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RESUMO 

 

Com o aumento progressivo da expectativa de vida e consequentemente 

do envelhecimento populacional, doenças crônicas degenerativas, em 

particular os quadros demenciais como a Doença de Alzheimer (DA), se 

tornaram cada vez mais prevalentes. As alterações histopatológicas 

características da DA são placas neuríticas (senil) formadas pelo 

peptídeo β-Amilóide 40/42 (Aβ 40/42) e os emaranhados neurofibrilares 

composta por agregados de proteína TAU hiperfosforilado (fosfo-TAU). 

Também ocorre distrofia de neurônios, gliose e perda neuronal. Um 

crescente corpo de evidências implica deficiências na via de sinalização 

da insulina no cérebro com o desenvolvimento de β-Amilóide e 

hiperfosforilação de tau. Além disso, alguns estudos demonstram que a 

insulina apresenta ação neuroprotetora contra os efeitos deletérios da 

neuroinflamação e estresse oxidativo no SNC. O modelo de resistência 

cerebral à insulina via administração intracerebroventricular (ICV) de 

estreptozotocina (STZ) replica alguns achados bioquímicos em 

pacientes com DA como diminuição da glicose cerebral, do 

metabolismo energético, redução do fluxo sanguíneo cerebral, estresse 

oxidativo e disfunção colinérgica. As Nanopartículas de Ouro (GNP) 

possui efeito anti-inflamatório e antioxidante e têm sido utilizado em 

pesquisas com ótimos resultados em modelo animal de Diabetes 

Mellitus, porém seu mecanismo de ação ainda não está totalmente 

esclarecido.   Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da 

administração crônica de GNP sobre parâmetros moleculares e 

bioquímicos após injeção ICV de STZ em cérebro de ratos jovens.  Os 

animais foram distribuídos randomicamente em 6 grupos experimentais: 

“G1” – Sham; “G2” - STZ; “G3” – STZ + GNP 24h; “G4” – STZ + 

GNP 48h; “G5” - Sham + GNP 24h e “G6” – Sham + GNP 48h. Os 

animais foram anestesiados e logo após foi realizado injeções ICV 

bilaterais de STZ (3mg/kg). O tratamento com GNP foi realizado por 

injeção intraperitoneal na dose de 2,5 mg/L com tamanho de partícula de 

20 nm. A frequência de administração de GNP foi a intervalos de 24h 

para os grupos G3 e G5 e 48h para os grupos G4 e G6 durante 21 dias. 

Após este período foi realizado a cirurgia estereotáxica e posterior 

análises. A distribuição de GNP no tecido cerebral, hepático e muscular 

foi similar em todos os grupos, porém a concentração cerebral foi maior 

nos grupos G3 e G4. Ocorreu um aumento dos níveis de NF-κB e IL-1β 

no grupo STZ em relação ao Sham e uma redução significativa de NF-

κB no grupo STZ + GNP 48h. O grupo STZ induziu um aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, aumento nos   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 níveis de danos oxidativos e uma diminuição na atividade das enzimas 

antioxidantes e nos níveis de Glutationa (GSH) em relação ao Sham, 

entretanto, o grupo STZ + GNP 48h reverteu essas alterações. Além 

disso, o percentual de sobrevida foi de 25%, 35% e 65% para os grupos 

2, 3 e 4 respectivamente. Os resultados obtidos por este estudo apontam 

à GNP como um promissor tratamento da Doença de Alzheimer, 

contudo, mais estudos devem ser direcionados para melhor compreensão 

do papel das GNP. 

 

Palavras Chave: Demência; doença de Alzheimer; envelhecimento; 

estresse oxidativo; inflamação; nanopartículas de ouro; sinalização de 

insulina;  

 



  

 

 

 

 

 

 

  



 

 
ABSTRACT 

 

With the increase in life expectancy and consequent aging of the 

population chronic degenerative diseases, particularly dementia such as 

Alzheimer's Disease (AD), have become increasingly prevalent. The 

histopathological changes characteristic of AD are neuritic plaques 

(senile) formed by the β-amyloid peptide 40/42 (40/42 Ab) and 

neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated Tau protein 

aggregates (phospho-tau). Additional changes include dystrophy of 

neurons, gliosis and neuronal loss. Growing bodies of evidence suggest 

a link between deficiencies in the insulin signaling pathway and the 

development of brain β-amyloid and tau hyperphosphorylation. In 

addition, some studies have shown that insulin has a neuroprotective 

effect against the deleterious effects of neuroinflammation and oxidative 

stress in the CNS. The process of brain insulin resistance via 

intracerebroventricular (ICV) administration of streptozotocin (STZ) in 

rats replicates some biochemical findings seen in patients with AD such 

as decreased cerebral glucose, energy metabolism, reduced cerebral 

blood flow, oxidative stress and cholinergic dysfunction. The gold 

nanoparticles (GNP) have an anti-inflammatory and antioxidant effect 

and have been used to great success in animal trials researching diabetes 

mellitus, but exactly how it works is still unclear. The objective of this 

study was to evaluate the effects of chronic administration of GNP on 

molecular and biochemical parameters after ICV injection of STZ in the 

brains of young rats. The animals were randomized into 6 groups: “G1” 

– Sham; “G2” - STZ; “G3” - STZ + GNP 24 hours; “G4” - STZ + GNP 

48 hours; “G5” – Sham + GNP 24 hours and “G6” – Sham + GNP 48 

hours. The animals were anesthetized and after ICV received bilateral 

injections of STZ (3mg/kg). The GNP was administered via 

intraperitoneal injection at a dose of 2.5mg/L with a particle size of 

20nm at intervals of 24 and 48 hours until the twenty-first day after 

which stereotactic surgery and subsequent analysis were performed. The 

findings were as follows: 1) The distribution of GNP in the brain, liver 

and muscle tissue was similar in all groups, however, the brain 

concentration was higher in the groups G3 and G4; 2)There was an 

increase in NF-kB and IL-1β in group G2 compared to G1 and a 

significant reduction of NF-kB in group G4. 3) Group G2 induced an 

increase in the production of Reactive Oxygen Species (ROS) and 

Reactive Nitrogen Species (RNS), increased levels of oxidative damage 

and a decrease in the activity of antioxidant enzymes and levels of 

Glutathione (GSH) compared to group G1, however, group G4 reversed  



  



 

 
these changes. Additionally, the survival percentage was 25%, 35% and 

65% for group G2, G3 and G4 respectively. The results of this study 

suggest that GNP is a promising treatment of AD, however, more 

studies should be conducted to better understand the role of GNP. 

 

Keywords: Aging; Alzheimer's disease; dementia; gold nanoparticles; 

inflammation; insulin signaling; oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ENVELHECIMENTO 

 

O envelhecimento é um processo biológico inevitável e caracterizado 

por declínio geral das funções fisiológicas, isto é contrabalançado por 

reparo e fatores de manutenção que contribuem para a longevidade do 

organismo. Assim, Beckman e Ames (1998) definiram o 

envelhecimento como um fenômeno multifatorial associado com a 

diminuição das funções fisiológicas e celulares, ao aumento na 

incidência de numerosas doenças degenerativas e à diminuição da 

capacidade para responder ao estresse. O processo de envelhecimento 

pode ser definido como um declínio progressivo das funções fisiológicas 

de um organismo depois da fase reprodutiva da vida (Valko et al., 

2007).  

Fatores biológicos, psicológicos e sociais são alguns dos fenômenos 

relativos que compreendem o envelhecimento e atingem ao homem e 

sua existência na sociedade. Tais processos têm uma dimensão 

existencial que se reveste de características biopsíquicas, sociais e 

culturais (Stoppe, 1994). A nível celular, o envelhecimento pode ser 

descrito como mudanças graduais na fisiologia molecular da célula, que 

provoca uma diminuição das suas funções normais (Mansour et al., 

2008). Várias hipóteses sobre os mecanismos de envelhecimento têm 

sido desenvolvidas, e estes podem não ser uniformes em todas as células 

e órgãos. Comum à maioria dos modelos de envelhecimento é a ideia de 

que mudança gradual na estrutura original do ácido desoxirribonucleico 

(DNA) é uma causa básica importante. A teoria da mutação somática do 

envelhecimento propõe que este processo ocorre em virtude de um 

acúmulo de mutações no DNA em células somáticas ao longo do tempo 

(Mansour et al., 2008).  

Apesar do avanço científico, o conhecimento sobre as causas do 

envelhecimento ainda é muito limitado. Por questões éticas, as pesquisas 

experimentais não podem ser realizadas em seres humanos e têm sido 

desenvolvidas em modelos animais, destacando-se os roedores. No 

entanto, para que os resultados dos trabalhos experimentais tornem-se 

relevantes para a compreensão do envelhecimento, os mecanismos 

analisados precisam ser comuns aos seres humanos, o que nem sempre 

acontece (Partridge, 2002). 

Várias são as teorias propostas para explicar o envelhecimento. 

Segundo Medvedev (1990), existem mais de 300 teorias, muitas das 

quais não se contradizem e até mesmo se apoiam umas nas outras, muito 
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provavelmente por tratarem o assunto sob vários aspectos e de forma 

diferente e independente. 

Teixeira e Guariento (2010) em seu artigo apresenta uma revisão das 

teorias biológicas do envelhecimento e discute os mecanismos 

relevantes para explicar o processo. Weinert e Timiras (2003), 

propuseram a classificação das teorias e mecanismos biológicos do 

envelhecimento em três categorias: evolutiva, celular-molecular e 

sistêmica.  

Nas últimas duas décadas, diversas evidências diretas e indiretas têm 

demonstrado uma relação positiva entre o aumento do estresse oxidativo 

in vivo e o envelhecimento. Os estudos demonstraram vários tipos de 

danos no DNA acumulados durante a idade e as possibilidades de ser o 

estresse oxidativo o grande contribuinte deste processo, principalmente 

em roedores (Bonassi et al., 1995; Larmarcovai et al., 2007; Wojda et 

al., 2007; Heuser et al., 2008). 

