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RESUMO

A hiperlipidemia € um disturbio metabdlico caracterizado pelo aumento dos
niveis de lipidios circulantes e esta associada a inflamagéo sistémica, ao estresse
oxidativo e ao desenvolvimento de alteragcdes estruturais no sistema nervoso central.
Nesse contexto, compostos naturais com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, como Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), tém despertado interesse
devido ao seu potencial neuroprotetor. O presente estudo teve como objetivo
investigar diferengas morfométricas no cortex motor e no giro denteado do hipocampo
de camundongos normolipidémicos, hiperlipidémicos e hiperlipidémicos tratados via
gavagem com extrato etandlico de Maytenus ilicifolia com o intuito de verificar se
haveria diferengas nessas regides que podem estar associadas a doengas neurais.
Foram utilizados 16 camundongos C57BL/6 distribuidos em quatro grupos
experimentais: normolipidémico, hiperlipidémico, hiperlipidémico tratado com 100
mg/kg do extrato e hiperlipidémico tratado com 400 mg/kg do extrato. A hiperlipidemia
foi induzida pela administracdo de Tyloxapol durante 21 dias. Apds a eutanasia, os
cérebros foram coletados, processados para analise histolégica e corados pelo
meétodo de Nissl. A avaliagdo morfoldgica incluiu a mensuragdo da espessura do
cortex motor, da espessura das camadas do giro denteado e da densidade e area
neuronal, utilizando o software Imaged. Os resultados demonstraram redugao
significativa da espessura cortical nos animais hiperlipidémicos em comparagao aos
normolipidémicos, sem alteragdes na densidade neuronal cortical. No giro denteado,
animais tratados com 100 mg/kg de Maytenus ilicifolia mostraram maior espessura da
camada granular, além de tendéncia de preservagdo da camada molecular em relagéo
ao animal ndo tratado. Esses achados sugerem que a hiperlipidemia promove
alteragdes morfométricas cerebrais e que Maytenus ilicifolia apresenta potencial efeito

neuroprotetor.

Palavras-chave: hiperlipidemia; Maytenus ilicifolia; neuroproteg¢ao; cértex cerebral;

giro denteado; morfometria.



ABSTRACT

Hyperlipidemia is a metabolic disorder characterized by elevated circulating lipid
levels and is associated with systemic inflammation, oxidative stress, and the
development of structural alterations in the central nervous system. In this context,
natural compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties, such as
Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), have attracted interest due to their potential
neuroprotective effects. The present study aimed to investigate morphometric
differences in the motor cortex and dentate gyrus of the hippocampus in
normolipidemic, hyperlipidemic, and hyperlipidemic mice treated with an oral gavage
of the ethanolic extract of Maytenus ilicifolia to verify if there would be differences in
these regions that could be related to neural diseases. Sixteen C57BL/6 mice were
divided into four experimental groups: normolipidemic, hyperlipidemic, hyperlipidemic
treated with 100 and 400 mg/kg of the extract. Hyperlipidemia was induced with
Tyloxapol for 21 days. After euthanasia, the brains were collected and processed for
histological analysis using Nissl staining. The morphological analyses included
measurements of motor cortex thickness, dentate gyrus layer thickness, neuronal area
and density, performed using ImagedJ software. The results demonstrated a significant
reduction in cortical thickness in hyperlipidemic animals compared with normolipidemic
animals, without changes in cortical neuronal density. In the dentate gyrus, animals
treated with 100 mg/kg of Maytenus ilicifolia showed greater thickness of the granular
layer, as well as a tendency toward preservation of the molecular layer compared with
untreated hyperlipidemic animals. These findings suggest that hyperlipidemia
promotes morphometric alterations in the brain and that Maytenus ilicifolia exhibits

potential neuroprotective effects.

Keywords: hyperlipidemia; Maytenus ilicifolia; neuroprotection; cerebral cortex;

dentate gyrus; morphometry.
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1 INTRODUGAO
1.1 Hiperlipidemia e sistema nervoso

A hiperlipidemia € uma doencga crbénica caracterizada por niveis elevados
de lipideos na corrente sanguinea, incluindo colesterol e triglicerideos, e pode
surgir a partir de fatores de risco como desordens genéticas, consumo excessivo
de alimentos gordurosos e disturbios metabdlicos (Chen et al., 2022).
Aproximadamente 39% da populacéo adulta mundial apresenta hiperlipidemia,
condigdo que pode levar a complicagbes graves com impacto significativo na
saude e na qualidade de vida (Quan; Yin; Zhang, 2025). No Brasil, de acordo
com as analises laboratoriais da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) entre os
anos de 2014 e 2015, foi encontrada uma prevaléncia de 32,7% de colesterol
total elevado na populagao (Malta et al., 2019).

