses selecionadas, mas, na 

região 3, a Lys68 interagiu com o ligante em três dos quatro modos de ligação escolhidos 

(Figura 39). 

 

Figura 39 - Diagrama 2D de interações do eriodictiol com IRS1 na (A) Região I, (B) Região 2 

e (C) Região 3 
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Fonte: Discovery Studios. As setas pontilhadas em azul e verde representam ligações de hidrogênio 

5.3.3.4 Dinâmica molecular dos complexos eriodictiol/IRS1 

 

 Simulações de dinâmica molecular (DM) são comumente utilizadas para avaliar 

os complexos obtidos através do procedimento de docking, uma vez que os modos de ligação 

preditos, que se assemelham a conformação nativa do ligante, tendem a se manter estáveis na 

pose de docking ou a convergirem para uma conformação mais favorável ao longo da 

simulação, a passo de que poses distantes da conformação experimental tendem a apresentar 

um comportamento instável ou até mesmo evadirem o sítio de interação (ALONSO; 

BLIZNYUK; GREADY, 2006 e CAVALLI et al., 2004).  
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Dessa forma, o total de dez poses selecionadas nas três regiões de IRS1 foram 

submetidas às simulações de DM de 50 ns em triplicata. A estabilidade do ligante nos sítios foi 

avaliada pelo RMSD em relação a estrutura inicial (pose de docking) e valores médios acima 

de 5 Å em pelo menos uma das replicatas indicam instabilidade da pose proposta.  

Evidenciou-se que nenhuma das poses testadas manteve valores de RMSD abaixo 

do valor de corte de 5 Å nas três replicatas (Tabela 10). Além disso, a análise das conformações 

finais das replicatas não indicam a ocorrência de convergência entre as simulações. Tais 

resultados apontam para o não reconhecimento apropriado da molécula pela proteína IRS1 

(Figura 40). 

 

Tabela 10 - Dinâmica molecular de complexos eriodictiol/IRS1. As tabelas incluem o RMSD 

médio e os valores mínimo e máximo de RMSD para cada replicata de cada pose simulada 
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Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

Figura 40 - Dinâmica molecular de complexos eriodictiol/IRS1 nas conformações finais de 

cada replicata 
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Fonte: Chimera. A estrutura secundária de IRS1 (branco) com as poses de docking (colorido). 

 

 

 

 



107 

 

5.3.3 Efeitos do eriodictiol sobre GSK3β 

 

5.3.3.1 Docking cego do eriodictiol ao GSK3β 

 

A molécula do eriodictiol interagiu em duas regiões de GSK3β (Figura 41 e 

Tabela 11). Entretanto, visto a presença da informação experimental (KIM et al., 2018) sobre 

sítio de interação do flavonoide morina no cristal de GSK3β (PDB ID: 6AE3), a cavidade na 

qual a morina interage foi priorizada para os testes com o eriodictiol (Figura 41- I). 

 

Tabela 11 - Interação entre GSK3β e eriodictiol. Energia (kcal/mol) de cada pose 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

 

Figura 41 - Localização das regiões de interação entre GSK3β e eriodictiol. Visualização 

tridimensional da estrutura pelo programa PyMOL apontando a região (I) priorizada para os 

testes subsequentes 

 
Fonte: PyMOL 
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5.3.3.2 Busca por cavidades drogáveis em GSK3β 

 

A predição de cavidades simultaneamente pelos servidores DoGSiteScorer e 

P2Rank GSK3β objetivou complementar o resultado do docking cego e caracterizar a cavidade 

descrita como região 1 (Tabela 12). O primeiro programa conseguiu identificar, ao todo, cinco 

regiões de interação na estrutura de GSK3β. Apesar de P_0 não ter obtido o melhor valor de 

drogabilidade, outros índices, como o volume e a pontuação simples, levaram ao seu 

ranqueamento em primeiro lugar.  

 

Tabela 12 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para análise de 

cavidades de GSK3β. Na tabela estão os valores da análise dos descritores relacionados a 

tamanho, profundidade, drogabilidade e composição de aminoácidos pertencentes ao GSK3β 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

Esse resultado é reforçado pela predição do P2Rank, na qual a região 

correspondente a P_0 obteve, notadamente, a melhor pontuação (Tabela 13). Essa cavidade foi 

identificada pelo docking cego e é a mesma na qual interage o flavonoide morina, que possui 

estrutura similar ao eriodictiol (Figura 42). 
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Tabela 13 - Resultados obtidos da análise do ranqueamento das quatro cavidades detectadas 

pelo P2Rank pertencentes ao GSK3β 

 
Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

Figura 42 - Resultados obtidos pelos servidores DogSiteScorer para análise de cavidades de 

GSK3β para ligação do eriodictiol 
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Fonte: Chimera.A) Sobreposição das poses de docking da região 1 e do ligante cristalográfico morina com a 

cavidade P_0. B) Semelhança estrutural entre a morina e o eriodictiol. C) Superfície de GSK3β, com a região mais 

bem ranqueada pelo P2Rank colorida em rosa. 

 

5.3.3.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao GSK3β 

 

O docking dirigido na região 1 objetivou uma descrição mais acurada da pose do 

ligante eriodictiol no sítio identificado em GSK3β (Figura 43). Dez poses foram geradas, das 

quais duas foram selecionadas para realização de simulações de dinâmica molecular (Tabela 

14). 

 

Tabela 14 - Interação entre GSK3β e eriodictiol a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos. As linhas coloridas em verde e azul 

representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 43. 
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Figura 43 - Interação entre GSK3β e eriodictiol com a visualização tridimensional da interação 

pelo programa PyMOL. A representação de superfície da proteína está colorida de acordo com 

os átomos (carbonos em verde, oxigênios em vermelho e nitrogênios em azul) 

 

 
Fonte: PyMOL. 

 

Apesar de localizadas na mesma região, o eriodictiol interage diferentemente com 

o sítio em cada pose: a pose 1 faz interações com os resíduos Ile27, Tyr99, Pro101 e Arg106, e 

a pose 4 com a Val35 e Val100 (Figura 44). 

 

Figura 44 - Diagrama 2D de interações do eriodictiol com GSK3β na (A) Região I, (B) Região 

2 e (C) Região 3. Setas pontilhadas representam ligações de hidrogênio 

 
 

Fonte: Discovery Studio. As setas tracejadas em verde a azul representam ligações de hidrogênio. 
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5.3.3.4 Dinâmica molecular dos complexos eriodictiol/GSK3β 

 

A estabilidade do ligante na região 1 foi avaliada pelo RMSD em relação a pose de 

docking, onde valores médios abaixo de 5 Å indicam estabilidade. Ambas as poses se 

mantiveram abaixo deste valor de corte nas três replicatas, indicando um reconhecimento 

apropriado da molécula no sítio proposto (Tabela 15 e Figura 45). 

 

Tabela 15 - Dinâmica molecular de dez complexos eriodictiol/GSK3β. As tabelas incluem o 

RMSD médio e os valores mínimo e máximo para cada replicata de cada pose simulada 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 
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Figura 45 - RMSD do eriodictiol ao longo da simulação e a convergência para conformação 

final na replicata 1. A) Pose 1. B) Pose 4 

 
Fonte: GraphPad Prism. 

 

A avaliação do ligante na pose 1 ao longo do tempo simulado aponta um aumento 

do RMSD aos 36 ns da replicata 3. No entanto, o RMSD em relação a última conformação da 

replicata 1, que foi utilizado para identificar uma possível convergência, evidencia que tal 

aumento pode representar apenas um reajuste da molécula no sítio para um modo de ligação 

semelhante ao da pose 1. Já o RMSD da pose 4 manteve-se estável, com um breve aumento ao 

final da replicata 2 (Figura 45). Não obstante, faz-se necessário a extensão do tempo de 

simulação para identificar o que tal aumento representa para interação proteína-ligante (Figura 

46).  
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Figura 46 - Dinâmica molecular de complexos eriodictiol/GSK3β nas conformações finais de 

cada replicata. A) Pose 1. B) Pose 4 

 

 
 

Fonte: Chimera. A estrutura secundária de GSK3β (branco) com as poses de docking (colorido). 