Com relação ao envelhecimento cerebral, sabe-se que o mesmo é 

acompanhado por mudanças na função cognitiva e alterações na 

anatomia do cérebro, fisiologia e neuroquímica. A taxa e a magnitude da 

mudança, no entanto, varia substancialmente entre o cérebro dos 

indivíduos, regiões e domínios funcionais (Kosik et al., 2012). Existem 

duas teorias principais sobre o envelhecimento cerebral. A primeira 

defende que existem alterações geneticamente programadas de 

aparecimento tardio, como o encurtamento progressivo dos telômeros 

nas divisões celulares. E a segunda inclui alterações celulares resultantes 

de danos ou erros que se acumulam ao longo do tempo. É provável que 

a susceptibilidade aumentada ao estresse metabólico possa ser devido a 

uma combinação de fatores relativos às duas teorias. O acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e mutações do DNA nuclear e 

mitocondrial causados por danos induzidos por radiação, por exemplo, 

podem ser incluídos na enorme gama de fatores relacionados aos 

processos de senescência celular (Shetty et al., 2011). 

O crescimento da população idosa é um fenômeno mundial e, no 

Brasil, as modificações ocorrem de forma radical e bastante acelerada 

(Carvalho, 2003). O número de idosos no Brasil passou de 3 milhões, 

em 1960, para 7 milhões, em 1975, e 20 milhões em 2008 – um aumento 

de quase 700% em menos de 50 anos. O último censo de 2010 revelou 

que 10,78% da população brasileira é composta por pessoas acima de 60 

anos (Brasil, 2010). As projeções mais conservadoras indicam que, em 

2020, o Brasil será o sexto país do mundo em número de idosos, com 

um contingente superior a 30 milhões de pessoas (Veras, 2009). 
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Consequentemente, doenças próprias do envelhecimento passaram a 

ganhar maior expressão no conjunto da sociedade. 

Com o aumento progressivo da expectativa de vida e 

consequentemente do envelhecimento populacional, doenças crônicas 

degenerativas, em particular os quadros demenciais como a Doença de 

Alzheimer (DA), se tornaram cada vez mais prevalentes, ocasionando 

um sério problema para os sistemas de saúde (Wiltfang et al., 2009).  

 

1.2 DOENÇA DE ALZHEIMER (DA) 

 

A DA é uma enfermidade neurológica degenerativa, progressiva e 

irreversível, que começa de forma insidiosa, e se caracteriza por perdas 

graduais da função cognitiva, distúrbios de afeto e comportamento 

(Holanda et  al., 2012). Nos estágios iniciais, é comum a perda de 

memória esporádica e dificuldades na aquisição de novas habilidades, 

evoluindo gradativamente com perdas cognitivas importantes (Randall 

et al., 2012). Nos estágios intermediários, pode ocorrer a apraxia e a 

afasia fluente que se apresenta como dificuldade para nomear objetos ou 

para escolher a palavra adequada para expressar uma ideia. Nos estágios 

terminais, encontram-se acentuadas alterações do ciclo sono-vigília, 

alterações comportamentais, como irritabilidade e agressividade, 

sintomas psicóticos, incapacidade de deambular, falar e realizar 

cuidados pessoais (Holanda et al., 2012). 

As estimativas de crescimento da prevalência de DA nas próximas 

décadas apontam para proporções epidêmicas em escala mundial (Diniz, 

2007), uma vez que sua incidência duplica a cada 5 anos a partir de 65 

anos de idade (Aprahamian et al., 2009). Estatísticas americanas 

revelam que atualmente existem mais de 5 milhões de pessoas 

portadoras de DA com expectativa de aumento para 13 milhões para o 

ano de 2050 (Randall et al., 2012).  

No Brasil, a estatística é muito semelhante à mundial, com uma 

prevalência em torno de 1,5 – 3% aos 65 anos, com um aumento para 30 

- 47% aos 80 anos de idade (Aprahamian et al., 2009) . Em estudo 

populacional realizado em Catanduva, município com 100 mil 

habitantes, no Estado de São Paulo, 25% dos idosos foram avaliados, 

encontrando prevalência de demência semelhante à literatura, como uma 

taxa de incidência anual de 7,7 casos por 100.000 habitantes (Nitrini et 

al., 2004).  

Com o aumento da prevalência desta doença os custos sociais e 

financeiros elevam-se na mesma proporção. No ano de 2010 o custo 

estimado no cuidado de pacientes com Doença de Alzheimer nos 
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Estados Unidos foi de mais de 172 bilhões de dólares (Brookmeyer, 

2011).   

O diagnóstico de demência e DA obedecem a critérios clínicos da 

American Psychiatric Association (APA, 2000) e da National Institute 

for Communicative Disorders and Stroke – Alzheimer’s Disease and 

Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA), respectivamente 

(Dubois et al., 2007). O Departamento Científico de Neurologia 

Cognitiva e do Envelhecimento da Academia Brasileira de Neurologia 

elaborou as primeiras recomendações para o diagnóstico de DA no 

Brasil, onde primeiramente é necessário caracterizar o quadro demencial 

e posteriormente, de acordo com as características clínicas, classifica-la 

em demência da DA Provável, Possível e Definida (Frota et al., 2011). 

Demência da doença de Alzheimer definida: Preenche os critérios 

clínicos e cognitivos para DA e exame neuropatológico com alterações 

características segundo os critérios do grupo de trabalho do National 

Institute on Aging (NIA) e do Reagan Institute Working Group (Hyman 

e Trojanowski, 1997; Frota et al., 2011).  

O diagnóstico definitivo se baseia em achados histopatológicos post-

mortem obtidos de áreas cerebrais normalmente afetadas nesta doença 

(Price et al., 2009), nestes achados evidencia-se abundantes 

emaranhados neurofibrilares e placas neuríticas com acúmulo da 

proteína precursora β-Amilóide que acompanha depósitos nas placas e 

paredes dos vasos (de la Monte et al., 2008), porém estudos recentes 

demonstraram que tais alterações já estão presentes entre 10 e 15 anos 

antes das primeiras alterações clínicas (Randall et al., 2012). 

 

1.3 FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA DE ALZHEIMER 

 
As alterações histopatológicas características de DA são placas 

neuríticas (senil) e os emaranhados neurofibrilares, também ocorrendo 

distrofia de neuritos, gliose e perda neuronal. As placas neuríticas são 

lesões extracelulares formado pelos peptídeos β-Amilóide (Aβ) 40 e 42 

(Aβ 40 e 42), já os emaranhados neurofibrilares são lesões 

intraneuronais composta por agregados de proteína TAU 

hiperfosforilado (fosfo-TAU) (Paula et al., 2009).   

As placas de β-Amilóide são compostas principalmente de peptídeos 

originados a partir da clivagem enzimática da proteína precursora do β-

Amilóide (β-APP) (Wiltfang et al., 2009). A β-APP é uma proteína 

transmembrana abundante no sistema nervoso central (SNC), sendo 

processada enzimaticamente pelas secretases α, β e γ para liberar varias 
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formas de peptídeo β-Amilóide, principalmente as subunidades 40 e 42. 

Os Aβ 42 são liberados como monômeros que, progressivamente 

agregam-se em dímeros, trímeros, oligômeros, para finalmente formar a 

placa madura de Aβ, que é neurotóxica desempenhando papel 

importante na patogênese da DA (Paula et al., 2009). 

 

 
Figura 1 – Representação esquemática da clivagem da Proteína 

Precursora Amilóide (PPA) por enzimas secretases 
A proteína precursora amilóide (APP) é uma proteína transmembrana clivada 

por enzimas secretase. Na via não-amiloidogénica, APP é clivada, 

preferencialmente, por alfa secretase. Na via amiloidogénico, peptídeos beta 

Amilóide neurotóxicos são liberados após clivagem sequencial de APP pela 

banda gama secretases, e ainda acumular em agregados oligoméricas 

Fonte: adaptado de Paula et al. (2009). 

 

As proteínas Tau pertencem à família de proteínas associadas aos 

microtúbulos (do inglês, microtubule-associate proteins – MAPs) 

encontradas em células neuronais e não neuronais (Buée et al., 2000). A 

principal função é se ligar, estabilizar e promover associação dos 

microtúbulos (Monteiro et al., 2011). A Tau parece regular o tráfego 

intracelular de vesículas e inibir o transporte da proteína precursora de 

amilóide para as extensões neuronais, o que leva ao acúmulo destas no 

corpo celular (Stamer et al., 2002). A fosforolização da Tau leva à 

diminuição da sua capacidade de se ligar aos microtúbulos e de 

promover montagem do esqueleto microtubular, aumentando assim a 
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instabilidade dinâmica dos mesmos. No cérebro de pacientes com DA, 

moléculas hiperfosforiladas da proteína Tau agregam-se para formar 

inclusões filamentosas intraneurais, os emaranhados neurofobrilares 

(Wiltfang et al., 2009). 

 

 
Figura 2 – Fosforilação da Proteína Tau (fosfo – Tau) e formação de 

emaranhados neurofibrilares 
Fonte: adaptado de Paula et al. (2009). 

 

Um crescente corpo de evidências implica deficiências na via de 

sinalização da insulina no cérebro na DA (de la Monte e Wands, 2005). 

Uma vez que a insulina tem sido demonstrado que afetam tanto os 

níveis de β-Amilóide e hiperfosforilação de Tau no cérebro, este 

problema tem emergido recentemente como um novo campo de 

pesquisa sobre a etiopatogenia da doença (de Ia Monte et al., 2006; 

Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007).   

As alterações cerebrais das vias de insulina/IGF1 (Fator de 

Crescimento Semelhante à Insulina tipo I, do inglês “Insulin Growth 

Factor-I”) podem causar disfunção mitocondrial e aumentar os danos 

por estresse oxidativo nas células neurais. Acredita-se que o estado 

cerebral de resistência à insulina pode desempenhar um papel crucial na 

patogênese de doenças neurodegenerativas incluindo DA (Muller et al., 

2012). 
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1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENÇA DE ALZHEIMER (DA) 

 

A DA possui alterações histopatológicas, molecular e bioquímica, 

incluindo a perda de células e possui abundantes emaranhados 

neurofibrilares, metabolismo energético prejudicado, disfunção 

mitocondrial, estresse oxidativo crônico e danos no DNA (de la Monte 

et al., 2008). O estresse oxidativo é uma condição biológica decorrente 

do desequilíbrio entre a produção de oxidantes e o potencial 

antioxidante das células, conduzindo à produção excessiva de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e radicais livres (Barnham et al., 2004).  

Este desequilíbrio pode ser estimado avaliando a atividade das 

enzimas envolvidas no balanço redox da célula, que incluem: 

superóxido dismutase que dismuta o aníon superóxido em peroxido de 

hidrogênio e a glutationa peroxidase e catalase que convertem o 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio. A conversão de peróxido de 

hidrogênio pela glutationa peroxidase ocorre coincidentemente com a 

oxidação da glutationa reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG). 