Os lipideos s&o compostos organicos essenciais para 0s seres Vivos,
desempenhando multiplas fungdes. Eles integram a estrutura das membranas
celulares, atuam como reserva de energia, podem servir como cofatores
enzimaticos, funcionar como mensageiros intracelulares e, em muitos casos,
exercer o papel de horménios (Karam; Yang; Li, 2017). O desenvolvimento,
manutengao e funcionamento do Sistema Nervoso Central (SNC) dependem de
diversas moléculas, dentre elas os lipideos (Jantsch et al., 2021).

Embora essenciais para a homeostase cerebral, alteracbes no
metabolismo dos lipideos podem resultar no seu acumulo anormal no tecido
nervoso (Wilfling et al., 2013). Nesse contexto, a dislipidemia tem sido associada
a um maior risco de desenvolvimento de comportamentos depressivos e
ansiosos, e ao comprometimento da memoria (Zhuang et al., 2022).

O encéfalo concentra a maior quantidade de colesterol do corpo humano,
e esse lipideo é fundamental, pois participa tanto da neurogénese quanto da
sinaptogénese, evidenciando sua importancia na estruturagcao e funcionamento
desse orgao (Shin; Moussa; Park, 2024). Ademais, o colesterol atua como
precursor da sintese de hormdnios esteroides, incluindo os glicocorticoides, que
além da capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica (BHE),
conseguem ultrapassar a membrana neuronal (O’Léime; Cryan; Nolan, 2017).

A neurogénese adulta corresponde ao processo de geracgao,
diferenciacdo e integragcdo de novos neurdnios aos circuitos neuronais

preexistentes, ela ocorre em nichos no quais as células-tronco neurais se



encontram em associagdo aos vasos sanguineos e, dessa maneira, sinais
provenientes da vasculatura e das células neuronais maduras influenciam a sua
performance (Ozek et al.,, 2018; Rafii; Butler; Ding, 2016). Ela é descrita
ocorrendo principalmente em duas regides do cérebro adulto: a zona
subventricular dos ventriculos laterais e a zona subgranular do giro denteado,
migrando até o bulbo olfatério ou a camada granular do giro denteado,
respectivamente, onde se incorporam aos circuitos neurais existentes (Aimone
et al., 2014). Contudo, de acordo com os indicios, em humanos, os niveis de
neurogénese na zona subventricular ndo sdo tdo expressivos quanto em
roedores (Spalding et al., 2013).

O hipocampo é caracterizado por suas fung¢des de formacéao e controle da
memoria, navegacao espacial e regulagdo emocional (Bryant; Barker, 2020). Ele
€ subdividido em trés regides principais: giro denteado, formado especialmente
por células granulares que constituem a parte terminal do hipocampo proxima a
fissura hipocampal, cornu ammonis, que € composto pelas regides CA1, CA2,
CA3 e CA4, e subiculo (Mufson et al., 2015). Uma pesquisa realizada com
camundongos knockout para o receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LDLr /) observou diminuicdo da neurogénese e da proliferacdo celular no giro
denteado, ocasionando alteracbes comportamentais relacionadas a essa
estrutura (Engel et al., 2019).

Alteragbes no metabolismo lipidico no SNC tém sido associadas a
diversas doencgas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, Huntington
e Esclerose Amiotréfica Lateral (ELA) (Jin; Park; Park, 2019). Além disso,
evidéncias indicam que a hiperlipidemia, por induzir inflamagao sistémica e
estresse oxidativo, os quais comprometem o tecido nervoso, pode agravar a
progressdo da esclerose multipla (Weinstock-Guttman et al., 2011). Estudos
também demonstram que dietas ricas em lipideos estdo associadas a disfungao
da BHE, promovendo aumento de sua permeabilidade e alteracbes estruturais
vasculares em modelos animais (Cavaliere et al.,, 2023). Ademais, a
hiperlipidemia esta relacionada a niveis elevados de lipoproteina de baixa
densidade oxidada (oxLDL), que, ao serem reconhecidas pelos receptores
presentes nas membranas neuronais, ativam enzimas responsaveis pela
geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos neurdnios (Wu; Cao; He;
Xiong, 2012).