 

Uma vez demonstrada a estabilidade da interação do eriodictiol com GSK3β, 

análises de RMSF e PCA foram conduzidas a fim de identificar os efeitos da molécula sobre o 

comportamento dinâmico da proteína. As duas poses apresentaram a uma leve redução do 

RMSF nas regiões próximas aos resíduos 64 e 260, indicando uma rigidificação dessas regiões 

de alça ou loop causada pela presença do eriodictiol (Figura 47). A região próxima ao resíduo 

225 teve um aumento de flexibilidade no complexo com o eriodictiol na pose 1 (Figura 47 A), 

mas o efeito oposto foi observado no complexo com a pose 4 (Figura 47 B). 
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Figura 47 - Efeitos da interação com eriodictiol em GSK3β. A) RMSF de GSK3β livre e nos 

complexos com eriodictiol nas poses 1. B) RMSF de GSK3β livre e nos complexos com 

eriodictiol nas poses 4 

 
 

Fonte: GraphPad Prism. 

 

 

Complementarmente, foi realizada uma análise de PCA para projetar a amostragem 

conformacional da cadeia principal de GSK3β no subespaço definido pelos dois primeiros 

Componentes Principais (PC1 e PC2, do inglês “Principal Component”). Ao comparar os 

resultados das simulações da proteína livre com os complexos com o eriodictiol, é possível 

sugerir que a presença do ligante levou a uma restrição (redução) conformacional em GSK3β, 

particularmente no subespaço da PC1 (Figura 48).  
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Figura 48 - PCA da cadeia principal de GSK3β na proteína livre e em nos complexos com 

eriodictiol. A) Pose 1. B) Pose 2 

 

Fonte: GraphPad Prism. 

 

A avaliação das ligações de hidrogênio identificou uma interação polar presente em 

todas as replicatas das duas poses com Asp133, apontando este resíduo como possível âncora 

principal da molécula, ajudando a manter a estabilidade do complexo. Esta interação também 

está presente no cristal de GSK3β com a morina (PDB ID: 6AE3). Desse modo, podemos inferir 

que o eriodictiol consegue interagir com GSK3β de forma estável. Tal interação parece 

desencadear alterações na flexibilidade e no perfil de conformações adotados pela proteína ao 

longo da simulação que podem levar a inibição de sua atividade de quinase. 

Tendo em vista a existência de informações experimentais da inibição de GSK3β 

pela interação do flavonoide morina no mesmo sítio de interação (KIM et al., 2018), é possível 

que uma molécula de esqueleto flavonoide similar e mesma classe química (flavonol), tal como 

o eriodictiol, exerça sua atividade biológica por mecanismo similar. 
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5.3.4 Efeitos do eriodictiol sobre Keap1 

 

5.3.4.1 Docking cego do eriodictiol ao Keap1 

 

O docking cego foi realizado para buscar as possíveis regiões mais favoráveis para 

interação do eriodictiol na superfície da proteína Keap1 (Tabela 16).  

 

Tabela 16 - Interação entre Keap1 e eriodictiol por energia (kcal/mol) de cada pose 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos. 

 

Foi observado que o eriodictiol interage em duas regiões do Keap1 (Figura 49). 

Vale ressaltar que a região 1 é a mesma na qual o ligante ácido 3-(4-clorofenil) propanóico, co-

cristalizado com Keap1 (PDB ID: 5FNQ), interage experimentalmente (DAVIES et al., 2016). 

Entretanto, visto a presença da informação experimental (DAVIES et al., 2016) 

sobre o sítio de interação do ligante ácido 3-(4-clorofenil) propanóico no cristal de Keap1, a 

cavidade na qual o ácido 3-(4-clorofenil) propanóico interage foi priorizada para os testes com 

o eriodictiol.  
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Figura 49 - Localização das regiões de interação entre Keap1 e eriodictiol 

 
Fonte: PyMol 

 

5.3.4.2 Busca por cavidades drogáveis em Keap1 

 

A região da cavidade P_0 obteve a melhor pontuação de drogabilidade, dentre 

outros parâmetros avaliados pelo DoGSiteScorer (Tabela 17) e também foi ranqueada em 

primeiro lugar pelo P2Rank (Tabela 18). Esse sítio engloba as regiões 1 e 2 identificadas na 

etapa de docking (Figura 50). 

 

Tabela 17 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade DogSiteScorer para análise de 

cavidades de Keap1. Na tabela estão os valores da análise dos descritores relacionados a 

tamanho, profundidade, drogabilidade e composição de aminoácidos pertencentes ao Kea 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 
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Esse resultado é reforçado pela predição do P2Rank, na qual a região 

correspondente a P_0 obteve, notadamente, a melhor pontuação (Tabela 18).  

 

Tabela 18 - Resultados obtidos pelos preditores de cavidade P2Rank para análise de cavidades 

de Keap1. Na tabela estão os valores da análise do ranqueamento das quatro cavidades 

detectadas pelo P2Rank pertencentes ao Keap1 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 

 

Figura 50 - Resultados obtidos pelo DogSiteScorer para análise de cavidades de Keap1 para 

ligação do eriodictiol. A) Sobreposição das poses de docking da região 2 e do ligante 

cristalográfico ácido 3-(4-clorofenil) propanoico. B) Superfície e estrutura secundária de Keap1 

(branco), com a região mais bem ranqueada (rosa) pelo P2Rank 
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Fonte: Chimera. 

 

5.3.4.3 Docking Dirigido do eriodictiol ao Keap1 

 

A partir das dez poses geradas pela predição do AutoDock Vina (Tabela 19), foram 

selecionadas quatro na região 1, equivalente a entrada da cavidade em formato de túnel, onde 

foi co-cristalizado o ligante ácido 3-(4-clorofenil) propanóico, e uma na região 2, localizada no 

centro do túnel (Figura 51). 

 

Tabela 19 - Interação entre Keap1 e eriodictiol com a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose 

 
Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos. As linhas coloridas em verde, azul, 

amarelo e roxo representam, respectivamente, cada pose do eriodictiol na figura 51. 
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Figura 51 - Interação entre Keap1 e eriodictiol com a visualização tridimensional da interação 

pelo programa PyMOL e a afinidade predita (kcal/mol) de cada pose. A) Região I. B) Região 

II 

 

 

 

Fonte: PyMol. A representação de superfície da proteína está colorida de acordo com os átomos (carbonos em 

verde, oxigênios em vermelho e nitrogênios em azul). 
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Nas poses escolhidas para o eriodictiol na região 1, a molécula é ancorada por 

interações com a Arg92 e, ocasionalmente, com a Ser40 ou Ile93. Já na região 2, as principais 

interações são estabelecidas com a Val142, Leu234 e Thr237 (Figura 52). 

 

Figura 52 - Diagrama 2D de interações do eriodictiol com Keap1 na (A) Região I e (B) Região 

2 

 

 
Fonte: Discovery Studios. Setas pontilhadas em azul e verde representam ligações de hidrogênio. 
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5.3.4.4 Dinâmica molecular dos complexos eriodictiol/Keap1 

 

A estabilidade do ligante nas duas regiões propostas em Keap1 pelo docking foram 

avaliadas por dinâmica molecular. Das cinco poses testadas, apenas duas se mantiveram com 

valores de RMSD médio abaixo de 5 Å (Tabela 20), indicando estabilidade: a pose 9 na região 

1, e a pose 1 na região 2 (Figuras 53 e 54). 