Lipídios, proteínas e grupos sulfidrilas, são compostos que podem ser 

modificados pela ação de radicais livres, e são também usados como 

medidas indiretas do estresse oxidativo (Silva et al., 2011). 

O tecido cerebral é altamente suscetível ao estresse oxidativo devido a 

sua maior taxa de consumo de oxigênio, alto teor de ácidos graxos, 

menor capacidade regenerativa e baixas quantidades de antioxidantes. 

Assim, os radicais livres parecem desempenhar um papel fundamental 

no processo de envelhecimento cerebral. O estresse oxidativo causado 

pela produção excessiva de ROS no cérebro tem sido considerada como 

a causa subjacente para a patogênese de diversas doenças 

neurodegenerativas (Rege et al., 2014), e este está implicado na Doença 

de Alzheimer e torna-se uma característica proeminente e precoce da 

doença (Zhou et al., 2013). 

O diabetes pode alterar a atividade dessas enzimas em vários tecidos e 

com isto pode ocasionar um aumento na produção de ROS, neste caso, 

pode ser devida à auto-oxidação da glicose, a formação de produtos 

finais de glicação avançada (AGEs), à via dos polióis e também às 

mudanças no conteúdo e atividade no sistema de defesa antioxidante no 

tecido (Silva et al., 2011). 

Uma disfunção mitocondrial exacerba a produção de espécies reativas 

de oxigênio principalmente superóxido e peroxido de hidrogênio, e 

consequentemente aumenta a oxidação de lipídeos, proteínas e ácido 

nucléicos induzindo uma vulnerabilidade neuronal e isso pode estar 

intimamente ligado à Doença de Alzheimer (Correia et al., 2011). 
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1.5 INFLAMAÇÃO NA DOENÇA DE ALZHEIMER (DA) 

 

O papel da inflamação na DA foi observado cerca de quatro décadas 

atrás. Foi possível identificar células imunitárias elevadas e citocinas 

pró-inflamatórias no cérebro na DA, além disso, vários estudos 

demonstraram o envolvimento de uma resposta inflamatória como um 

dos mecanismos da fisiopatologia da DA (Wilkins et al., 2014). A 

inflamação é observada nos cérebros de indivíduos com DA, porém o 

que sustenta isso não é claro, pois nenhum agente infeccioso externo 

esta presente. Isto sugere que ela é produzida internamente apresentando 

um padrão molecular associado ao dano neuronal que pode ser devido a 

uma grande ativação de astrócitos que é característico na DA (Xu, 

2014). Enquanto uma resposta imediata a um patógeno invasor é 

benéfico, uma reação inflamatória sustentada irá provocar danos nos 

tecidos e declínio funcional (Wilkins et al., 2014). 

A inflamação faz parte dos mecanismos de defesa do organismo 

contra as múltiplas ameaças, incluindo as infecções e lesões. O processo 

inflamatório é complexo e envolve fatores solúveis e células 

especializadas que são mobilizados para neutralizar e restaurar a 

fisiologia normal do corpo. Este processo pode ocorrer no cérebro e nos 

tecidos periféricos. No cérebro, as células gliais, em especial os 

astrócitos, microglia são submetidos a ativação sob os mediadores pró-

inflamatórios. A inflamação desempenha um papel crítico na patogênese 

da DA e doenças metabólicas, incluindo a diabetes de tipo 2 (Ferreira, 

2014). 

Vários estudos estabeleceram a presença de marcadores inflamatórios 

no cérebro nos indivíduos com DA, incluindo níveis elevados de 

citocinas/quimiocinas e gliose (microgliose). Além disso, no sangue 

destes indivíduos observa-se concentrações aumentadas dos mediadores 

inflamatórios, incluindo Fator de Necrose Tumoral (TNF-α), 

interleucina (IL) 6 (IL-6), e IL-1β. Todavia, a ativação dos macrófagos e 

a infiltração no tecido adiposo  são características da fisiopatologia dos 

diversos distúrbios metabólicos decorrente da produção excessiva de 

citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α. Assim, tanto no cérebro 

quanto em tecidos periféricos, a inflamação torna-se prejudicial, o que 

leva a progressivos danos nas doenças degenerativas (De Felice e 

Ferreira, 2014).  
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Figura 3 - Representação esquemática da mediação do processo 

inflamatório pelaTNF-α e consequente ativação das vias de estresse 

de células, inibição do IRS1, danos em sinapses e perda da memória 
A sinalização de TNF-α ativa as vias de estresse de células e provoca a inibição 

do IRS-1, danos de sinapses e perda de memória em DA. Ativação da microglia 

por APP resulta em aumento da produção / liberação de TNF-α. A ativação do 

receptor de TNF-α neuronal induz a ativação aberrante de quinases de estresse 

(JNK, IKK, e PKR) e estresse ER (fosforilação PKR mediada de eIF2a-P). 

Serina fosforilada do IRS-1 inibe a fosforilação da tirosina a partir de IRS-1 

induzido pela insulina. Isto interfere com a capacidade do IRS-1 para engatar na 

sinalização da insulina e bloqueia as ações intracelulares de insulina. 

Sinalização da insulina reduzido aumenta a vulnerabilidade a danos sinapse 

neuronal induzida por APP, levando a diminuição da memória 

Fonte: adaptado de De Felice e Ferreira (2014). 

 

1.6 SINALIZAÇÃO DE INSULINA NO CÉREBRO 

 

A insulina é um hormônio peptídico de 51 aminoácidos, sintetizado e 

secretado pelas células β-pancreáticas em resposta a elevação plasmática 

dos níveis de glicose. Esse hormônio controla funções energéticas vitais, 
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como metabolismo da glicose, de proteínas e de lipídios (Saltiel e Kahn, 

2001).  

Praticamente todos os tecidos são sensíveis à sinalização de insulina, 

entretanto alguns tecidos apresentam maior sensibilidade como 

músculos, fígado e tecido adiposo. Como outros hormônios, a insulina 

se liga especificamente em seu receptor, entretanto é considerado um 

hormônio pleiotrópico pela sua múltipla atividade sobre diversas 

cascatas de sinalização. Além disso, a sinalização desse hormônio regula 

processos metabólicos como transporte de glicose, glicogênese, síntese 

de lipídeos e ainda é capaz de modificar a expressão de genes 

específicos (Fulop et al., 2003). 

As ações biológicas da insulina são mediadas por receptores de 

membrana celular, que apresentam atividade tirosina quinase intrínseca. 

O receptor da insulina (IR) é uma proteína heterotetramérica formada 

por duas subunidades α extracelulares, dispostas simétricamente e que 

se ligam, cada uma delas, por pontes de dissulfeto a uma subunidade β 

transmembrânica, com domínio intracelular, que possui atividade 

tirosina quinase intrínseca (Saltiel e Kahn, 2001). 

A sinalização da insulina no SNC, na maioria das vezes, é mediada 

por duas cascatas de sinalização em paralelo: Fosfatidilinositol 3 Cinase 

(PI3K) - Proteína Cinase B (Akt) e Vírus do sarcoma de rato (RAS) – 

Proteína Cinase Ativada por Mitógeno (MAPK). A cascata da PI3K – 

Akt promove a ativação e inibição de proteínas como mTOR, GSK3-β e 

FOXO estando relacionada com processos chaves para o SNC como: 

transcrição proteica, apoptose, autofagia e estresse oxidativo. O controle 

fino das proteínas da cascata PI3K – Akt promove a sobrevivência 

neuronal, enquanto que a sinalização da RAS – MAPK promove a morte 

celular (Fernandez e Torres-Aleman, 2012). 
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Figura 4 - Cascata de sinalização de insulina no cérebro 
Os peptídeos semelhantes à insulina incluem insulina e fatores de crescimento 

semelhante à insulina (IGFs), incluindo IGF1 e IGF2. As acções biológicas de 

péptidos semelhantes à insulina são mediados por três tipos diferentes de 

receptores: o receptor de insulina (RI), do receptor IGF-1 (IGF1R), e receptores 

de IGF2 (IGF2R). No cérebro, estes péptidos actuam como sinais parácrinos por 

produção local de IGF1 e IGF2 em neurónios, astrócitos, micróglia, e epitélio 

coróide; e sinais endócrinos, através do acesso de insulina e IGF1 que circulam 

através da barreira sangue-cérebro. Isto envolve o IGFR e proteína relacionada 

com receptor de lipoproteína de baixa densidade (LRP) 1. IGF2 é sintetizado 

directamente por o plexo coróide. Biodisponibilidade de IGF1 e IGF2 é 

regulada pela sua ligação a proteínas de ligação a IGF (IGFBP). Os efeitos da 

insulina e IGF-1 são mediadas pelo receptor de insulina, IGF1R, ou receptores 

híbridos, através de proteínas de andaime da família de substrato receptor da 

insulina (IRS). Isso desencadeia duas vias de sinalização canônicos: o 

phosphoinositide 3- quinase (PI3K) -Akt e os relacionados com o sinal RAS-

extracelular quinase (ERK) vias; eles ativam múltiplos efetores downstream, 

incluindo mTOR (mammalian target of rapamycin), glicogênio sintase 3 

quinase (GS3K) e Forkhead Box O (FOXO) família de ativadores de 

transcrição. O IGF2R tem múltiplas funções, incluindo a endocitose e 
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degradação do lysosomal de ligantes extracelulares; também recruta proteínas G 

e activa a fosfolipase C (PLC) e proteína cinase C (PKC). BIM 5 mediador da 

morte de células-interagindo BCL2; ELK-1 5 fator de transcrição ETS-like.  

Fonte: adaptado de Fernandez e Torres-Aleman (2012). 

 

Algumas evidências demonstram que a insulina apresenta ação 

neuroprotetora contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo no 

SNC. Em 2003, Duarte e colaboradores mostraram que, sobre condições 

de estresse oxidativo, a insulina é capaz de reverter a diminuição da 

captação de glutamato e ácido gama amino butírico (GABA) (Duarte et 

al., 2003). Esses autores também demonstraram que os mecanismos de 

neuroproteção da insulina não envolvem diminuição da peroxidação 

lipídica avaliado por substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). Ainda, a estimulação da captação e metabolismo de glicose, 

no SNC, estaria relacionada com os mecanismos neuroprotetores da 

insulina contra o estresse oxidativo (Duarte et al., 2006). 