Estudos com camundongos knockout para o receptor de LDL (LDLr /)
indicam que as deficiéncias cognitivas estdo associadas a disfungéo
mitocondrial, neuroinflamag¢ao, aumento da atividade da acetilcolinesterase,
alteracdes sinapticas, apoptose hipocampal e estresse oxidativo (Oliveira;
Moreira; Bem, 2024). O cérebro € altamente vulneravel ao estresse oxidativo
devido aos baixos niveis de antioxidantes, elevada demanda energética e
abundancia de lipideos passiveis de peroxidagao (Penna et al., 2020). Assim,
doencgas neurodegenerativas, caracterizadas pela disfungdo progressiva dos
neurénios, dependem da integridade da neuroglia, sensivel a inflamacao e ao
estresse oxidativo (Yang et al., 2022). A ativacao da micrdglia libera citocinas
pré-inflamatérias, como IL-1B, IFN-a, IFN-y e TNF-a, que sdo determinantes na
manipulagéo da neurogénese hipocampal, afetando a proliferagao, diferenciagcao
e maturacdo das células progenitoras neuronais (Borsini et al., 2015).

Analises executadas por meio de randomizacdo mendeliana sugerem
uma relagdo causal entre os niveis de lipidios sanguineos e variagbes na
estrutura cerebral, incluindo alteracbes na area de superficie cortical e na
espessura cortical (Zeng et al., 2023). A diminuigdo da espessura cortical tem
sido associada ao declinio das fungbes cognitivas, configurando-se como um
biomarcador estrutural relevante dos processos neurodegenerativos observados
em desordens como a doenga de Alzheimer (Subotic et al., 2021). Ademais,
levando em consideragao o papel fundamental do hipocampo na memoaria e em
outras habilidades cognitivas, a sua atrofia também é correlacionada a
diminuicao cognitiva (Bashir et al., 2025).

Atualmente, as estatinas, como a sinvastatina, inibem a enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase) e estdo entre os principais
farmacos utilizados para tratar hiperlipidemia devido a sua efetividade (Mansouri
et al., 2022). Apesar disso, podem causar mialgia em até 10% dos pacientes,
com taxas mais elevadas em estudos observacionais (Pergolizzi Jr et al., 2020).
Evidéncias em humanos também sugerem piora da neuropatia, sobretudo com
estatinas lipofilicas (Igbal et al., 2021), além de impacto negativo sobre a
cognicao, tempo de reagao e area cortical (Rosoff et al., 2022). Diante desses
efeitos adversos, torna-se necessario o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas mais eficazes e seguras (Wang et al., 2025).



1.2 Modelo animal para hiperlipidemia

Camundongos sdo amplamente empregados com o intuito de simular
doengas humanas para que os pesquisadores possam desenvolver estratégias
terapéuticas e potenciais curas (Hickman et al., 2016). Eles sdo ferramentas
fundamentais para o estudo da genética e dos mecanismos patofisiolégicos de
doencgas humanas (Lutz; Osborne, 2013). No contexto da hiperlipidemia, esses
individuos apresentam alteragbes metabodlicas semelhantes as observadas em
humanos, permitindo assim a investigacdo dos mecanismos moleculares da
doenca no tecido nervoso (Kennedy et al., 2010).

O uso do detergente nao iénico Triton WR1339 (Tyloxapol) é relatado em
diversas pesquisas para a indugao da hiperlipidemia em animais (Xiao et al.,
2023; Ibrahim et al., 2016; Khlifi et al., 2019). Ele atua inibindo a atividade da
lipoproteina lipase, causando a estimulagdo da HMG-CoA redutase, o que
resulta no acumulo de triglicerideos e no aumento da biossintese de colesterol
(Jo et al., 2014; Ramos et al., 2021; Zarzecki et al., 2014). Fragdes isoladas de
diferentes espécies vegetais tém sido avaliadas em modelos murinos para
quantificar o efeito anti-hiperlipidémico e esclarecer os seus mecanismos de
acgao (Liu et al., 2022).

De modo geral, o uso de roedores tem sido crucial para o entendimento
do neurodesenvolvimento e das desordens neurais (Zhao; Bhattacharyya, 2018).
Nesse contexto, estudos com compostos vegetais tém mostrado indicativos de
seus efeitos neuroprotetores, como é o caso da curcumina em modelos murinos
de Parkinson ao modular vias metabdlicas e inflamatdrias essenciais (Cui et al.,
2022). Em outra pesquisa, o tratamento com o extrato de Stephania japonica
melhorou a memoria e aprendizagem de camundongos ao reduzir a atividade da

acetilcolinesterase e o estresse oxidativo (Lim et al., 2024).