 

Tabela 20 - Dinâmica molecular de complexos eriodictiol/Keap1. As tabelas incluem o RMSD 

médio e os valores mínimo e máximo para cada replicata de cada pose simulada 

 

 
 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional em Biofármacos 
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Figura 53 - RMSD do ligante ao longo do tempo de simulação. A) Região 1 Pose 9. B) Região 

2 Pose 1 

 

 

Fonte:  GraphPad Prism 

 

A análise temporal do RMSF em relação a pose de docking e em relação ao último 

quadro de simulação demonstraram estabilidade e convergência do ligante para uma 

conformação final semelhante à da replicata 1 tanto para pose 9 da região 1, quanto para pose 

1 da região 2 (Figuras 54 e 55). A diminuição de RMSF mais significativa observada para as 

duas poses foi nas regiões entre os resíduos 375 e 392 próximos ao ligante (eriodictiol), 

indicando uma rigidificação desse segmento na presença do ligante (Figura 55). 
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Figura 54 - Efeitos na interação na dinâmica molecular de complexos eriodictiol/Keap1. Os 

gráficos demonstram o RMSF do ligante ao longo da simulação e a convergência para 

conformação final do eriodictiol para as poses com valores de RMSF médio abaixo de 5 Å, 

indicando estabilidade: a pose 9 na região 1, e a pose 1 na região 2 

 
 

Fonte: GraphPad Prism. 

 

Figura 55 - Dinâmica molecular de complexos eriodictiol/Keap1. A) Região I, pose 9 e B) 

Região II, pose 1 

 

 
 

Fonte: Chimera.A estrutura secundária de Keap1 (branco) com as poses de docking (colorido). 

 

A pose 9 estabeleceu ligações de hidrogênio com a Ser364 e Ser602 em todas as 

replicatas. Já a pose 1 foi ancorada ao sítio por ligações de hidrogênio com a Val418 e Val604, 

também presente em todas as replicatas. 

Na PCA, a presença do ligante na região 1 parece não afetar significativamente o 

espaço conformacional amostrado por Keap1 (Figura 56). Na região 2, no entanto, é possível 

observar tanto um possível efeito de restrição como de expansão conformacional em PC1. 

Portanto, é possível sugerir que o eriodictiol pode interagir de forma estável com Keap1 na 
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entrada do túnel (região 1), mas o mesmo apenas parece causar alterações conformacionais ao 

interagir na região mais interna da cavidade (região 2). Vale ressaltar que não é possível 

verificar se a entrada na molécula na parte mais interna do túnel, representada pela região 2, é 

favorável por métodos convencionais de simulação. 

 

Figura 56 - Efeitos da interação com eriodictiol em Keap1. PCA da cadeia principal de Keap1 

na proteína livre (apo) e em nos complexos com eriodictiol 

 

Fonte:  GraphPad Prism. 
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6  DISCUSSÃO DE RESULTADOS 

 

Neste estudo, mostramos que nenhuma alteração significativa foi verificada na 

atividade exploratória, na atividade locomotora e na glicemia dos animais com a infusão da 

STZ e com o tratamento com o eriodictiol. O modelo de DAE causou déficits na memória e no 

aprendizado dos animais, evidenciado no prejuízo do desempenho cognitivo desses roedores na 

memória operacional, aversiva, de reconhecimento de objetos e espacial. O tratamento com o 

eriodictiol protegeu significativamente na memória aversiva (recente), no índice de 

reconhecimento objetos (recente e tardia) e na memória espacial (tempo de latência). Os estudos 

bioquímicos demonstraram que a STZ causa estresse oxidativo e neuroinflamação, 

significativamente, pelo aumento nas concentrações de nitrito e na imunorreatividade de GFAP 

no hipocampo, também pela redução de GSH no hipocampo e pelo aumento de MDA e 

diminuição de sinaptofisina no córtex pré-frontal. O tratamento com eriodictiol foi capaz de 

diminuir significativamente o aumento da concentração de nitrito e de prevenir a redução das 

concentrações de GSH no hipocampo. As análises in silico sugerem que o eriodictiol possui 

efeito inibidor da GSK3B e ativador da via Nrf2/Keap1. 

Sabendo que a Diabetes Mellitus (DM) é um fator de risco para a Doença de 

Alzheimer Esporádica (DAE) e vice-versa, especificamente, envolvendo o comprometimento 

da sinalização insulínica cerebral não necessariamente associadas ao metabolismo da glicose 

(LEE et al., 2011), estratégias terapêuticas para superar a deficiência e a resistência à insulina 

no SNC podem ser uma opção no tratamento de deficiências cognitivas como a DA 

(FERREIRA et al., 2018).  

Evidências sugerem que compostos fitoquímicos, principalmente polifenóis como 

os flavonóides, derivados de vegetais e frutos, promovem efeitos benéficos sobre reversão dos 

déficits na função cognitiva relacionados a idade, além de prevenir o aparecimento de doenças 

neurodegenerativas (UDDIN et al, 2020; JOSEPH et al., 2009; SHUKITT-HALE et al., 2006). 

Estes possuem baixo peso molecular e são capazes de modular a memória exercendo atividade 

farmacológica em receptores, quinases e fatores de transcrição em diferentes tipos celulares 

(CHUN, 2008; SPENCER, 2009; RENDEIRO, 2011; HASSAN et al., 2022).  

As flavanonas, também conhecidas como dihidroflavonas, são uma importante 

classe de flavonóides amplamente encontradas em frutas cítricas, tais como em toranjas 

(naringina, naringenina e naringenina 7-O-neohesperidoside), em laranjas, tangerinas, limas e 

limões (hesperidina, hesperetina e hesperetina 7-O-rutinoside). O eriodictiol é a flavona mais 
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presente nos limões, assim como os derivados eriocitrina (eriodictyol 7-O-β-D-rutinoside) e o 

eriodictyol 7-O-rutinoside (TERAHARA, 2015; AGRAWAL, 2011). 

Uma revisão de literatura atual sobre as flavonas do limão destacou que seus efeitos 

terapêuticos antioxidantes, anti-inflamatório e antidiabético são mais potentes na supressão de 

doenças com excessivo estresse oxidativo, como nas doenças neurodegenerativas e na Diabetes 

Mellitus (DM) (YAO et al., 2022). Previamente, estudos dedicados à investigação do efeito 

neuroprotetor do eriodictiol em modelos animais já foram realizados, tendo em vista que o 

eriodictiol é o antioxidante mais consumido no mundo (DENG et al.,2020), pois está presente 

na dieta diária de muitas pessoas, assim é possível compreender a relevância de tais estudos.  

Como a Doença de Alzheimer Esporádica (DAE) é associada a dificuldades na 

aprendizagem e na memória (AGRAWAL, 2011), foi escolhido o modelo experimental de DAE 

por injeção intracerebroventricular (i.c.v) de estreptozotocina (STZ) em camundongos SWISS 

com o objetivo de avaliar o possível efeito do eriodictiol nos déficits de memória de trabalho, 

episódica, declarativa e espacial. Isso porque já é sabido que o modelo gera uma redução 

crônica no metabolismo da glicose no córtex cerebral e no hipocampo (PLASCHKE; HOYER, 

1993) com efeitos associados a um progressivo déficit no aprendizado, na memória e no balanço 

energético cerebral (DUELLI et al., 1994). 

Inicialmente, ao 12º dia após o protocolo cirúrgico, os animais foram avaliados na 

atividade locomotora e foi demonstrado que não houve nenhuma alteração no comportamento 

exploratório e atividade locomotora com a infusão da STZ e com o tratamento com o eriodictiol 

nas duas doses testadas (2 e 4 mg/kg v.o.). 