Aparentemente, a insulina poderia causar aumento da atividade de 

proteínas, como a hexoquinase-II e família de proteínas Bcl-2 (anti-

apoptóticas) e diminuição da caspase-3, aumentando o metabolismo da 

glicose e melhorando as defesas antioxidantes neuronais (Duarte et al., 

2012). 

De La Monte e colaboradores (2008), evidenciaram na pesquisa de 

revisão que: (1) O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) provoca resistência à 

insulina no cérebro, estresse oxidativo e comprometimento cognitivo, 

porém mencionam que os seus efeitos agregados estão longe de imitar 

DA (2) grandes danos na sinalização da insulina no cérebro e no 

mecanismo de sinalização do fator de crescimento semelhante à insulina 

(IGF), representam anormalidades precoces e progressivas e poderiam 

ser responsáveis pela maioria das lesões moleculares, bioquímicas e 

histopatológicas em DA. (3) O diabetes cerebral experimental produzida 

através da administração intracerebral de estreptozotocina (STZ) 

ocasiona muitas características da DA, incluindo comprometimento 

cognitivo e distúrbios na homeostase acetilcolina e (4) a diabetes 

cerebral experimental pode ser tratada com agentes sensibilizadores de 

insulina, ou seja, as drogas usadas atualmente para tratar o DM2 (la 

Monte et al., 2008). 
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Figura 5 - Representação esquemática das vias moleculares que 

ligam a resistência à insulina e Doença de Alzheimer (DA) 
Representação esquemática das vias moleculares que ligam a resistência à 

insulina e doença de Alzheimer. 

Fonte: adaptado de Sung (2011). 

 

1.7 MODELO ANIMAL DE DEMÊNCIA INDUZIDO POR 

ESTREPTOZOTOCINA (STZ) 

 

O modelo de resistência cerebral à insulina via administração 

intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ) replica alguns 

achados bioquímicos em pacientes e em modelos animais de DA. 

A STZ é uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para produzir 

o diabetes. Esta droga é absorvida pelas células pancreáticas que contêm 

transportadores de glicose tipo 2 (GLUT-2), assim, as células produtoras 

de insulina que não expressam esse transportador são resistentes à STZ. 

Alguns mecanismos são propostos para a citotoxicidade produzida pela 



44 

 

 

STZ. Por outro lado, evidências indicam que os radicais livres podem ter 

um papel essencial no efeito diabetogênico da STZ (Silva et al., 2011). 

A STZ é um composto de glucosamina que, quando metabolizado, 

gera um produto citotóxico que induz um dano direto nas células beta do 

pâncreas. A administração de STZ via ICV em ratos demonstrou induzir 

disfunção cognitiva, prejuízo na glicose intracerebral e metabolismo 

energético, aumento do estresse oxidativo, hiperfosforilação da proteína 

tau e outras alterações bioquímicas semelhantes ao observado na doença 

de Alzheimer (Correia et al., 2011). 

No geral, as semelhanças entre a doença de Alzheimer em humanos e 

o modelo experimental utilizando da administração de STZ via ICV são 

óbvias: 1)  induz alterações bioquímicas, caracterizadas por diminuição 

da glicose cerebral e do metabolismo energético, redução do fluxo 

sanguíneo cerebral, estresse oxidativo e disfunção colinérgica e 2) 

resulta em uma deterioração progressiva da aprendizagem e memória. 

Dito isto, o modelo animal icv STZ representa uma ferramenta 

experimental promissora, pois induz um estado cerebral resistente à 

insulina, o que é proposto como um modelo experimental adequado para 

a DA (Correia et al., 2011). 

Além disto, a DA induzida por STZ é associada com a diminuição da 

capacidade de aprendizagem e o desempenho da memória (Sim, 2014). 

 

1.8 NANOPARTÍCULAS DE OURO (GOLD NANOPARTICLES - 

GNP) 

 

Um enorme avanço na geração e na elaboração de novos materiais 

tem ocorrido nos últimos anos dentro de uma recente fronteira chamada 

nanotecnologia (Katz e Willner, 2004). A nanotecnologia é claramente 

uma área de pesquisa e desenvolvimento muito ampla e interdisciplinar, 

uma vez que se baseia nos mais diversificados tipos de materiais 

(polímeros, cerâmicas, metais, semicondutores, compósitos e 

biomateriais), estruturados em escala nanométrica – nanoestruturados de 

modo a formar blocos de construção (building blocks) como chusters, 

nanopartículas, nanotubos e nanofibrilas, que por sua vez são formados 

a partir de átomos ou moléculas. A síntese e o controle dos materiais em 

escala nanométrica antecipam a fabricação e o controle da estrutura da 

matéria num nível molecular e representa o início de uma nova e 

revolucionária era, onde se pode ter acesso a novas propriedades e 

comportamentos de materiais e dispositivos, de modo nunca visto 

(Duran, 2006). 
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Durante as últimas décadas, as nanopartículas inorgânicas cujas 

estruturas exibem funcionalidade e propriedades biológicas devido ao 

seu tamanho, tem despertado muito interesse de diferentes grupos e 

áreas de pesquisa (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Dentre elas, 

destacam-se as nanopartículas de ouro (GNP), que recebem atenção 

especial devido às propriedades ópticas, eletrônicas, redox e catalítica 

(Daniel e Astruc, 2004). A atividade antitumoral da cisplatina, 

descoberta em 1969 incitou a investigação desta atividade em outros 

metais, inclusive o ouro. Estimulando à blindagem de muitas fosfinas 

que contém drogas a base de ouro, particularmente o complexo 

bisdisphofo Ouro. Este complexo mostrou propriedades antitumorais 

promissoras, porém exibiu toxicidade cardiovascular, o que impediu seu 

uso clínico (Berners-Price et al., 1987).  

As GNP são utlizadas para o tratamento de várias doenças 

inflamatórias e outras desordens relativas devido as suas propriedades 

biológicas, ópticas e químicas. A utilização das nanopartículas no 

tratamento de diversas doenças e outras desordens relativas surge devido 

as evidências do efeito antioxidante do ouro no tratamento tradicional 

das doenças (Karthick et al., 2014). 

Além disto, as GNP possuem um efeito no sistema antioxidante, onde 

a glutationa (GSH) é um redutor livre do grupo funcional tiol, 

responsável pela desintoxicação dos peróxidos, tais como o peróxido de 

hidrogênio, atuando como um importante antioxidante das céulas. No 

processo de desintoxicação GSH (forma reduzida) a glutationa fica 

oxidada. Os níveis aumentados de ERO em indivíduos com Diabetes 

pode ser devido à sua maior produção e/ou diminuída da destruição por 

antioxidantes, tais como superóxido dismutase (SOD), GSH, catalase e 

glutationa peroxidase (GPX) (BarathManiKanth et al., 2010).  Existe na 

literatura diversos estudos em modelo animal de resistência periférica à 

insulina e desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2, na qual tais 

efeitos foram revertidos após a administração de GNP. No estudo de 

Barathmanikanth et al., (2010) no modelo tratado com GNP houve uma 

redução significativa da glicemia e perfil lipídico em comparação com o 

grupo sem tratamento.  

Com relação à aplicabilidade da GNP no SNC ainda carecem de 

estudos, porém devido às propriedades anti-angiogênicas, antioxidantes 

e anti-inflamatórias das GNP, sua aplicação pode diminuir os efeitos 

deletérios do modelo de resistência cerebral à insulina. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Devido ao envelhecimento populacional as doenças crônico 

degenerativas se tornaram cada vez mais prevalentes ocasionando sério 

problema de saúde pública. Dentre as doenças mais prevalentes durante 

o processo de envelhecimento destacam-se as demências, cuja 

incidência duplica a cada cinco anos a partir dos 65 anos de idade, 

passando de 2% aos 65 anos para próximo de 50% aos 90 anos de idade.  

A DA é a demência com maior prevalência, porém sua etiopatogenia 

ainda não está totalmente esclarecida e a terapêutica atual além de ser de 

alto custo apresenta uma resposta pífia no início do quadro e não altera a 

progressão natural da doença. Atualmente alguns estudos sugerem que 

respostas inflamatórias, estresse oxidativo e a resistência à sinalização 

da insulina no SNC aparentemente estão relacionadas com diversas 

doenças neurodegenerativas, principalmente a DA. Além disso, sabe-se 

que a insulina exerce um grande efeito no cérebro tanto regulando o 

metabolismo como auxiliando como um fator neuromodulador de 

processos cognitivos. Portanto, fármacos que atuem nestas vias podem 

exercer um papel importante na terapêutica destas doenças. Nesse 

sentido, a GNP que apresenta comprovada ação anti-inflamatória e 

antioxidante e que em estudos animais foi capaz de melhorar os 

parâmetros de resistência periférica à insulina em modelo de DM2 

induzida pela STZ, poderá, a nível de SNC, mimetizar tais resultados. 

Contudo, atualmente não existe na literatura estudos para determinar tais 

efeitos, porém devido às propriedades anti-angiogênicas, antioxidantes e 

anti-inflamatórias das GNP, sua aplicação pode diminuir os efeitos 

deletérios do modelo de resistência cerebral à insulina. 

 Assim, com os resultados desta pesquisa pretende-se  contribuir com 

a comunidade científica no que diz respeito à novas perspectivas para 

intervenções terapêuticas nas demências. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da administração crônica de GNP sobre parâmetros 

moleculares e bioquímicos de tecido cerebral, muscular e hepático após 

injeção intracerebroventricular (ICV) de STZ em cérebro de ratos 

jovens. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os níveis de GNP presentes no tecido cerebral, hepático e 

muscular de ratos após sua administração crônica por 21 dias; 

 Analisar os efeitos da administração crônica de GNP na taxa de 

mortalidade de ratos submetidos à um modelo de demência por 21 dias; 

 Avaliar os possíveis efeitos regulatórios da administração crônica 

de GNP sobre os níveis de NF-κB e IL-1β em cérebro total de ratos 

submetidos à um modelo de demência; 

 Avaliar os possíveis efeitos regulatórios da administração crônica 

de GNP sobre a produção de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e 

danos oxidativos em cérebro total de ratos submetidos à um modelo de 

demência. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 QUESTÕES ÉTICAS  

 

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os princípios 

e os procedimentos descritos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) e foram aprovados pelo comitê de ética da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense sob o protocolo nº 69/2014-1 

(Anexo 1). 