1.3 Maytenus ilicifolia e neuroprotegao

A Maytenus ilicifolia, conhecida popularmente como “espinheira-santa”, &
uma planta brasileira utilizada para tratar doencas do trato gastrointestinal e
inflamacdes devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e
cicatrizantes (Silva; Leite; Vasconcelos, 2022). Essa espécie € nativa da regiao
Sul do Brasil, do Paraguai, do Uruguai e da por¢ao norte da Argentina (Veloso et

al.,, 2017). As folhas de varias espécies de Maytenus sao utilizadas



tradicionalmente por indigenas como infusbes contra disfungbes gastricas
(Rocha et al., 2004). Além disso, ela € um dos 12 medicamentos fitoterapicos
encontrados na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename)
ofertados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (Brasil, 2026).

As folhas dessa espécie possuem uma alta variedade de classes de
compostos, dentre eles os alcaloides, flavonoides, fendis e taninos que podem
apresentar possiveis efeitos anti-hiperlipidémicos (Zhang et al., 2020). Estudos
realizados com outras espécies de plantas revelaram que os triterpenos, mais
um de seus constituintes, apresentam efeitos hipolipemiantes em roedores
(Santos et al., 2012).

Uma das substancias encontradas em grandes concentragbes, o0s
polifendis, modulam estresse oxidativo e peroxidagao lipidica, demonstrando
uma possivel base para efeitos neuronais protetores (De Souza et al., 2008).
Esses polifendis interagem com a superficie do LDL, protegendo-o da acao de
radicais livres e inibindo a peroxidacgao lipidica por meio do controle da produgao
de espécies reativas de oxigénio, além de inibirem a acetilcolinesterase, um
mecanismo relevante para tratamento de deméncias (Bittar et al., 2024).
Compostos semelhantes, encontrados em outras plantas, ja demonstraram
potencial antioxidante com efeitos promissores no tratamento de doencgas
cerebrais associadas ao estresse oxidativo e a inflamagédo, como as doencas

neurodegenerativas (Jurikova et al., 2025).

2 JUSTIFICATIVA

A relevancia desse trabalho reside na pesquisa das possiveis alteracdes
morfoldgicas cerebrais decorrentes da hiperlipidemia, considerando sua possivel
relacdo com processos neurodegenerativos, ja que os efeitos dessa doenca nao
sao tao estudados nesse tecido quanto em outros, como é o caso do tecido
cardiaco e hepatico. Ao investigar o potencial efeito protetor da Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa) no tecido neural, esse estudo contribui para a investigagéo de
abordagens terapéuticas de origem natural capazes de reduzir os danos
originados por alteragées metabdlicas. Dessa forma, os achados, além de serem
responsaveis por ampliar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na

neuroprotecdo, podem fornecer subsidios para o desenvolvimento de



intervengdes mais seguras e acessiveis, com potencial impacto na saude publica

e prevencao de doengas neurologicas.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar diferencas morfométricas no cérebro de camundongos
normolipidémicos em relagdo aos hiperlipidémicos nao tratados e aos tratados

com Maytenus ilicifolia.

3.2 Especificos
e Medir as distancias correspondentes as espessuras do cortex motor e do
giro denteado do hipocampo e comparar entre os grupos.
e Medir a densidade de neurdnios corticais e a area deles e comparar

entre os grupos.

4 METODOLOGIA
4.1 Preparo do extrato

A escolha do extrato etandlico deu-se apds analise de citotoxicidade de
diferentes extratos da planta em cultura celular e esse nédo apresentou efeito
téxico para as células. Para a obtencdo do extrato etandlico, foi executado o
procedimento de maceragao estatica, no qual foram utilizados 800 gramas de
folhas secas de Maytenus ilicifolia em 4 litros de etanol 98% de pureza durante
sete dias em temperatura ambiente e protegido de luz. No sétimo dia, a solugao
foi filtrada com filtro de papel comum e o solvente remanescente foi removido
por processo de rotaevaporagao (Buchi Rotavapor R-215, Suica) a 40°C sob
pressao controlada e reduzida. Apds a rotaevaporagao, o extrato etandlico de
M.ilicifolia foi submetido a liofilizagao (L101, Liotop, Brasil) para completa retirada

de agua na amostra.