Estes dados corroboram com estudos que demonstram não haver alteração na 

atividade locomotora e no comportamento exploratório dos animais que receberam injeção de 

STZ, demonstrando que não há déficit motor nesse modelo (PACHECO et al., 2018; 

BIASIBETTI et al., 2017). O tratamento com o eriodictiol também não alterou a atividade 

locomotora dos animais, corroborando com outros autores em modelos de demência 

(BELZUNG; GRIEBEL, 2001; HOYER, 2004; BEZERRA, 2019; ZHANG; LIU; YUAN, 

2020). 

Sabendo que o dano neuronal causado pela administração da STZ pode atingir 

diferentes regiões do SNC, como o septo, regiões do corpo caloso (KRASKA et al., 2012), 

córtex perirrinal, hipocampo e estruturas periventriculares (SHOHAM et al., 2003), o Teste do 

Labirinto em Y (SARTER et al., 1988) foi realizado como medida de memória de trabalho ou 

operacional, definida como uma memória ultra-rápida que representa o armazenamento 

temporário de informação utilizado para planejar uma ação futura (KIM et al., 2006). As 
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principais áreas cerebrais envolvidas nesse tipo de memória são o hipocampo e o córtex pré-

frontal (CPF) (YOO et al., 2008). Além dessas, outras regiões como estriado, diencéfalo e 

cerebelo influenciam o desempenho dos animais nesse teste (LALONDE, 2002). 

Os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits significativos na 

porcentagem de alternâncias espontâneas, indicando um prejuízo na memória de trabalho 

consistente com estudos anteriores desse modelo (QUEIROZ, 2016; GHASEMIKASMAN et 

al., 2018; BEZERRA, 2019). Segundo alguns autores, essa piora da memória de trabalho pode 

ser explicada pelos efeitos tóxicos da STZ nos receptores de insulina (IR), reduzindo o 

metabolismo da glicose no cérebro e, consequente, diminuição de ATP e na produção de Acetil-

CoA, reduzindo a transmissão colinérgica (HOYER, 2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 

2013). 

Encontra-se na literatura evidências experimentais de que o eriodictiol é capaz de 

melhorar o desempenho no labirinto em Y nas mesmas doses testadas, mas na via de 

administraçãointraperitoneal (i.p) em camundongos isquemiados (FERREIRA, 2016) e em 

camundongos transgênicos APP/ PS1 tratados com uma dose maior (50 mg/kg, i.p) (LI et al., 

2022). O eriodictiol (2 e 4 mg/kg v.o.) não protegeu os animais dos déficits de memória 

operacional, esse resultado sugere que o efeito do eriodictiol pode variar com a dose testada, a 

via de administração (que influencia na biodisponibilidade) e com o modelo animal estudado.  

No presente estudo também foi avaliada a memória episódica por um teste robusto 

muito utilizado para avaliar, principalmente, o hipocampo e o córtex perirrinal (WIN‐ SHWE; 

FUJIMAKI; 2011). Essa última área cerebral é importante para a entrada de informações 

sensoriais (estímulos visuais, olfativos e somatossensoriais) e geração de impulsos nervosos ao 

hipocampo (ANTUNES; BIALA, 2012). Desse modo, a tarefa do reconhecimento de objeto 

está intimamente relacionada com o bom funcionamento do córtex perirrinal na memória de 

curto prazo ou memória recente (WINTERS et al., 2008), enquanto o hipocampo e o córtex 

pré-frontal são responsáveis pela consolidação e recuperação da memória de longa duração 

(WANG et al., 2011). 

Na avaliação do índice de reconhecimento, os animais submetidos às injeções de 

STZ apresentaram déficits na memória recente e na memória tardia, corroborando os resultados 

da literatura desse modelo (GRAWAL, 2009; WANG, 2011; QUEIROZ, 2016). A dificuldade 

na aquisição e retenção de memória provavelmente também está associada com o prejuízo na 

sinalização cerebral da insulina induzido pela STZ (CORREIA et al., 2012). Assim, o modelo 

utilizado comprovou ser eficiente em fornecer déficits cognitivos importantes e característicos 
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da DAE (LANNERT; HOYER, 1998; STEEN et al., 2005; SALKOVIC-PETRISIC et al., 

2006). 

O tratamento com o eriodictiol promoveu uma melhora significativa dos déficits de 

memória recente (2 e 4 mg/kg, v.o.) e tardia (4 mg/kg, v.o) no índice de reconhecimento do 

objeto. Esse efeito preventivo também foi observado na dose de 100 mg/kg v.o em ratos no 

modelo de depressão induzido por lipopolissacarídeo (LPS, 1 mg/kg), uma endotoxina 

bacteriana (ZHANG; LIU; YUAN, 2020) e, provavelmente, se deve a ação antioxidante e 

antiinflamatória do eriodictiol resultando em uma melhora do aprendizado, memória, e redução 

no dano neuronal induzido pelo STZ. 

Na avaliação da memória aversiva, associada à função da amígdala, do hipocampo, 

do septo medial, do bulbo olfatório e áreas talâmicas (IZQUIERDO et al., 2006), os resultados 

mostraram que o STZ promoveu déficits na retenção da memória recente (MR) e na memória 

tardia (MT). Corroborando com os resultados de indução do mesmo modelo em outras 

pesquisas (BEZERRA, 2019; KIM et al., 2016; LI et al., 2017). Uma possível base biológica 

para justificar este declínio na cognição seria que a deficiência do metabolismo energético nos 

neurônios colinérgicos (LESTER-COLL et al., 2006; TOTA et al., 2011) e a menor 

disponibilidade de ATP no cérebro, gerada por STZ, é responsável pela menor produção tanto 

da Acetil-CoA quanto da colina-acetiltransferase (ChAT), responsáveis pela produção da 

acetilcolina, levando a um prejuízo dos mecanismos relevantes para a formação da memória 

devido a uma redução na transmissão sináptica (SZUTOWICZ et al., 2013). 

Na literatura, o efeito antioxidante neuroprotetor na memória declarativa parece ser 

potencializado em tratamentos com substâncias que também possuem ações 

anticolinesterásicas (SONKUSARE et al., 2005). Esse resultado não foi analisado no presente 

trabalho, contudo, o trabalho de Dzoyen e colaboradores observou que o 6-8-

diprenyleriodictyol, um análogo do eriodictiol, possui atividade anticolinesterásica e inibitória 

de óxido nítrico (NO) em doses sub tóxicas in vitro (DZOYEM et al., 2017). 

Outros estudos envolvendo o efeito dos flavonoides em modelos de DAE, 

demonstraram que o tratamento com curcumina promoveu a diminuição do estresse oxidativo 

e a neuroproteção (PAN et al., 2008; REETA; MEHLA; GUPTA, 2010). Amoah e 

colaboradores (2015) demonstraram que sesquiterpenos com efeitos antioxidantes diminuíram, 

significativamente, o comprometimento da memória no teste de esquiva passiva em modelo de 

DA induzido por peptídeo Aβ (Aβ1-42), assim como no tratamento com óleo essencial extraído 

do Borago officinalis (GHAHREMANITAMADON et al., 2014).  
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Além da esquiva passiva, a memória declarativa pode ser acessada em roedores 

através do Teste do Labirinto Aquático (MORRIS et al., 1982), amplamente utilizado para 

avaliar a memória espacial em vários modelos de estudos sobre a DAE experimental (KANG 

et al., 2017; YING et al., 2018). No presente trabalho, avaliamos a memória espacial 

(dependente da integridade do hipocampo) dos animais através dos critérios de latência (o 

tempo que o animal demora a encontrar a plataforma) e do número de cruzamentos.  

Nessa avaliação, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits 

na memória espacial, demonstrando um maior tempo de latência para encontrar a plataforma e 

um menor número de cruzamentos no quadrante onde a plataforma estava escondida, 

corroborando com o trabalho de padronização do modelo de DAE por STZ no nosso grupo 

(QUEIROZ, 2016) e com outros estudos de DAE nesse modelo (GHASEMI-KASMAN et al., 

2018; KUMAR; SINGH, 2017; CHEN et al., 2013; AGRAWAL, 2011).  

O tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg promoveu uma melhora no 

tempo de latência, mas não restaurou, significativamente, o número de cruzamentos. Esse 

resultado pode ser explicado pelo conhecido potencial antioxidante do eriodictiol e que foi 

demonstrado pelos resultados in vitro e in silico, corroborando com outros achados (HE et al., 

2019; LI et al., 2022). Outros flavonoides (rutina, silimarina e puerarina) também evidenciaram 

uma redução no estresse oxidativo em modelos de DAE, porém sem apresentarem uma 

diferença significante no teste do labirinto aquático de Morris (Li et al., 2020).  

Na literatura, o flavonoide curcumina previne o déficit na memória espacial 

induzido por estresse crônico (XU et al., 2009), por demência induzida por alumínio (KUMAR; 

DOGRA; PRAKASH, 2009) e por β- amilóide (AHMED; ENAM; GILANI, 2010). Esses 

resultados corroboram com estudos feitos com animais submetidos ao modelo de DAE induzido 

por peptídeo Aβ e tratados com substâncias naturais com ação antioxidante e antiinflamatória, 

no qual os animais tratados apresentaram uma diminuição significativa no tempo de latência 

para encontrar a plataforma (GHAHREMANITAMADON et al., 2014; BUTTERFIELD; 

POCERNICH, 2003). Dessa forma, acredita-se que a sinalização de insulina pode ser regulada 

por Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) (LOPES; SILVA; FORTUNATO, 2008). 

O modelo animal estudado pode variar quanto à sua suscetibilidade a diferentes 

patologias, com um espectro de resistência de cada linhagem à fisiologia, genética e alterações 

moleculares (FIOCRUZ, 2017). As linhagens isogênicas parecem ser mais suscetíveis à 

toxicidade por STZ (RAVELLI et al., 2017), mas representam menos o padrão genético 

translacional encontrado na natureza. A análise por Western blot demonstrou que a expressão 

de sinaptofisina diminuiu, mas não significativamente, no córtex pré-frontal após as injeções 
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de STZ. Em modelos transgênicos e em linhagens isogênicas a diminuição dos níveis de 

sinapsina e sinaptofisina são evidenciadas ao longo do tempo e são acompanhadas de outros 

marcadores da DA, como Tau- fosforilada e peptídios Aβ (XU et al., 2014; RAVELLI et al., 

2017). 

Curiosamente, Mayer e colaboradores (1990) demonstraram que, após 2 semanas 

da injeção de STZ, a memória aversiva foi reduzida, mas não foi observado efeito na memória 

espacial. Outros estudos demonstraram que doses menores de STZ resultam em um déficit 

cognitivo menor (AGRAWAL et al., 2010; PRICKAERTSET et al., 2000), pois o efeito 

neurotóxico é progressivo, de longo prazo e dose-dependente (MAYER et al., 1990), então 

espera-se que em um maior tempo de indução do modelo seja possível observar maiores danos 

cerebrais (KANDIMALLA et al., 2017; TAOUIS; TORRES-ALEMAN, 2019). Uma maior 

administração i.c.v pode alcançar o meio intercelular através de outros transportadores, além 

da GLUT 2, induzindo efeitos tóxicos generalizados (GRUNBLATT et al., 2007) e sugerindo 

que a STZ tem ações independentes de GLUT 2 e 4 (mais presentes no hipocampo), mas 

também em GLUT 1 e 3 (mais presentes no córtex). 

Está bem documentado que a potenciação a longo prazo (LTP) e a plasticidade 

sináptica em neurônios são importantes para a aprendizagem e a memória, onde há uma 

diminuição significativa na densidade sináptica nas áreas de associação neocorticais e do 

hipocampo na demência (STEPHEN; DOUGLAS, 2003). A perda de sinapses descrita em 

pacientes com DA pode estar relacionada ao estado cognitivo encontrado nesses pacientes e 

pode representar uma razão para o declínio da função cognitiva (DEKOSKY; SCHEFF, 1990).  

Tais evidências epidemiológicas reforçam a associação entre DMT2 e DAE, sendo 

que os mecanismos de associação entre elas estão interligados por meio do processo central de 

resistência à insulina (KANDIMALLA et al., 2017). Neste estudo, foi feita a dosagem da 

glicemia em todos os animais, sem restrição alimentar, antes dos procedimentos de indução e 

antes da eutanásia, para confirmar se os animais não estavam diabéticos. Os resultados obtidos 

demonstraram que não houve nenhuma alteração nos níveis de glicose antes e após os 

procedimentos de indução com STZ nos grupos experimentais avaliados neste estudo. Essa não 

alteração corrobora com outros trabalhos (PACHECO et al., 2018; BASSANI, 2017; 

BEZERRA, 2019), demonstrando que o modelo estudado não influencia no nível basal da 

glicose sanguínea, não induzindo DM nos animais, e gera uma alteração no metabolismo da 

glicose apenas a nível de SNC com a resistência insulínica cerebral (SALKOVIC-PETRISIC; 

HOYER, 2007).  



133 

 

O estado da resistência de insulina cerebral, induzido pela STZ central, vem sendo 

associado às mudanças morfológicas, moleculares e comportamentais que ocorrem na DAE 

(LESTER-COLL et al.,2006). Dentre essas mudanças, já foram identificadas alterações nos 

processos mitocondriais, levando a um processo cíclico de redução da produção de energia e a 

um aumento das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROIs) e um aumento do estresse 

no retículo endoplasmático (REL) que desregula o metabolismo lipídico, causando acúmulo de 

lipídios tóxicos no cérebro (DA SILVEIRA et al., 2021). 

Estudos têm demonstrado haver um aumento do estresse oxidativo por meio das 

dosagens de nitrito, dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e da 

enzima Glutationa peroxidase (GPx) no modelo de DAE por STZ (PACHECO et al., 2018; 

KUMAR; SINGH, 2017; KUMAR, 2017). Um dos principais componentes celulares afetados 

pelo estresse oxidativo é a membrana celular que sofre um processo de peroxidação. Por isso, 

avaliamos a dosagem de MDA (um aldeído de cadeia curta), principal produto da peroxidação 

lipídica, no córtex pré-frontal (CPF) e no hipocampo dos animais através dos níveis de TBARS 

(DRAPER; HADELY, 1998).  

Nossos resultados demonstraram que o modelo induzido causou um aumento 

significativo nas concentrações de MDA no córtex pré-frontal (CPF), evidenciando um 

aumento da peroxidação lipídica e desestabilização da membrana plasmática, consequência da 

injúria neuronal causada pelo estresse oxidativo induzido por STZ. Outros trabalhos 

demonstraram esse aumento na peroxidação lipídica com o STZ, gerando H2O2 e óxido nítrico, 

originando espécies reativas de oxigênio (KWON et al., 1994; HE et al., 2019) e nitrogênio 

(VALKO et al., 2007). 