 

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Foram utilizados 86 ratos Wistar (60 dias, pesando entre 200 – 250 g) 

obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense 

(UNESC). Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas com 

ventilação, controle de temperatura (22 ± 2ºC) e umidade (60 – 80%) em 

ciclo de 12 horas claro-escuro, alimentados com dieta padrão para 

roedores e água ad libitum. Cada grupo teve um n diferente devido a 

disponibilidade de animais para análise da mortalidade e um n fixo de 6 

animais para as análises moleculares e bioquímicas.  

Os animais foram distribuídos randomicamente em 6 grupos 

experimentais: 

Grupo 1 – Sham (n=14) 

Grupo 2 - Administração de STZ (n=14) 

Grupo 3 - Administração de STZ + GNP 24h (n=15)  

Grupo 4 – Administração de STZ + GNP 48h (n=15)  

Grupo 5 - Sham + GNP 24h (n=14) 

Grupo 6 – Sham + GNP 48h (n=14) 

No primeiro dia do estudo os grupos 1, 5 e 6 receberam líquor 

artificial por injeção ICV e os grupos 2,3,e 4 receberam STZ por injeção 

ICV.  

Após 24h os grupos 3 e 5 receberam GNP por injeção IP diariamente 

até o 21º dia e os grupos 4 e 6 receberam GNP por injeção IP com 

intervalo de 48h (dias alternados) até o 21º dia. 

Após 21 dias (24h após a última administração de GNP), todos os 

grupos foram sacrificados por eutanásia e cirurgia estereotáxica. 

 

4.3 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTICULAS DE 

OURO (GNP) 
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GNP de tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas como descrito 

por Turkevich e colaboradores (1951) com pequenas modificações, a 

partir de redução química do precursor metálico ácido tetracloroáurico 

(HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o agente redutor e 

estabilizante citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, Brasil). 

O controle dimensional das nanopartículas foi efetuado variando-se a 

concentração do agente redutor. Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de 

HAuCl4 foram transferidos para um balão de fundo redondo, a solução 

aquecida até 90 ºC e sob agitação a 700 rpm. Solução de citrato de 

sódio, previamente preparada, foi então adicionada, e o sistema foi 

mantido à temperatura descrita, agitando a 200 rpm durante 20 minutos. 

As soluções adquirem as colorações correspondentes a cada tamanho de 

GNP sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por conseguinte, o pH foi 

ajustado a pH fisiológico com solução tampão e, posteriormente, 

centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), lavadas duas vezes com água 

ultrapura e, finalmente, disperso em solução salina onde a concentração 

da solução também foi ajustada. 

Após a síntese, as soluções de GNP foram caracterizadas empregando-

se a técnica de espectroscopia no ultravioleta-visível (UV-Vis), via 

monitoramento da banda de superfície de plasmon ressonante (SPR), 

usando um espectrofotômetro modelo UV-1800, difração de raios-x, 

através do equipamento de LAB-X, modelo XDR – 6000 (Shimadzu). 

Para a espectrometria de UV-visível, a medição da banda de SRP, foi 

realizada a temperatura ambiente num espectrofotômetro utilizando uma 

cubeta de quartzo contendo uma alíquota de 1 mL de cada uma das 

soluções, sendo que o espectro eletrônico das soluções foi monitorado 

diariamente ao longo de uma semana no intuito de revelar qualquer 

alteração do comprimento de onda na máxima absorção, obtendo-se 

valor de 532 nm para GNP de 20 nm. 

Para medidas de difratometria de raios-x (DRX), uma alíquota de 9 

mL da solução de GNP foi centrifugada a 10.000 rotações por minuto 

por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o material sedimentado 

transferido para uma porta amostra e seco em estufa. O material foi 

caracterizado com os seguintes parâmetros: Comprimento de onda da 

radiação do tubo de cobre: 1.54056 Å, voltagem de 30 kV, corrente 30 

mA. Velocidade de varredura: 2°/min, ao passo de 0.02°, entre 20-80° 

(Balasubramanian et al., 2010). O diâmetro médio das GNP foi 

calculado usando a equação de Scherrer 2θ = 38° (Yan et al., 2005).  

Onde, D é Diâmetro médio, K = 0,94, uma constante característica das 

partículas esféricas,  é comprimento onda (raios-x usado): 1,54056, : 

Largura da banda a meia altura (total na metade máxima do pico em 



50 

 

 

radianos) e : Ângulo de Bragg (do pico de 100% de intensidade) 

(Balasubramanian et al., 2010). 

A concentração de ouro foi mensurado por espectrofotometria de 

absorção atômica (Varian model AA 240Z; Varian Medical Systems, 

Inc., Palo Alto, CA, USA) obtendo concentração de 2,5 mg/L. A análise 

do Potencial Zeta, (ZetaPALS; Brookhaven Instruments, Nova Iorque, 

EUA) foi utilizado para medir os potenciais Zeta das GNP. A 

temperatura foi mantida a 25 °C. A concentração de ouro nas soluções 

de GNP foi determinada por espectrometria de absorção atômica (EAA) 

utilizando um espectrofotômetro modelo AA240 FS-FAST 

SEQUENTIAL ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETER marca 

VARIAN. Após todos os testes de caracterização foi observado que as 

GNP estavam adequadas para o uso. 

 

 
Figura 6 - Microscopia eletrônica de transmissão de nanopartículas 

de ouro (GNP) com diâmetro de 20 nm 
Microscopia eletrônica de transmissão de GNP com diâmetro de 20 nm. 

Nanopartículas de ouro esféricas preparadas em solução aquosa. A barra de 

escala equivale a 100 nm.  

Fonte: adaptado de Conde et al. (2013) 

 

4.4 INDUÇÃO DO MODELO DE DEMÊNCIA E TRATAMENTO 

 

Os animais foram anestesiados com injeção IP de cetamina 80 mg/kg 

e de xilazina e 20 mg/kg e logo após foi realizado injeções ICV 

bilaterais de STZ ântero-posterior (0.8 mm), médio-lateral (1,0 mm) e 

dorso-ventral (3mm) por cirurgia estereotáxica. Neste momento foi 
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injetado 2 µl de STZ 3mg/kg. Nos animais Sham foram injetadas a 

mesma quantidade de líquor artificial.  

O tratamento com GNP foi iniciado 24 horas após administração de 

STZ por via IP e os ratos receberam uma dose de 2,5 mg/L com 

tamanho de partícula de 20 nm. A frequência de administração de GNP 

foi a intervalos de 24 e 48 horas até o vigésimo primeiro dia após a 

cirurgia estereotáxica. Utilizamos esta frequência de administração e o 

tamanho da GNP baseados em estudos que apresentaram melhores 

(Ashwani et al., 2013; Barathmanikanth et al., 2010; Ma et al., 2010). 

 

4.5 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE 

OURO NOS TECIDOS 

 

Os órgãos foram pesados (em papel alumínio – balança de precisão) e 

transferidos separadamente para os béqueres (de 50 ml) previamente 

identificados. Em seguida adicionou-se 10 ml de HNO3 (65%) em cada 

um dos béqueres, e o sistema foi aquecido com auxílio da chapa de 

aquecimento por aproximadamente 10 minutos. Passado esse tempo 

adicionou-se 10 ml de HCL (100%) mantendo-se o aquecimento por 

mais 15 minutos. Passado este tempo, a solução passou de turva para 

amarelo límpido; então adicionou-se água ultra pura em cada uma das 

soluções e o sistema permaneceu em aquecimento constante com adição 

periódica de água ultra pura por 30 minutos. Desligou-se o aquecimento, 

esperou-se o sistema esfriar. Foi observado a existência de sobrenadante 

oleoso, então, repetiu-se a adição de ácidos (10 ml de HNO3 e 10 ml de 

HCl) com o sistema em aquecimento por mais 30 minutos.  

Concluído a digestão, o sistema de aquecimento foi desligado, 

esperou-se a solução esfriar. Na sequência as soluções foram 

transferidas separadamente para balões volumétricos de 25mL 

previamente identificado. A solução foi avolumada para 25 ml (0,25L) 

com água ultra pura. As soluções foram analisadas por espectrometria 

de massa.  

 

4.6 EUTANÁSIA E PREPARAÇÃO DO TECIDO 

 

Vinte e quarto horas após a última administração de GNP os animais 

foram anestesiados com injeção intraperitonial de cloridrato de cetamina 

(80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg) e submetidos a eutanásia 

por decapitação com guilhotina. O cérebro total foi cirurgicamente 

removido e imediatamente processado e armazenado para posterior 

análise em até 30 dias após o armazenamento. O cérebro de 6 animais 
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foi dividido em 3 partes. A primeira foi processada em tampão 

específico para dosagem imediata de superóxido, peróxido de 

hidrogênio, oxido nitrico e 2’,7’ diclorofluorescina diacetato (DCF-DA). 

A segunda parte foi aliquotada e armazenada em freezer – 70
o
C para 

análises dos parâmetros de estresse oxidativo. E a terceira parte do 

tecido foi homogeneizada em tampão contendo 1% de Triton X 100, 

100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sódio, 100mM de 

fluoreto de sódio, 10mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 

10mM de vanadato de sódio, 2mM de fenil metil sulfonil fluorido 

(PMSF) e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4ºC. O homogeneizado foi então 

centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos. No sobrenadante foi 

determinado a concentração de proteína utilizando o método de Lowry 

(1951) e posteriormente foi realizada a determinação do conteúdo 

proteico com anticorpo específico por Western blotting. 

 

4.7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

4.7.1 Produção de Peróxido de Hidrogênio  

 
O cérebro total foi dissecado e homogeneizado em tampão de 

isolamento (0,32 M sacarose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 7,4). 

O homogeneizado foi centrifugado 4.000 rpm (3min). O homogeneizado 

foi incubado em tampão de respiração (10 mM Tris HCl, pH 7,4, 0,32 M 

manitol, 8 mM fosfato de sódio, 4 mM MgCl2, 0.08 mM EDTA e 0.2 

mg/mL de albumina bovina livre de ácidos graxos) com adição 10 mM 

Amplex Red para determinação específica de H2O2 por fluorescência 

(comprimento de onda de 563 nm para excitação e 587 nm para 

emissão, leitor de microplaca Spectra Max M5) (Molecular Devices).  