4.2 Animais
Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de
Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) pelo

protocolo 039/19. O modelo utilizado foi de camundongos machos da linhagem



C57BL/6 com 6 semanas de idade, livres de germes patogénicos especificos,
obtidos e mantidos na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da UFU. Os
animais foram alojados no biotério com ciclo de 12h claro-escuro e temperatura
controlada (20 £+ 2°C) com racdo e agua ad libitum. Foram utilizados 16
camundongos (n = 4 por grupo), sendo 4 grupos distribuidos conforme a Tabela
1. A hiperlipidemia foi comprovada através da analise de colesterol total e
triglicerideos no soro sanguineo extraido dos animais pela veia da cauda,
considerando os valores de referéncia para camundongos C57BL/6 propostos
por Santos et al. (2016), que variam de 80 a 100 mg/dL para colesterol e 80 a
120 mg/dL para triglicerideos. Essa quantificagao foi realizada através do método
de Folch (1957), que utiliza uma solugdo de metanol e cloroférmio para separar
os lipidios da sua associacdo com outros componentes celulares e posterior

adicao de solucao salina para separagao das fases:

Tabela 1 — Distribuicdo dos camundongos em grupos experimentais

Grupo Condicgao Colesterol TG Tratamento Dose
(mg/dL) (mg/dL) (mg/Kg)
1 Normolipidémico  90,31+1,8  45,2+5,7 Na&o tratado -
2 Hiperlipidémico 247,64+41 629,4+7,7 Nao tratado -

3 Hiperlipidémico 104,7315,5 45,1+6,5 Extrato 100
etandlico

4 Hiperlipidémico 220,33+2,8 150,3+8,6 Extrato 400
etandlico

Fonte: Prépria autora (2026).

4.3 Inducao da doenca e tratamentos

A inducéo da hiperlipidemia foi feita com o Tyloxapol (Triton WR1339) por
meio de injecao intraperitoneal de 400 mg/Kg (Oh; Lee; Lim, 2006) a cada 48
horas, pois ja foi demonstrado que apds esse periodo os valores de colesterol
retornam aos basais, sendo que os animais nao induzidos receberam a mesma
dose intraperitoneal de solugcéo salina. Para a dosagem correta, todos eram
previamente pesados em balanca analitica. Os animais também receberam
gavagem todos os dias da execugao, sendo os dois primeiros grupos com salina

e os outros dois com as respectivas concentragdes do extrato etandlico da planta
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(100 mg/Kg no grupo 3 e 400 mg/Kg no grupo 4). O periodo do experimento foi
de 21 dias.

4.4 Extracao do material biolégico e confecg¢ao de laminas

ApOs a eutanasia dos animais, os cérebros foram dissecados e colocados
no fixador Carnoy em volume 10 vezes maior que o volume dos tecidos por cerca
de 3 horas. Em seguida, os materiais foram colocados em cassetes histolégicos
e submersos em solugdes crescentes de alcool para desidratagéo (70%; 80%;
90% e 100% I, 1l e lll), ficando por 1 hora em cada uma das solug¢des. Para que
o alcool pudesse ser removido, os tecidos foram submersos em xilol dentro de
capela de exaustao, efetuando-se duas trocas (xilol | e Il), também por 1 hora
em cada. A parafina histolégica foi aquecida em estufa a uma temperatura de
60°C para impregnagao do material, também sendo utilizadas parafina | e Il por
30 minutos cada. Por fim, foi feita a inclusao do material com pinga nos moldes
contendo parafina liquida. Os blocos foram cortados de forma seriada em
micrétomo com espessura de 5um e, como referéncia, foram utilizadas as
coordenadas estereotaxicas descritas no atlas de Paxinos e Franklin (2008) para
camundongos. As laminas com os cortes frontais de cérebro foram coradas pela
técnica da coloracao de Nissl, a qual evidencia os corpusculos de Nissl (reticulos
endoplasmaticos rugosos presentes em neurdnios). Para isso, as laminas foram
colocadas em bergcos para coloracdo e foi necessario passar pela
desparafinizagcéo, processo no qual as laminas ficaram no interior da capela por
5 minutos em xilol | e Il, para depois serem hidratadas em concentragcdes
decrescentes de alcool (100% | e 1I; 90%; 80% e 70%) por 3 minutos cada. Para
a coloragao em si, os cortes foram submersos em Solugéo Cresyl por 5 minutos,
lavados rapidamente em agua destilada e colocados em solugdes crescentes de
alcool (70%, 80%, 90%, 100% | e Il) por 1 minuto cada. Entao, ficaram em xilol
por 5 minutos e, por fim, utilizou-se o balsamo do Canada para aderir as

laminulas em cada uma das laminas.