No nosso estudo, o tratamento com o eriodictiol na dose de 4 mg/kg, v.o, apresentou 

tendência, mas não reduziu significativamente a peroxidação lipídica no hipocampo. Contudo, 

outros trabalhos demonstraram que os derivados da eritrocina, como o eriodictiol, reduzem os 

níveis de MDA e outros marcadores de estresse oxidativo em experimentos clínicos e pré-

clínicos de DM (MIYAKE et al., 1998; HE et al., 2019; YAO et al., 2022; YUAN et al., 2022; 

CESAR; RAMOS; RIBEIRO, 2022). No estudo da Diabetes Tipo 3, Li e colaboradores (2022) 

também identificaram o efeito antioxidante neuroprotetor (redução de MDA em córtex e 

hipocampo) do eriodictiol (50 mg/kg v.o) após 3 meses de tratamento em camundongos 

transgênicos (LI et al, 2022). Desse modo, outros experimentos utilizando uma dose maior de 

eriodictiol devem ser realizados para avaliar se não termos obtido efeito foi por baixa dose do 

eriodictiol no tratamento desse modelo.  
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No modelo de indução de DAE por STZ, o aumento da geração de radicais livres e 

posterior estresse oxidativo são bem relatados quanto à geração de prejuízos ao aprendizado e 

memória, levando à disfunção cognitiva (ISHRAT et al., 2009). A estrutura química da STZ 

sugere que este composto também possa produzir óxido nítrico (NO) (RAI et al., 2014). O NO 

apresenta efeitos protetores, dilatando vasos e dessa maneira aumentando a oferta de glicose e 

oxigênio, e deletérios reagindo com o radical superóxido formando então o íon peroxinitrito 

(molécula é extremamente tóxica que danifica proteínas, lipídeos de membrana e DNA) que 

desencadeia uma cascata de alterações bioquímicas e estruturais com liberação de mediadores 

inflamatórios, hiperfosforilação da proteína Tau e agregados de peptídeo Aβ resultando em 

estresse oxidativo, neuroinflamação e morte celular (DESHMUKH et al., 2009; MEHAN et al., 

2011).  

Os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram um aumento significativo 

nas concentrações de NO2/NO3 no hipocampo e o tratamento com o eriodictiol (4 mg/kg) foi 

capaz de prevenir esse dano, corroborando com os resultados de Zhang e colaboradores (2020). 

Além disso, Li e colaboradores (2020), em um modelo in vitro de glioma, observou que o 

eriodictiol possui efeito antioxidante regulando negativamente a via de sinalização 

fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K)/Akt/NF-κB de maneira dependente da concentração. 

A estimativa do estresse oxidativo induzido por injeção i.c.v de STZ também é 

comumente medida em níveis de GSH (glutationa). Fisiologicamente, os níveis de EROs e 

ERNs são rigidamente controlados por antioxidantes que podem agir como seqüestradores ou 

“scavenger”, tal como no sistema glutationa (LU et al., 2011), ou de maneira indireta através 

do aumento da expressão de enzimas antioxidantes (LU et al., 2011). A glutationa reduzida 

(GSH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968) é levada à depleção em situações de estresse oxidativo, 

sendo principalmente observado no hipocampo após 2-3 semanas do protocolo cirúrgico com 

STZ no mesmo modelo (ISHRAT et al., 2009).  

Nesta avaliação, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram uma 

redução significativa nas concentrações de GSH no hipocampo e o tratamento com o eriodictiol 

(4 mg/kg, v.o) foi capaz de prevenir. Assim, o efeito antioxidante do eriodictiol esteve 

envolvido no seu efeito neuroprotetor contra o dano oxidativo induzido pelo STZ, uma vez que 

o composto preveniu o tecido cerebral do aumento de EROs e ERNs. Outros flavonoides, como 

os do mirtilo, a rutina, a silimarina e a puerarina preveniram os défcites de aprendizado e 

memória em modelos de DAE através da redução da neuroinflamação e do estresse oxidativo 

(LI et al., 2020; LAU et al., 2007).   
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Além dos efeitos de estresse oxidativo, o modelo de infusão i.c.v de STZ também 

tem sido associado a extensa perda de células, neurodegeneração e astrogliose (SONKUSARE 

et al., 2005; BEZERRA, 2019). Essas alterações morfológicas ocorrem algumas semanas após 

a injeção e são comparáveis à DA e perduram por períodos ainda indeterminados (SANTOS et 

al., 2012). Os astrócitos possuem um papel fundamental na manutenção da homeostase cerebral 

e, em injúria cerebral, são ativados e começam a se proliferar e a se hipertrofiar, processo 

denominado astrogliose reativa (SWANSON et al., 2004), que pode ser mensurada pelo 

aumento da expressão de GFAP. A proteína ácida fibrilar glial (GFAP) é exclusiva dos 

astrócitos que os diferencia dos demais tipos celulares (OCALLAGHAM; SRIRAM, 2005).  

No presente estudo, os animais submetidos ao STZ apresentaram uma astrogliose 

hipocampal, corroborando com outros autores em ratos (SOUZA et al., 2022) e camundongos 

(BEZERRA, 2019). Outros modelos de DAE já evidenciaram que défcites cognitivos podem 

surgir sem astrogliose e microgliose evidente (MACHADO et al., 2020). Além disso, embora 

já tenha sido evidenciado um efeito preventivo da astrogliose pelo eriodictiol 4 mg/kg i.p no 

córtex em um modelo de isquemia (FERREIRA et al., 2016), o tratamento com eriodictiol na 

mesma dose não diminuiu significativamente essa astrogliose no modelo de DAE.  

Esse resultado pode ser embasado, tanto na diferença entre os modelos estudados, 

como, provavelmente, pela via de administração utilizada, pois é sabido que a 

biodisponibilidade via oral é menor do que na via intraperitonial. Na literatura, o efeito protetor 

da gliose nesse modelo também parece estar associado a uma ação anti-colinesterésica dose-

dependente (SONKUSARE et al., 2005; BEZERRA, 2019) que não foi avaliada nesse estudo. 

Assim, se fez necessário dar continuidade a este estudo para entender de forma mais 

detalhada outras bases moleculares da ação do eriodictiol envolvida na neuroproteção por STZ, 

bem como, conhecer a sua possível relação com as vias promotoras de neuroproteção 

relacionadas à resistência à insulina, que ajudaram a elucidar os seus efeitos sobre a cognição, 

especificamente, sobre a aprendizagem e a memória. 

Nesse contexto, o uso de metodologias computacionais tem se tornado cada vez 

mais importantes, pois essa aplicação tem oferecido um excelente suporte para o 

desenvolvimento e identificação de novas terapias farmacológicas. Os ensaios in silico do 

presente estudo foram realizados objetivando a avaliação da atividade do eriodictiol e foram 

conduzidos em parceria com a FIOCRUZ- CE, sob a supervisão do Professor Dr. João Hermínio 

Martins da Silva. 

Com os resultados dos estudos de docking foi realizada uma avaliação mais 

detalhada por Dinâmica Computacional para identificar as possíveis interações eriodictiol-



136 

 

proteína-alvo. Inicialmente, foi realizado um “screening” virtual para identificar as afinidades 

de ligação do eriodictiol com os principais alvos moleculares descritos na literatura em 

experimentos in vivo correlacionados à Doença de Alzheimer. As orientações e conformações 

de poses foram classificadas (ranqueadas) de acordo com as funções de escore empíricas, 

baseadas na mecânica molecular. 

Na identificação de possíveis alvos do eriodictiol, a busca de proteínas com 

estrutura de boa resolução computacional, resultou na obtenção de dez alvos proteicos de 

interesse (GSK3β, Keap1, apoE3, MAPK, PPARgamma, IGFR1, SYN, IRS1, TLR4 e PI3K). 

O docking cego ranqueou, de forma qualitativa, o potencial de interação destas ao eriodictiol e 

todas tiveram valores de afinidade predita similares. Contudo, por otimização experimental, 

optou-se por utilizar três proteínas-alvo (IRS-1, GSK3B e KEAP1) nas demais avaliações 

estruturais para as avaliações subsequentes de suas cavidades, docking dirigido e dinâmica 

molecular. 

A literatura tem destacado que o eriodictiol pode ser um potente secretagogo de 

insulina em comparação a outros compostos naturais (HAMEED et al., 2018). Esse efeito 

insulinotrópico, provavelmente se deve ao aumento da secreção de insulina dose-dependente 

em modelos diabéticos e não-diabéticos in vivo e in vitro envolvendo a ativação da cascata de 

sinalização da proteína quinase A (PKA), levando à exocitose de insulina (SHIBASAKI et al. 