 

4.7.2 Ânion Superóxido  

 

A produção de superóxidos foi determinado pela oxidação da 

adrenalina em tampão contendo partículas sub-mitocondriais (SMP), 

succinato (inibidor da cadeia de transferência de elétrons) e catalase. 

Um controle negativo é determinado com a presença de superóxido 

dismutase (SOD) (Poderoso et al., 1996). 

 

4.7.3 Diclorofluoresceína - DCFH-DA 

 

A produção de hidroperóxidos foi determinada pela formação 

intracelular de 2',7'-diclorofluoresceína (DCFH-DA) a partir da 
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oxidação do diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) 

por ROS de acordo com o método descrito anteriormente Lebeland 

Bondy (1992), com algumas modificações. 

 

4.7.4 Indicador da Formação de Oxido Nítrico (NO) 

 
A produção de NO foi avaliada espectrofotometricamente através do 

metabolito estável nitrito. Para mensurar o conteúdo de nitrito, as 

amostras foram incubadas com reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 

% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 

minutos e a absorbância foi medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi 

calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o 

metabólito nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados foram calculados em 

µmol Nitrito/mg proteína (Chaea et al., 2004).  

 

4.7.5 Conteúdo de Proteínas Oxidadas  
 

Determinado a partir do conteúdo total de tióis na presença beta 

distrobrevina (DTNB) e lido espectrofotometricamente a 412nm 

(Aksenov e Markesbery, 2000). 

 

4.7.6 Carbonilação de Proteínas  

 

A oxidação de proteínas foi determinada mediante a quantificação de 

proteínas carboniladas através da reação de grupos carbonilas com a 

dinitrofenilhidrazina. Essa reação gera a formação de hidrazonas 

correspondentes. O conteúdo de carbonilas foi determinado 

espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por 

Levine e colaboradores (1990). Os resultados foram calculados como 

nmol/mg de proteína empregando o coeficiente de extinção molar de 

dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M -1 cm-1.  

 

4.7.7 Superóxido Dismutase (SOD) 

 
Foi medida pela inibição da oxidação da adrenalina adaptado de 

Bannister e Calabrese (1987). As amostras de cérebro total foram 

homogeneizadas em tampão de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15ul 

foram retiradas da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de 

água destilada), tampão de glicina 175-185mL (0,75g em 200 ml de 

água destilada a 32°C, pH 10,2), 5µl adrenalina (60mM em água 

destilada +15ml/ml de HCl fumegante) foram adicionados. As leituras 
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foram realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de 

ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por 

miligrama de proteína (U/mg de proteína). 

 

4.7.8 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX) 

 

A determinação da atividade da GPX foi realizada a partir da taxa de 

decaimento da adenosina nicotinamina fosfato oxidase (NADPH). A 

determinação foi realizada em espectrofotômetro a 340 nm, conforme 

Flohé e Günzler (1984). Os resultados foram calculados como U/ mg de 

proteína, sendo que 1U corresponde a 1µmol de peróxido transformado 

em água por minuto. 

 

4.7.9 Atividade da Catalase (CAT) 

 

A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do 

peróxido de hidrogênio lido em espectofotômetro a 240 nm, segundo 

Aebi (1984).  

 

4.7.10 Glutationa (GSH) 

 
Os níveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf 

(1976), com algumas adaptações. GSH foi mensurado em homogenato 

de cerebro total após precipitação de proteína com 1 mL proteína de 

ácido tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um 

tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm DTNB. O 

desenvolvimento de cor resultante a partir da reação entre o DTNB e 

tióis atingiu um máximo em 5 minutos e manteve-se estável durante 

mais de 30 min. A absorbância foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma 

curva padrão de glutationa reduzida foi usado para calcular os níveis de 

GSH nas amostras. 

 

4.7.11 Conteúdo de Proteínas 

 
O teor de proteína a partir de tecido cerebral homogenizado foi 

ensaiado utilizando albumina de soro bovino como um padrão, de 

acordo com Lowry (1951). Reagente fosfomolíbdico-fosfotúngstico 

(Folin fenol) foi adicionado para ligar-se à proteína. O reagente foi 

lentamente reduzido, passando de amarelo para azul. Absorbância foi 

lida a 750nm. 

 



55 

 

 

4.8 WESTERN BLOTTING 

 

Alíquotas contendo 250 mg de proteína (por amostra) foram aplicadas 

em 1,5mm de espessura em gel de poliacrilamida. Eletroforese foi 

conduzida em uma célula mini gel (BioRad, Mini-Protean), com tampão 

de eletroforesepreviamente diluída. SDS-PAGE foi inicialmente 

conduzida a 25V (sobre o gelde empilhamento) e 120V (até ofinal do 

gel de resolução). Em seguida, as proteínas separadas por SDS-PAGE 

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando um 

dispositivo mini gel electrotransference (BioRad) e da solução tampão 

de corrida foi mantido em 120V por 2 h sob refrigeração contínua com 

gelo. Membranas de nitrocelulose contendo as proteínas de execução 

foram incubadas em solução bloqueadora por 2 h em temperatura 

ambiente para reduzir a ligação de proteínas não específicas. Então, as 

membranas foram lavadas três vezes (10 min de cada vez) em solução 

tampão e incubadas em anticorpos específicos (anti-NF-κB e anti-IL-1β) 

sob constante agitação durante a noite a 4ºC. Em seguida, as membranas 

foram lavadas novamente três vezes (10 min de cada vez) em solução 

tampão e incubadas em anticorpo secundário conjugado com peróxido 

por 2h em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo secundário foi 

lavado com tampão de lavagem e, em seguida, as membranas foram 

incubadas em substrato enzimático por 2 min e expostos a um X-ray do 

filme (Kodak XAR, Rochester, NY) com intensificador (Cronex 

relâmpagoPlus,DuPont, Wilmington, dE) em um cassete de radiografia. 

Intensidade da banda foi determinada por radiografias de leitura 

desenvolvido pela densitometria óptica usando um scanner (HP3400) e 

da Scion software de imagem (Scion Corporation). 

 

4.9 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

 Os dados bioquímicos e moleculares foram expressos em 

média e erro padrão médio e analisados estatisticamente pela análise de 

variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post hoc Tukey. O 

nível de significância estabelecido para o teste estatístico foi de p<0,05. 

Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 

16.0 como pacote estatístico. Nos dados de probabilidade de 

sobrevivência cumulativa foi traçado em uma curva de Kaplan-Meier 

com pares de comparações de mortes utilizando a análise estatística log-

rank. Em relação à produção de peróxido de hidrogênio (Figura 8D) os 

dados foram analisados com o teste t de student para amostras pareadas 

e o valor de p<0,05 foi considerado significativo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 DETERMINAÇÕES TECIDUAIS DE NANOPARTÍCULAS DE 

OURO  

 

A tabela 1 demonstra a concentração de GNP no cérebro, fígado e 

músculo dos animais de todos os grupos experimentais (n=3). Podemos 

observar que os animais do grupo Sham e STZ não apresentaram 

nenhuma concentração de GNP nos tecidos, entretanto os grupos que 

receberam tratamento com GNP em intervalos de 24 e 48 horas via IP 

por 21 dias demonstram a presença de GNP em concentrações similares 

nos grupos e tecidos utilizados, porém concentrações de GNP no 

cérebro foram maiores nos grupos que receberam STZ. 

 

Tabela 1 - Concentração de nanopartículas de ouro no cérebro, 

fígado e músculo de ratos após modelo de demência e tratados por 

21 dias com nanoparticula de ouro via intraperitoneal em intervalos 

de 24 e 48 horas. 

Concentração (%) de nanopartículas de ouro 

Grupos Cérebro Fígado Músculo 

Sham 0% 0% 0% 

STZ 0% 0% 0% 

STZ + GNP 24h 0,044% 0,025% 0,020% 

Sham + GNP 24 h 0,012% 0,027% 0,027% 

STZ + GNP 48h 0,025% 0,036% 0,036% 

Sham + GNP 48 h 0,012% 0,028% 0,040% 

Fonte: tabela elaborada pelo autor (2015). 

 
5.2 MOLÉCULAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS 

 

A figura 7 apresenta os níveis proteicos de NF-Kb (Figura 7A) e de 

IL-1β (Figura 2B). Observa-se que os níveis de NF-Kb tiveram um 

aumento estatisticamente significativo no grupo STZ e STZ + GNP 24h 

quando comparado ao grupo Sham (p<0,01). Entretanto, os demais 

grupos apresentaram uma redução estatisticamente significativa quando 
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comparado ao grupo STZ (p<0,01). Quanto aos níveis de IL-1β, houve 

um aumento estatisticamente significativo no grupo STZ quando 

comparado com o grupo Sham (p<0,01). Já o grupo Sham + GNP 24hs e 

o grupo Sham + GNP 48hs tiveram uma redução estatisticamente 

significativa quando comparado com o grupo STZ (p<0,01). 

 
Figura 7 - Níveis proteicos de NF-kB (7A) e IL-1β (7B) 
Efeito da administração crônica de GNP sobre os níveis de NF-κB e IL-1β em 

cérebro total de ratos submetidos à um modelo de demência;. *P<0,01 vs. 

Grupo Sham, #P<0,01 vs. Grupo STZ (ANOVA de 1 via seguido de teste post 

hoc de Tukey). 

Fonte: figura elaborada pelo autor (2015). 

 

5.3 PRODUÇÃO DE OXIDANTES 

 

Os níveis de superóxido nas partículas submitocondriais, oxidação de 

DCFH-DA, níveis de nitrito e produção de peróxido foram investigados 

como parâmetros oxidativos (Figuras 8A, 8B e 8C). Na figura 8A, 

avaliamos os níveis de superóxido e podemos observar um aumento 

estatisticamente significativo nos grupos STZ, STZ + GNP 24hs e STZ 

+ GNP 48hs quando comparado com o grupo Sham (p<0,01). 