Figura 1 — Etapas do processo de dissecacao e de confeccdo das laminas.
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Fonte: Prépria autora (2026).

4.5 Andlises
4.5.1 Morfometria

As laminas foram fotografadas no microscopio invertido (Nikon Ti-S)
através do software Opticam nos aumentos de 4x e 20x. Para determinar
possiveis diferengas morfolégicas entre os grupos experimentais, foram
realizadas medigdes através do software Imaged Fiji (x86-64) da espessura do
cértex, da densidade celular e da espessura de cada uma das camadas do giro
denteado (molecular, polimoérfica e granular). A partir de fotos de réguas em cada
um dos aumentos, foi determinada a distancia em pixels correspondente a 100
Mm para que o software fosse capaz de medir corretamente. Ao definir a escala,

a medicao da espessura do cortex foi sempre feita a 250 ym da fissura mediana.

Figura 2 — Medida da espessura a partir de 250 ym da fissura mediana.
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A densidade de neurbnios foi quantificada a partir de um quadrado de
400x400 pixels, partindo da mesma distancia de 250 ym e de uma nova
calibragao considerando essa imagem criada. Em seguida, foi feito o ajuste pela
ferramenta “threshold” e as particulas (correspondentes ao tamanho dos
neurénios) foram quantificadas. Para que apenas neurénios fossem contados,
foi previamente determinada uma média da area dos menores e maiores

neurdnios encontrados.

Figura 3 — Quadrado de 400x400 pixels e “threshold”.
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As camadas do giro denteado foram medidas a partir de imagens
fotografadas no aumento de 20x. Apds a nova calibragéo, a espessura de cada
camada foi mensurada em trés pontos distintos e a média entre eles foi
calculada. Por fim, as médias de cada um dos grupos foram obtidas para que a

estatistica pudesse ser analisada.

Figura 4 — Medida da espessura das camadas do giro denteado.

479.62x359.71 um (4000x3000); RGB; 46MB

Add [t
Update
Delete
Rename

Measure

Deselect ||} ¥

Properties
Flatten[F] | Sy

More »

& showAl b

‘%@‘”*?’ 2T e s EAMILE

‘\‘? ~sls, ;3 ~ > 1 ‘:,r, &, 1e5 » q \ Results .
BN TS i e w S Fogr .
v A AL Wi w :‘% & . TR W¥&¥ File Edit Font Resutts
S oG8 i ST AR N g [Lengh | :
Doy &850 W2 Ja &' ;

3 g s 1 -128.367 88.088
B SERRRRTIOT * ; ¥2 90000 94964
45 AR : « |3 76787 84983

e M J ,
M - a o f d { =
oo 7y 3 o =y -
A 5 oy » e 2 “e =¥V I8 d
oo v &7 ‘; i S S Ve o ‘"M’
e o N . S% s - o 4 St

Fonte: Propria autora (2026).‘

4.5.2 Anadlise estatistica
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Os dados numéricos foram analisados com estatistica descritiva para
observacgao do padrao de distribuicdo da amostra no software GraphPad Prism
8.0. Para a escolha do teste estatistico adequado, foi executado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk com o intuito de verificar se os resultados possuiam
uma distribuicdo normal. Para os dados paramétricos, foi utilizada a ANOVA de
uma via com pos-teste de Tukey. Ja para os dados n&o paramétricos, foi utilizado

o Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Foi considerado p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Cértex motor
Ao comparar a espessura do cortex entre cada um dos grupos pelo Anova

com poés-teste de Tukey foi demonstrado que a espessura cortical do grupo
normolipidémico foi significativamente maior que a do hiperlipidémico (Figura
5E). Contudo, ndo houve significancia na diferengca de espessura do grupo

hiperlipidémico em relagdo a nenhum dos tratamentos.

Figura 5 — Fotomicrografias do cértex dos animais de cada um dos grupos
estudados: A- normolipidémico (NL, reta mostrando o local da medicéo); B-
hiperlipidémico (HL); C- tratado com 100 mg/Kg (TTO 100); e D- tratado com 400
mg/Kg (TTO 400). Em E, F e G, graficos mostrando as médias por grupo da
espessura do cortex, da quantidade e da area de neurbnios em uma area
determinada do cortex motor. Notou-se redugao de espessura para o grupo HL
(*, p <0,05). Escala =100 pm.
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Ao analisar a densidade celular do coértex motor, ndo foi encontrada

significancia entre nenhum dos grupos, se tratando de numero de células (Figura

5F), analisado pelo Anova com pés-teste de Tukey, ou da area delas (Figura 5G),

realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn.