2014; HAMEED et al., 2018). Além disso, o tratamento crônico com eriodictiol reduziu a 

glicose no sangue em ratos modelo DMT2, sugerindo que o eriodictiol tem um papel terapêutico 

na condição diabética tipo 2 não obesa (HAMEED et al., 2018).  

Os IRSs são expressos nos sistemas periféricos, assim como no SNC, especialmente 

no hipocampo, primeira estrutura afetada na DA. No encéfalo, os oligômeros amiloides levam 

à ativação anormal do TNF-α via c-Jun-quinase N-terminal (JNK), inibindo IRS1 e 

interrompendo a sinalização da insulina (DA SILVEIRA et al., 2021). Em relação a interação 

do eriodictiol com o receptor de insulina tipo 1 (IRS1), foi observado que o eriodictiol interage 

prioritariamente em três regiões no docking, porém, na dinâmica molecular, evidenciou-se que 

nenhuma das poses testadas indicam a ocorrência de convergência entre as simulações. Tais 

resultados são pioneiros e apontam para o não reconhecimento apropriado do ligante eriodictiol 

pela proteína IRS1, ou seja, o efeito neuroprotetor do eriodictiol parece não atuar diretamente 

sobre o receptor de insulina. Esse resultado corrobora com um estudo in silico que sugere que 

o eriodictiol atua na cascata de sinalização do cAMP via PKA e não por meio da cascata de 

sinalização intracelular do IRS1 (HAMEED et al., 2018). 
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Resumidamente, a insulina, além do seu envolvimento periférico no metabolismo 

da glicose, também atua modulando cognição, memória e plasticidade sináptica através das vias 

associadas ao complexo insulina/receptor tirosina quinase. Além disso, dados de estudos post 

mortem tem demonstrado uma diminuição do conteúdo de insulina e da expressão dos seus 

receptores no córtex e hipocampo, bem como aumento de GSK3β (STEEN et al., 2005). Por 

isso, pesquisadores tem demonstrado interesse na descoberta de inibidores de GSK3β visando 

maior especificidade e eficácia. 

Uma das características benéficas do método de docking é a capacidade de 

reproduzir modos de ligação semelhantes aos observados experimentalmente. No nosso estudo, 

comparamos o flavonoide morina complexado a GSK3β (PDB ID: 6AE3) para avaliação do 

eriodictiol no sítio ligante da proteína (KIM et al., 2018). Dessa forma, ao comparar os 

resultados das simulações da proteína livre e dos complexos com o eriodictiol, é possível sugerir 

que a presença do ligante levou a uma restrição conformacional em GSK3β, mas ainda é 

necessário a extensão do tempo de simulação para confirmar a estabilidade da interação 

GSK3β-eriodictiol. 

A avaliação das ligações de hidrogênio identificou uma interação polar presente em 

todas as replicatas das duas poses com Asp133, apontando este resíduo como âncora principal 

da molécula. Tal interação parece desencadear alterações na flexibilidade e no perfil de 

conformações adotados pela GSK3β ao longo da simulação que podem levar a inibição de sua 

atividade de quinase, como foi observado com a morina (KIM et al., 2018). Assim, podemos 

sugerir que o eriodictiol interage com GSK3β de forma estável e exerce um efeito inibidor 

prevenindo a fosforilação de Tau e, consequentemente, a exarcebação do processo 

neurodegenerativo na DAE induzido por STZ. 

Atualmente é intensamente estudado que a ativação da sinalização Keap1-Nrf2-

ARE pode fornecer proteção contra várias doenças relacionadas ao estresse e à inflamação, 

incluindo doenças neurogenerativas, pois essa via é o melhor mecanismo de defesa celular que 

controla o dano xenobiótico e o estresse oxidativo. Além disso, a via Keap1-Nrf2-ARE também 

está envolvida no início de várias vias que mantêm o metabolismo e o equilíbrio redox 

intracelular, controlando um grupo de proteínas citoprotetoras ao nível da transcrição celular 

(CUADRADO et al., 2018). 

Nos últimos anos, muitos esforços foram feitos para desenvolver potentes 

inibidores de Keap1-Nrf2 com novas estruturas químicas de diferentes potências (MOU et al., 

2020). Outros estudos destacaram que esses compostos podem imitar a forma intrínseca da 

ativação da Nrf2 e interagir com os resíduos reativos em Keap1 (HUR; GRAY, 2011). 
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Vários estudos relataram que o eriodictiol tem efeitos neuroprotetores em diversos 

modelos in vitro e in vivo por meio de mecanismos endógenos de defesa antioxidante e anti-

inflamatória via Keap1-Nrf2-ARE (LOU et al., 2012; JING et al., 2015; HE et al., 2019; LV et 

al., 2019; DENG et al., 2020; LI et al., 2022; JING et al., 2013; AL-KHAYRI et al., 2022; 

HABTEMARIAM, 2019; AL-ISHAQ et al., 2019). Além disso, o eriodictiol aliviou o estresse 

oxidativo induzido por LPS via Nrf2/Keap1 in vivo e in vitro (He et al., 2019). 

Nos nossos estudos in silico foi observado que o eriodictiol pode interagir em duas 

regiões do Keap1. Vale ressaltar que, na região 1, usamos a informação experimental de Davies 

e colaboradores (2016) na qual o inibidor ligante ácido 3-(4-clorofenil) propanoico está co-

cristalizado com Keap1 (PDB ID: 5FNQ) para os testes com o eriodictiol. Dessa forma, os 

modos de ligação obtidos nas simulações foram comparados com o modo obtido 

experimentalmente do complexo ácido 3-(4-clorofenil) propanoico e Keap1. 

Além disso, Davies e colaboradores (2016) demonstraram o uso de uma abordagem 

baseada em fragmentos para direcionar a interação Keap1-Kelch-Nrf2, onde em sua triagem 

cristalográfica de raios-X identificou três “pontos quentes” distintos dentro do bolso de ligação 

do Nrf2 do Keap1, permitindo a identificação farmacológica de moléculas que diminuem a 

ubiquitinação de Nrf2 por meio da modificação de resíduos de Keap1. O ácido 3-(4-clorofenil) 

propanoico é um composto líder promissor que exibe ligação forte e seletiva a Keap1 e ativa a 

resposta antioxidante Nrf2 em modelos celulares e animais, fornecendo uma sonda química de 

alta qualidade para explorar o potencial terapêutico de interromper a interação Keap1-Nrf2. 

A sobreposição entre os modos de ligação do eriodictiol com o ácido 3-(4-

clorofenil) propanoico demonstrou que o eriodictiol explora, de forma estável, interações 

favoráveis do sítio de inativação do Keap1, evidenciando o espaço químico (na entrada da 

cavidade em formato de túnel) que pode ser identificado no complexo com outros possíveis 

inibidores da proteína (DAVIES et al., 2016).  

Corroborando com esse resultado, estudos de Zeng e colaboradores (2021) 

indicaram que o tratamento com eriodictyol-7-O-glicosídeo (E7G) fosforila o resíduo Ser40, 

que está localizado no domínio N-terminal Neh2 de Nrf2 (domínio que interage com Keap1 no 

citoplasma). Assim, quando esse aminoácido é fosforilado, o Nrf2 é liberado de Keap1, 

translocado para o núcleo e, então, regula o estresse oxidativo através de múltiplas vias (ZENG 

et al., 2021). Dessa forma, o E7G (análogo do eriodictiol) é considerado um novo ativador da 

via Nrf2-Keap1, garantindo neuroproteção para lesão isquêmica cerebral. 