Entretanto, os grupos Sham + GNP 24hs e Sham + GNP 48 hs quando 

comparados com o grupo STZ apresentaram uma redução 

estatisticamente significativa (p<0,01). Em relação aos níveis de DCFH 

(Figura 8B) o grupo STZ apresentou um aumento estatiscamente 

significativo quando comparado com o grupo controle (p<0,01), porém, 

os grupos STZ + GNP 48hs, Sham + GNP 24hs e Sham + GNP 48hs 

apresentaram uma redução estatisticamente significativa quando 



58 

 

 

comparado com o grupo STZ (p<0,01). Na figura 8C, avaliamos os 

níveis de nitrito e podemos observar que o grupo STZ teve um aumento 

estatisticamente significativo em relação ao grupo Sham (p<0,01) 

enquanto os grupos STZ + GNP 48hs, Sham + GNP 24hs e Sham + 

GNP 48hs uma diminuição significativa quando comparado com o 

grupo STZ (p<0,01). Também avaliamos a produção de peroxido de 

hidrogênio (Figura 8D) e podemos observar que o grupo STZ teve uma 

aumento significativo em relação ao grupo Sham somente quando 

utilizamos o Test t (p<0,05).  

 
Figura 8 - Níveis de Superóxido (8A), oxidação de DCFH-DA (8B), 

níveis de nitrito (8C) e produção de peróxido de hidrogênio (8D) 
Efeito da administração crônica de GNPs na produção de superóxido (A) no 

conteúdo de DCFH (B) na concentração de nitrito (C) e na produção de 

peróxido (D) em cérebro total de ratos submetidos à um modelo de demência. 

As barras representam a média±erro padrão da média para seis animais. 

*P<0,01 vs. Grupo Sham, #P<0,01 vs. Grupo STZ (ANOVA de 1 via seguido 

de teste post hoc de Tukey). Na figura 8D os dados foram analisados com o 

teste t de student (*P<0,05 vs. Grupo Sham). 

Fonte: figura elaborada pelo autor (2015). 

 

5.4 DANOS OXIDATIVOS 

 

O dano oxidativo foi analisado a partir dos níveis de carbonilação de 

proteínas e a oxidação dos grupos tióis. Como demonstrado na figura 
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9A, observamos um aumento estatisticamente significativo do grupo 

STZ comparado com o grupo Sham (p<0,01). Entretanto, os demais 

grupos apresentaram uma redução significativa em relação ao grupo 

STZ (p<0,01). Na oxidação dos grupos tióis (Figura 9B), uma redução 

significativa foi observada no grupo STZ e STZ + GNP 24hs. Já os 

grupos STZ + GNP 48hs, SHam + GNP 24hs e Sham + GNP 48hs 

tiveram um aumento significativo nos tióis totais quando comparado ao 

grupo STZ (p<0,01). 

 
Figura 9 - Níveis de Carbonilação de Proteínas (9A) e oxidação de 

tióis (9B) 
Efeito da administração crônica de GNP na carbonilação de proteínas (A) e no 

conteúdo de tióis totais (B) em cérebro total de ratos submetidos à um modelo 

de demência. As barras representam a média±erro padrão da média para seis 

animais. *P<0,01 vs. Grupo Sham, #P<0,01 vs. Grupo STZ (ANOVA de 1 via 

seguido de teste post hoc de Tukey). 

Fonte: figura elaborada pelo autor (2015). 

 

5.5 SISTEMA ANTIOXIDANTE 

 

A atividade da enzima superóxido dismutase (Figura 10A), glutationa 

peroxidase (Figura 10B), catalase (Figura 10C) e os níveis totais de 

glutationa (Figura 10D), foram mensurados como parâmetros do sistema 

antioxidante.  

A atividade da enzima superóxido dismutase no grupo STZ foi 

estatisticamente diminuída quando comparado ao grupo Sham (p<0,01), 
porém os grupos SHam + GNP 24hs e Sham + GNP 48hs apresentaram 

um aumento estatiscamente significativo quando comparado ao grupo 

STZ (p<0,01). Em relação a atividade da glutationa peroxidase o grupo 

STZ e o grupo STZ + GNP 24hs tiveram uma redução estatiscamente 
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significativa quando comparado ao grupo Sham (p<0,01). A atividade 

da catalase também demonstrou uma redução estatiscamente 

significativa no grupo STZ e no grupo STZ + GNP 24hs quando 

comparado ao grupo controle (p<0,01) e um aumento estatiscamente 

significativo nos demais grupos quando comparado ao grupo STZ 

(p<0,01). Nos níveis de glutationa total os grupos STZ e STZ + GNP 

24hs tiveram uma redução estatisticamente significativa quando 

comparado ao grupo controle (p<0,01) e os demais grupos apresentaram 

um aumento estatisticamente significativo quando comparado ao grupo 

STZ (p<0,01).  

 
Figura 10 - Sistema antioxidante: superóxido dismutase - SOD 

(10A), glutationa peroxidase - GPX (10B), catalase - CAT (10C) e 

Glutationa - GSH (10D) 
Efeito da administração crônica de GNP sobre a atividade da superóxido 

dismutase (A), glutationa peroxidase (B), catalase (C) e sobre o conteúdo de 

GSH (D) em cérebro total de ratos submetidos à um modelo de demência. As 

barras representam a média ± erro padrão da média para seis animais. *P<0,01 

vs. Grupo Sham, #P<0,01 vs. Grupo STZ (ANOVA de 1 via seguido de teste 

post hoc de Tukey). 

Fonte: figura elaborada pelo autor (2015). 
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5.6 PORCENTUAIS DE SOBREVIVÊNCIA 

 

A figura 11 demonstra que o grupos STZ e STZ + GNP 24 hs tiveram 

uma porcentual de sobrevida de 25 e 35% respectivamente sendo 

diferentes estatisticamente em relação ao grupo controle. Porem, o 

grupo STZ + GNP 48 hs apresentou uma sobrevida de 65 % sendo 

estatisticamente diferente do grupo STZ e STZ + GNP 24 horas 

(p<0,05).  

 
Figura 11 - Efeito da administração crônica de GNP sobre o 

percentual de sobrevida 
Efeito da administração crônica de GNP por 21 dias sobre o porcentual de 

sobrevida de ratos submetidos à um modelo de demência. *P<0,05 vs. Grupo 

Sham, #P<0,05 vs. Grupo STZ e STZ + GNP 48 hs (Curva de Kaplan-Meier 

com pares de comparações de mortes utilizando a análise estatística log-rank). 

Fonte: figura elaborada pelo autor (2015). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 
 Atualmente há um grande interesse em determinar à importância da 

sinalização da insulina na função cerebral normal e em uma condição de 

resistência central a insulina, e quanto isso pode estar relacionado com 

doenças neurodegenerativas e déficits cognitivos (de la Monte and 

Wands 2005; Fulop et al., 2003; Hoyer 2004a; Salkovic-Petrisic and 

Hoyer 2007). Vários estudos tem demonstrado que o comprometimento 

da via insulina/IGF1 pode causar uma disfunção mitocondrial com 

aumento no estresse oxidativo e consequentemente dano neuronal. 

Acredita-se que a resistência a insulina cerebral pode representar um 

papel chave na patogênese de doenças neurodegenerativas incluindo a 

DA (Dietrich et al., 2007; Lin and Beal 2006; Muller et al., 2008).   

A STZ é comumente usada em altas doses (> 65 mg/kg, i.p.) para 

induzir diabetes mellitus em ratos, sendo administrada de forma 

periférica (Szkudelski 2001). Entretanto quando administrada ICV em 

baixas doses (1–3 mg/kg) não altera os níveis de glicose periféricos e é 

usada como um confiável modelo experimental para doença de 

Alzheimer esporádica de início tardio (Lannert and Hoyer 1998; 

Plaschke and Hoyer 1993; Prickaerts et al., 1999; Sharma and Gupta 

2001). Devido a poucos estudos na literatura que demonstrem terapias 

efetivas no tratamento da DA, este trabalho teve como proposta avaliar 

os efeitos da administração crônica de GNP sobre parâmetros 

inflamatórios e de estresse oxidativo após injeção ICV de STZ em 

cérebro de ratos jovens.  

Inicialmente, para validar nosso tratamento, foi analisado a 

concentração de GNP no cérebro, fígado e músculos dos animais que 

participaram do experimento. Como mostra a tabela 1 a concentração de 

GNP nas três estruturas foram similares entre os grupos tratados, porém 

a concentração de no cérebro foi maior no grupo que recebeu STZ. 

Provavelmente pelo tropismo da GNP à áreas onde apresente uma 

resposta inflamatória. Alguns estudos demonstram que a distribuição 

das GNP nos órgãos depende do tamanho e varia de acordo com a via de 

administração (Hillyer e Albrecht, 2001; Sonavane et al., 2008; De Jong 

et al., 2008; Semmler-Behnke et al., 2008; Hainfeld et al., 2006). Hyllier 

e Albertch (2001) mostraram que a administração de GNP IP distribui-

se em vários órgãos e tecidos e que a quantidade da absorção e 

distribuição no organismo é inversamente proporcional com o tamanho 

da partícula. Na maioria dos trabalhos com administração crônica, o 

fígado e o baço são os órgãos que tem a maior absorção, entretanto, 



63 

 

 

outros órgãos como o pulmão, rim, músculo, coração e cérebro mostram 

um absorção menor (Kjellin, 1981; Cho et al., 2009; Longmire et al., 

2008; Sadauskas et al., 2007).  

Vários autores têm demonstrado que a administração de STZ (ICV) 

induz um modelo animal de demência do tipo Alzheimer, tipicamente 

produzindo uma diminuição no metabolismo energético cerebral e 

estresse oxidativo (Singh et al., 2012; Sodhi e Singh, 2013). Ocorre 

dano na bainha de mielina pelo estresse oxidativo e inibição da 

adenosina trifosfato (ATP) e na síntese de Acetil Co-A por STZ 

podendo levar a uma disfunção cognitiva (Hoyer, 2000; Ishrat et al., 

2006). Além disso, também é postulado que a administração de STZ 

(ICV) causa uma neuroinflamação por aumentar a expressão de NF-κB, 

citocinas pró-inflamatórias, BNDF, células gliais derivadas de fator 

neurotrófico e integrina-alfa-M (Sharma e Gupta, 2001; Grunblatt et al., 

2006).  Devido a essas alterações, foi dosado os níveis proteicos de NF-

κB e IL-1β no cérebro de ratos após administração STZ (ICV) e os 

resultados mostram que houve uma aumento significativo na expressão 

dessas proteínas confirmando os achados na literatura. Porém, o grupo 

que recebeu tratamento com GNP por 21 dias com intervalo de 48 horas 

reduziu significativamente os níveis de NF-κB e não alterou os niveis de 

IL-1β. Em relação ao processo inflamatório, as GNP tem recebido uma 

grande atenção como um agente anti-inflamatório devido a sua 

habilidade de inibir a expressão de NF-κB e consequentemente reduzir 

resposta inflamatória (Jeon et al., 2003; Norton, 2008).  