5.2 Giro denteado

Foram medidas as camadas polimorfica, granular e molecular do

hipocampo. A camada polimérfica do giro denteado nao apresentou diferengas
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significativas ao ter sua espessura comparada entre os grupos pelo teste
paramétrico Anova com o pés-teste de Tukey (Figura 6E).

Quanto a espessura da camada granular do giro denteado, apos o teste
de Anova com pos-teste de Tukey, foi identificado um aumento significativo no
grupo hiperlipidémico tratado com 100 mg/Kg de Maytenus ilicifolia quando
comparado ao grupo hiperlipidémico (Figura 6F). Adicionalmente, na analise da
espessura da camada molecular do giro denteado por meio do teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn, observou-se tendéncia (p
limitrofe, # 1.0<p>0.05) de diferengas entre os grupos normolipidémico (NL) e
hiperlipidémico (HL), e, dele com o grupo hiperlipidémico tratado com 100 mg/Kg
da planta (TTO 100) (Figura 6G).

Figura 6 — Fotomicrografias do giro denteado dos animais de cada um dos
grupos estudados: A- normolipidémico (NL); B- hiperlipidémico (HL); C- tratado
com 100 mg/Kg (TTO 100); e D- tratado com 400 mg/Kg (TTO 400). As
fotomicrografias em A, B e C mostram, respectivamente, retas com a localizagéo
das camadas polimorficas (CP), granulares (CG) e moleculares (CM). EmE, F e
G graficos mostrando as médias por grupo da espessura das camadas
polimorfica, granular e molecular, respectivamente. Notou-se a maior espessura
da camada granular e molecular do giro denteado de animais do grupo
hiperlipidémico tratado com 100 mg/Kg de Maytenus ilicifolia (*, p < 0.05 e #
p<1.0). Escala = 50 uym.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho tinha como objetivo investigar possiveis alteragdes
morfolégicas causadas pela hiperlipidemia no tecido neural de camundongos e
avaliar se o tratamento com a Maytenus ilicifolia era capaz de recuperar ou
manter parametros semelhantes a normalidade histolégica do cérebro de
animais normolipidémicos, sendo isso, uma possivel acao protetora da planta. A

partir de andlises realizadas em cortes histolégicos, foram empregados
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parametros morfométricos de comparagao entre os grupos seguidos de testes
estatisticos para verificagdo da significancia das diferencgas.

A investigacdo da espessura cortical revelou uma reducgao significativa
nos camundongos hiperlipidémicos quando comparados aos normolipidémicos,
esse achado concorda com dados da literatura clinica em humanos, os quais
associam niveis elevados de colesterol ao aumento da atrofia cortical (Walhovd
et al., 2014). De maneira semelhante, uma pesquisa que associou a espessura
cortical a diferentes fatores de risco da sindrome metabdlica, incluindo a
dislipidemia, também encontrou um afinamento dessa estrutura (Schwarz et al.,
2018), o que reforga o impacto negativo do desequilibrio lipidico sobre o cortex.

Contudo, nao foi encontrado um decréscimo do numero de células ou
modificagdo na area celular nessa regiéo, indicando que o afinamento observado
nao decorre de uma morte celular excessiva. Embora nesse modelo a contagem
celular direta ndo tenha identificado diferencas, Lu et al. (2023), ao realizar um
estudo com camundongos induzidos por dieta rica em gordura, observaram tanto
um arranjo desordenado dos neurdnios na regido do cortex cerebral quanto uma
desorganizagao da arquitetura tecidual. Além disso, ratos alimentados com uma
dieta rica em colesterol demonstraram que niveis elevados de triglicerideos no
cérebro foram responsaveis pela liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
indutoras de danos neuronais e vasculares (Yang et al., 2017).

Ao olharmos para o giro denteado do hipocampo, verificamos primeiro o
comprometimento especialmente da camada molecular, com afinamento em
relacdo ao normal. Contexto identificado por outros pesquisadores, como Kim et
al. (2009) que analisaram o impacto causado por uma dieta rica em colesterol na
proliferacdo celular e nos neuroblastos utilizando os marcadores Ki-67 e DCX,
respectivamente, e, demonstraram que ambos estavam diminuidos nesses
camundongos, indicando que essa dieta pode prejudicar a proliferacédo e
diferenciagao celular no giro denteado desses animais. Adicionalmente, Wang et
al. (2014), ao pesquisar camundongos knockout para o receptor de LDL,
perceberam uma diminuigdo na densidade sinaptica do giro denteado,
demonstrada pela menor quantidade de botdes pré-sinapticos imunorreativos a
sinaptofisina, e ao analisar a ultraestrutura, foram percebidos a diminuicao de
vesiculas e o0 aumento de fendas. Sendo uma alteragao relevante no contexto

de doencgas neurodegenerativas, uma vez que, de acordo com o analisado por
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Lim et al. (2025), o volume da camada molecular pode ser um biomarcador
precoce de deméncia.