Nesse estudo, nas simulações em todas as poses escolhidas para o eriodictiol, na 

região 1, a molécula é ancorada por interações com a Arg92 e com a Ser40 ou Ile93, onde a 
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presença do eriodictiol parece não afetar significativamente o espaço conformacional 

amostrado por Keap1. Na região 2, localizada no centro do túnel, as principais interações são 

estabelecidas com a Val142, Leu234 e Thr237 e é possível observar tanto um possível efeito de 

restrição quanto de expansão conformacional. Portanto, é possível sugerir que o eriodictiol pode 

interagir de forma estável com Keap1 na entrada do túnel (região 1) e o mesmo parece causar 

alterações conformacionais ao interagir na região mais interna da cavidade (região 2).  

Tendo em vista a existência de informações experimentais da inibição de Keap1 

pela interação com a sonda química de alta qualidade para explorar o potencial terapêutico de 

interromper a interação Keap1-Nrf2 (DAVIES et al., 2016) e da translocação do Nrf2 para o 

núcleo por fosforilação de Ser40 pelo E7G (análogo do eriodictiol), é possível inferir que o 

eriodictiol exerça sua atividade biológica por mecanismo similar. Assim, podemos sugerir que 

o eriodictiol consegue interagir com a proteína Keap1 de forma estável e exerce um efeito 

ativador da via Nrf2, desencadeando a ativação de genes Nrf2/ARE e prevenindo a exarcebação 

do processo neurodegenerativo intracelular na DAE induzido por STZ.  

O Nrf2 estimula a transcrição de genes que expressam a Glutationa peroxidase 

(GPx) que é crucial para a sobrevivência celular, metabolismo e homeostase redox (OH; JUN, 

2017). A GPx são as rincipais enzimas responsáveis pela remoção de peróxido de hidrogênio e 

peróxidos orgânicos para seus correspondentes álcoois as custas da conversão de GSH a GSSG 

(FERREIRA & MATSUBA, 1997). Desse modo, a possível ativação da via Keap1-Nrf2 pelo 

eriodictiol corrobora com o resultado experimental observado pelo aumento de GSH no 

hipocampo dos animais STZ tratados com eriodictiol. 

Assim, o eriodictiol pode ser uma estratégia terapêutica promissora no 

desenvolvimento de antioxidantes moduladores da inflamação que atuam como agentes 

preventivos ou terapêuticos para condições de doença que envolvem estresse oxidativo e 

inflamação como na Diabetes e na Doença de Alzheimer.  

É conhecido que os flavonoides e seus metabólitos são capazes de atravessar a 

barreira hematoencefálica (KALT et al., 2008; ANDRES-LACUEVA et al., 2005) e podem 

exercer ações neurofarmacológicas a nível molecular, influenciando vias de sinalização e 

expressão gênica (WILLIAMS et al., 2004; SPENCER, 2008). Também é sugerido pela 

literatura que, devido ao seu efeito dependente de glicose in vitro e in vivo, e ausência de efeito 

hiperglicêmico, o eriodictiol possa servir como um forte candidato a medicamento para futuras 

pesquisas diabéticas e como uma boa alternativa terapêutica a outros secretagogos de insulina, 

incluindo as sulfoniluréias.  
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Uma vez que a atividade estimuladora de insulina do eriodictiol ocorre apenas em 

altas concentrações de glicose, é provável que o eriodictiol exiba um risco reduzido de 

hipoglicemia induzida por drogas, como observado nas sulfoniluréias (HAMEED et al., 2018). 

Assim, o eriodictiol é uma substância que pode ser testada em humanos, pois possui baixa 

toxicidade e é amplamente distribuído em frutas cítricas, sendo uma molécula promissora para 

a pesquisa translacional na DA. 

Curiosamente, em uma pesquisa translacional de longo prazo (início em 1997), 

pesquisadores do Projeto Memória e Envelhecimento do RADC adquiriram informações 

dietéticas completas durante o acompanhamento e autópsias cerebrais de 575 pacientes com 

DA, cuja média a idade do óbito foi de 91,3 anos. Os dados sugerem que a antocianina 

pelargonidina, presente em frutas vermelhas, pode proteger o cérebro envelhecido do 

desenvolvimento da DAE, pois ao longo do tratamento, os pacientes tiveram melhora na 

memória episódica, memória de trabalho, memória semântica, capacidade visuoespacial e 

velocidade perceptiva e apresentaram menos neurofilamentos e perda sináptica (RUSH, 2022). 

De acordo com os autores, isso motiva uma mudança simples que qualquer pessoa pode fazer 

em sua dieta na busca por saúde, pois mostra que fazer escolhas alimentares específicas pode 

levar a uma neuroproteção e uma taxa mais lenta de declínio cognitivo. 

Entende-se que a DA é uma doença neurodegenerativa ainda bastante 

incompreendida e suas múltiplas vias patológicas contribuem para a complexidade e 

dificuldade de tratamento e prevenção desta doença. Este trabalho apresentou bases moleculares 

e sinalizações intracelulares envolvidas em duas importantes doenças degenerativas crônicas, a 

DM e DA, destacando a importância para a compreensão da relação entre as duas patologias e 

a hipótese da Doença de Alzheimer por Diabetes Tipo 3 (Figura 57).  

Uma vez que ainda não há cura para a DA, o maior desafio está no desenvolvimento 

de novas terapias e/ou alvos terapêuticos para cura ou tratamento sintomático da doença. Assim, 

o entendimento molecular apresentado pode favorecer e permitir o desenho de novos fármacos, 

ou estabelecer novos tratamentos que possam retardar ou bloquear a progressão da DAE, com 

aumento da sobrevida dos pacientes, melhora na sua qualidade de vida e benefícios para a saúde 

pública. 
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Figura 57 - Síntese do mecanismo de ação protetor do eriodictiol em modelo de DAE por STZ 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor. Setas em vermelho destacam a ação da estreptozotocina (STZ) e em preto a do 

eriodictiol neste estudo. 
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7  CONCLUSÕES  

 

Este estudo é pioneiro em reportar evidências pré-clínicas do efeito neuroprotetor 

do eriodictiol sobre o estresse oxidativo, a neuroinflamação e os déficits de memória em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE pela hipótese do Diabetes Tipo 3. Assim, 

podemos resumir as conclusões deste trabalho, de modo que: 

● O eriodictiol protege contra a neurotoxicidade induzida pelo STZ em um modelo 

experimental da Doença de Alzheimer Esporádica (DAE), observada pela 

diminuição dos déficits de memória causados pela doença; 

● O efeito neuroprotetor do eriodictiol, provavelmente se deve a uma ação 

antioxidante e anti-inflamatória via inativação do GSK-3B e ativação da via 

Keap1/Nrf2 que preveniu da redução de GSH e diminuiu os níveis nitrito/nitrato, 

consequentemente, atenuando o processo da neuroinflamação e da resistência à 

insulina; 

● O eriodictiol pode ser uma estratégia terapêutica adjuvante promissora para o 

tratamento da DA. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A terapia combinada com antioxidantes pode levar a melhores resultados para 

pacientes com resistência à insulina e pode chegar à prática clínica com maior compreensão 

dos mecanismos que eles empregam (HURRLE; HSU, 2017). Uma dieta variada e nutritiva 

pode ser empregada como medida preventiva para a saúde metabólica e como um complemento 

ao tratamento de Síndromes Metabólicas, seja de Diabetes Mellitus, Obesidade, Doença de 

Alzheimer ou Diabetes Tipo 3.  

Como futuros experimentos que podem suprir interrogações no atual trabalho, 

sugerimos: 

● Estudar o efeito do STZ em um modelo de longo prazo de indução; 

● Avaliar uma maior dose-resposta do eriodictiol no modelo animal de DAE por 

STZ; 

● Comparar o tratamento com o eriodictiol com um fármaco antidiabético 

comercial e seu efeito sinérgico; 

● Avaliar a expressão de GSK3β, Keap1 e outras proteínas-alvo identificadas na 

literarura de ação do eriodictiol no córtex e hipocampo dos camundongos. 
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