As GNP bloqueiam a ativação de NF-κB por interagir com o 

componente cys-179 do IKK-β inibindo sua ativação e assim 

diminuindo também a produção de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF-α e IL-1β (Jeon et al., 2003). Tsai et al., (2007) investigou o uso 

intra-articular de GNP em um modelo de artrite reumatoide induzida em 

ratos e observou uma inibição na proliferação e migração celular 

característico desse modelo, como também melhora no score 

histológico, densidade capilar, infiltração de macrófagos e expressão de 

NF-κB, TNF-α e IL-1β. Pedersen et al., (2009) avaliou os efeitos anti-

inflamatórios das GNP com diâmetro de 20 e 45 nm na lesão cerebral 

focal. Os autores observaram que o tratamento significativamente 

reduziu os níveis de NF-κB, IL-1β e marcadores de pró-apoptóticos.  

Células gliais são abundantemente presentes no cérebro e sua 

ativação, crescimento e diferenciação induzidas por administração de 

STZ (ICV) são implicadas na indução de uma neuroinflamação e essa 

resposta esta associada à patogênese das doenças neurodegenerativas 

como Alzheimer e Parkinson (Meda et al., 2001; Alvarez et al., 2006; 
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Mrak e Griffin, 2001). Liu et al., (2003) sugere que essa ativação da 

micróglia leva a geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de 

nitrogênio (ERN), provocando danos neuronais. Além disso, varias 

evidencias demonstram que a mitocôndria per se pode ser um local de 

dano na doença de Alzheimer. Sabe-se que a proteína Aβ é absorvida e 

interage com diversas proteínas mitocondriais levando a reduções na 

atividade da cadeia respiratória e aumento na produção de ERO, como 

aníon superóxido e peroxido de hidrogênio (Readnower et al., 2011). 

Outro mecanismo proposto para geração de ERO e ERN por STZ (ICV) 

é a lesão direta na membrana mitocondrial induzindo um influxo de 

cálcio que ativa proteases e fosfolipases que vão gerar um colapso no 

potencial de membrana mitocondrial. (Wang e Thayer, 2002; Gunjan et 

al., 2011; Duchen et al, 1999).  

Neste contexto, foi avaliado a produção de ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio, concentração de nitrito e níveis de DCFH após 

administração STZ (ICV) e tratamento com GNP por 21 dias. A figura 8 

demonstra que o grupo que recebeu apenas STZ (ICV) demonstrou um 

aumento significativo em todos os parâmetros analisados, e isso 

corrobora com estudos anteriores que afirmam que esse modelo induz 

uma produção excessiva de ERO e ERN. Entretanto o grupo que 

recebeu tratamento com GNP com intervalo de 48 horas reduziu 

significativamente os níveis de DCFH e nitrito e não alterou a produção 

de peroxido de hidrogênio. Nosso resultado é suportado por estudos in 

vitro com várias linhagens celulares que mostram um potencial 

antioxidante contra a formação principalmente de peroxido de 

hidrogênio e óxido nítrico (Nie et al., 2007; Huang et al., 2005; 

Yakimovich et al., 2008; Junpingchen et al., 2006; Scampicchio et al., 

2006; Ma et al., 2010; Ashwani et al., 2013; Pedersen et al., 2009). 

Barathmanikanth et al., (2010) induziu um modelo de diabetes com 

STZ (IP) e mostrou que as GNP agiram como antioxidantes por inibir a 

formação de ERO e ERN e também como um quelante de radicais 

livres. Outra hipótese é que como as Nanopartículas inibem a expressão 

de várias citocinas pró-inflamatórias isso acarretará em uma diminuição 

da formação de ERO e ERN (Kim et al., 2007). Li et al., (2012) mostrou 

que as GNP inibiram a síntese de óxido nítrico sintetase (NOS) e a 

produção de óxido nítrico induzidos por injeção ICV de 

lipopolissacarídeo (LPS).  

Para entender melhor o mecanismo de defesa das GNP foi dosado a 

atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT) como também os níveis 

totais de glutationa (GSH). Os resultados da figura 10 mostram que o 



65 

 

 

grupo STZ teve uma redução em todas as enzimas do sistema 

antioxidante. É possível que essa modulação bioquímica ocorra devido a 

uma resposta inflamatória e consequentemente um aumento na produção 

de ERO e ERN de forma crônica. A SOD tem um papel importante 

catalisando a dismutação de ânion superóxido em peróxido de 

hidrogênio, em seguida, a GPX e/ou CAT desempenham um papel 

importante na defesa contra estresse oxidativo por converter o peróxido 

de hidrogênio em água e oxigênio (Halliwell e Gutteridge, 2007). São 

enzimas que tem sua atividade dependente das concentrações de ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio, e como observamos na figura 8, a 

produção dessas espécies foi muito elevada durante os 21 dias, portanto, 

a diminuição das atividades das enzimas antioxidantes pode estar 

relacionada com a dificuldade das células em restaurar os níveis normais 

pelo excesso de ERO e ERN. 

A GSH é um dos antioxidantes não-enzimáticos mais importantes no 

tecido cerebral, basicamente, por reagir com uma variedade de radicais 

livres doando um átomo de hidrogênio e/ou servindo como um substrato 

para GPX para eliminar H2O2 e hidroperóxidos orgânicos, além de estar 

envolvida na redução de outros antioxidantes (Halliwell e Guteridge, 

2007). Assim, a redução nos níveis de GSH total observada após 

administração de STZ (figura 10D) está associada com a  produção 

excessiva de ERO, bem como pela capacidade reduzida do cérebro na 

ressíntese de glutationa sob essas condições (Pompela et al., 2003).  

Por outro lado o grupo que recebeu a administração de STZ (ICV) e 

foi tratado com GNP com intervalos de 48 horas (STZ + GNP 48h) 

apresentou um aumento significativo na atividade da CAT e nos níveis 

de GSH em comparação com o grupo STZ, e ainda não apresentou 

alterações na atividade da SOD e GPX em relação ao controle. 

Possivelmente, esses resultados podem estar relacionados com uma 

menor vulnerabilidade da célula a ataques de ERO e ERN. Alguns 

estudos que utilizaram GNP com diversos tamanhos e concentrações 

como tratamento de lesões teciduais mostraram que essa terapia tem 

capacidade de aumentar a atividade da SOD e GPX, porém, seu 

mecanismo exato ainda permanece desconhecido (Sul et al., 2007; Shah 

e Vohora, 2002; Matteo et al., 2006) 

Por outro lado, o aumento da GSH total é uma importante resposta 

protetora dessa terapia. A glutationa contém grupos tióis e atua como 

um agente redutor em células cerebrais para prevenir o dano oxidativo 

induzido por ERO (Halliwell e Gutteridge, 2007). Apesar da 

compreensão do papel da glutationa nos sistemas biológicos, os efeitos 

observados não estão completamente esclarecidos e necessitam de mais 
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estudos. No entanto, a redução na produção de oxidantes pelo grupo que 

recebeu GNP em intervalos de 48h faz com que os níveis de glutationa 

permaneçam iguais aos níveis observados no grupo controle.  

Radicais livres mediando peroxidação lipídica, oxidação de proteínas 

e dano oxidativo em ácidos nucleicos são considerados eventos cruciais 

na ação citotóxica das ERO e ERN. Os grupos tióis e as proteínas 

presentes na estrutura celular são alvos comuns de ataques peroxidativos 

levando a alterações na permeabilidade e fluidez da membrana (Juranek 

e Bezek, 2005). Assim, foram avaliados os níveis de carbonilação de 

proteínas e a oxidação dos grupos tióis no tecido cerebral total. Nossos 

resultados mostram que o grupo que recebeu somente STZ apresentou 

um aumento significativo nos níveis de carbonilação de proteínas e uma 

redução nos níveis de tiós totais e isso ocorreu provavelmente pelo 

aumento nos níveis de ERO e ERN já mostrado anteriormente. 

 Entretanto, o grupo que recebeu GNP com intervalos de tratamento 

de 48 horas induziu uma diminuição nos marcadores de dano oxidativo, 

isso provavelmente reflete a diminuição na produção de ERO e ERN 

induzida por essas terapia como visto na figura 8, que também foi 

demonstrado com a permanência nos níveis normais da atividade da 

SOD e GPX e um aumento significativo da atividade da CAT e nos 

níveis de GSH totais como mostra a figura 10.  

Por último, foi analisado a percentual de sobrevivência dos grupos 

após exposição ao STZ (ICV) e/ou tratados com GNP (IP) com 

intervalos de 24 e 48 horas por 21 dias. Os resultados confirmam que o 

modelo de demência com STZ (ICV) é bastante agressivo apresentando 

uma taxa de sobrevivência de apenas 25 %. Nos grupos que receberam 

STZ (ICV) e GNP (IP) em intervalos de 24h (grupo 3) e 48h (grupo 4), 

o percentual de sobrevivência foi de 35 e 65% respectivamente.  A 

significativa melhora na sobrevida nos grupos tratados ratifica a eficácia 

da terapêutica, porém não sabe-se ainda o motivo pelo qual o esquema 

de administração de GNP em dias alternados foi superior ao esquema de 

administração diária. 

  



67 

 

 

7 CONCLUSÃO  

 

Nesse trabalho, concluiu-se que o modelo animal de DA induzido por 

STZ, induziu uma resposta inflamatória provavelmente pelo aumento 

significativo na produção de ERO e ERN e uma diminuição na atividade 

antioxidante. Nesse sentido, a terapia com GNP foi eficaz na redução da 

resposta inflamatória e no controle da produção excessiva de ERO e 

ERN por aumentar o potencial antioxidante cerebral. Além disso, esses 

efeitos protegeram contra a alta mortalidade induzida pela administração 

ICV de STZ. 

Tomados em conjunto, os resultados obtidos por este estudo apontam 

à GNP como um promissor tratamento da Doença de Alzheimer. 

Contudo, mais estudos devem ser direcionados para melhor 

compreensão do papel das GNP, bem como sua utilização em diferentes 

concentrações, diâmetros, tempos de tratamento e também em outros 

modelos animais de DA.  
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ANEXO A – CARTA DE APROVAÇÃO DA CEUA

 