Por outro lado, observamos resultados que possivelmente apontam um
efeito protetor da Maytenus ilicifolia. O aumento significativo da espessura da
camada granular do giro denteado dos camundongos hiperlipidémicos tratados
com 100 mg/Kg da planta pode sugerir um estimulo a proliferacdo e
sobrevivéncia celular, caracteristicas do processo de neurogénese hipocampal.
Esse possivel efeito neuroprotetor assemelha-se ao encontrado por uma
pesquisa que testou o efeito da berberina em ratos induzidos a hiperlipidemia
pelo Poloxamer 407 e verificou uma diminuicdo do numero de células positivas
para BrdU, marcador de proliferacdo celular, no giro denteado de ratos
hiperlipidémicos, mas um aumento dessas mesmas células apds o tratamento
com o composto (Kim et al., 2019).

Entre as limitagdes do presente estudo, pode ser citado o tamanho
amostral limitado, causado pela perda de animais e pela impossibilidade de
repeticao dos experimentos. Por causa disso, também nao foi possivel analisar
o cérebro de animais tratados com a sinvastatina, farmaco de referéncia, para
comparar com o tratamento natural. Além disso, a aglomeracgéao de células na
camada granular do giro denteado nao permitiu uma quantificagao fidedigna dos
neurbnios nessa regido; portanto, ndo usamos esses resultados em nossa
pesquisa.

Diante do exposto, as implicagcdes deste estudo sugerem um ponto de
partida para um maior entendimento da relagdo entre a hiperlipidemia e
alteragdes no cérebro de camundongos. Ademais, as investigagdes fornecem
evidéncias preliminares do papel da Maytenus ilicifolia na mitigagédo de danos
cerebrais decorrentes da hiperlipidemia. Pesquisas futuras, utilizando técnicas
imunohistoquimicas para marcag¢des neuronais especificas, sdo necessarias
para elucidar os mecanismos moleculares associados a hiperlipidemia no tecido
cerebral, assim como para comparar esses achados com o tratamento com a
M.ilicifolia, integrando conhecimentos acerca de uma doenga crbnica a um

possivel tratamento fitoterapico.
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7 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a hiperlipidemia promove alteragbes
morfométricas no cérebro de camundongos, evidenciadas pelo afinamento do
cortex cerebral e da camada molecular do giro denteado. Por outro lado, o
tratamento com Maytenus ilicifolia (100 mg/kg) demonstrou maior espessura da
camada granular do giro denteado, sugerindo um possivel efeito neuroprotetor.

Assim, o objetivo do estudo foi alcangado ao identificar diferengas
morfométricas entre  animais  normolipidémicos, hiperlipidémicos e
hiperlipidémicos tratados com Maytenus ilicifolia. No entanto, estudos adicionais
sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos e confirmar o

potencial neuroprotetor da planta.
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ANEXO A - COMPROVANTE DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
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Comissdo de ética na Utilizagao de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacido das propriedades hipolipidémica, antinflamatorias e
antioxidantes de polifendis da Annona crassiflora Mart. na hiperlipidemia induzida por Triton
WR-1339 (tiloxapol) em camundongos”, protocolo n® 039/19, sob a responsabilidade de Foued Salmen
Espindola — que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 29 de outubro de 2024.

(We certify that the project entitled “Avaliacdo das propriedades hipolipidémica, antinflamatérias e antioxidantes de polifenéis da
Annona crassifiora Mart. na hiperlipidemia induzida por Triton WR-1339 (tiloxapol) em camundongos®”, protocol 039/19, under the
responsibility of Foued Salmen Espindola - involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th,
2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA)
and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in
meeting of Octuber 29th, 2024).

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
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Origem / Local Rede de Biotérios — UFU (REBIR — UFU)
Local onde serdo mantidos os animais: Rede de Biotérios — UFU (REBIR — UFU)

Alteracao realizada: Alteragdo na data témmino do projeto de 31/12/2024 para 31/12/2026.
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