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RESUMO 
 

MAZUCANTI, C. H. Y. Sinalização  intracelular desencadeada por concentrações subtóxicas 
de estreptozotocina em células Neuro‐2A: modelo in vitro de neurodegeneração associada 
à doença de Alzheimer. 2013. 75 f. Dissertação (Mestrado em Farmacologia) –  Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
A  Doença  de  Alzheimer  (DA)  é  a  causa  mais  comum  de  demência  e  é  caracterizada 
clinicamente  por  comprometimentos  cognitivos.  Histologicamente  compõe‐se  pela 
formação  de  placas  senis  e  emaranhados  neurofibrilares  intracelulares  resultantes  de 
alterações  do metabolismo  do  peptídeo  beta‐amiloide  e  da  hiperfosforilação  da  proteína 
Tau,  respectivamente.  Essas  alterações  parecem,  em  parte,  ser  uma  decorrência  de  uma 
resistência  encefálica  à  insulina  e  consequente  diminuição  da  sinalização  neuronal  desse 
hormônio,  sugerindo que a DA esporádica  tenha uma  relação  com o Diabetes mellitus. A 
estreptozotocina  (STZ)  tem  sido  utilizada  como modelo  de  indução  do  Diabetes,  e mais 
recentemente,  sua  injeção  intracerebroventricular  (icv)  tem  sido  utilizada  como modelo 
animal de DA. Nosso objetivo neste  trabalho é o de avaliar os efeitos causados por doses 
subtóxicas  de  STZ  em  uma  linhagem  de  neuroblastoma  sobre  a  cascata  intracelular 
associada à sinalização de  insulina. Para tanto, o estado de fosforilação das proteínas Akt e 
GSK3‐β  foi  avaliado  em  períodos  agudos  de  tratamento  com  a  droga,  bem  como  a 
responsividade  dessas  células  à  insulina  após  48  horas  de  tratamento.  Para  avaliação  de 
efeitos  morfológicos  foi  provocada  neuritogênese  por  tratamento  com  NGF  e  o 
aparecimento  e  comprimento  de  neuritos  comparados  entre  grupo  controle,  grupo 
resistente  à  insulina  e  grupo  pré‐tratado  com  STZ.  Foi  feita  averiguação  da  doação 
espontânea de óxido nítrico (NO) por detecção eletroquímica e avaliação da participação do 
NO  nas  ações  da  STZ  através  do  tratamento  simultâneo  com  STZ  e  Carboxi‐PTIO 
(sequestrante  de NO). Por  fim,  a  avaliação  da produção  de  espécies  reativas  de oxigênio 
(EROs) decorrente do tratamento com STZ foi avaliada utilizando‐se uma sonda fluorescente 
sensível  a  superóxido,  a dihidroetidina  (DHE), por  fluorimetria em  citometria de  fluxo. Os 
resultados confirmam a doação espontânea de NO pela STZ e sugerem que a droga é capaz 
de modular  a  cascata  intracelular  associada  ao  receptor  de  insulina  em  períodos  agudos 
através  da  nitrosilação  e  consequente  inativação  da  Akt,  o  que  acaba  regulando 
positivamente a atividade da GSK3‐β. A capacidade da STZ de  induzir resistência  insulínica 
também é afetada pelo sequestro do NO,  indicando que o radical  livre desempenha papel 
fundamental na  indução do  fenômeno nas  condições experimentais utilizadas. O perfil de 
produção de EROs  induzido por STZ pode ser a causa da sua neurotoxicidade. Por  fim,  foi 
visto que o tratamento com STZ, bem como a  indução de resistência à  insulina, é capaz de 
impedir  a  formação  de  neuritos  pelo  tratamento  com  NGF.  Dessa  forma,  este  trabalho 
contribui para a elucidação dos mecanismos pelos quais a  injeção  icv de STZ pode  causar 
algumas características de toxicidade neuronal semelhantes à DA. 
 
Palavras‐chave:  Doença  de  Alzheimer.  Estreptozotocina.  Diabetes  mellitus.  Resistência 
insulínica. Óxido nítrico. Espécies reativas de oxigênio. 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

MAZUCANTI,  C.  H.  Y.  Intracellular  signaling  triggered  by  streptozotocin  subtoxic 
concentrations in Neuro‐2A cells: in vitro Alzheimer’s disease associated neurodegeneration 
model.  2013.  75  p.  Masters  thesis  (Pharmacology)  –  Instituto  de  Ciências  Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
Alzheimer’s disease (AD)  is the most common cause of dementia  in elderly and  is clinically 
characterized  as  cognitive  impairments.  It  is histologically  characterized by  senile plaques 
formation, as well as by intracellular neurofibrillary tangles due to amyloid‐beta metabolism 
alterations  and  hyperphosphorylation  of  the  microtubule  associated  protein  Tau, 
respectively. These alterations seems to be, at  least  in part, caused by a encephalic  insulin 
resistance and consequent impairment in its neuronal signaling, suggesting that the sporadic 
form of DA might by correlated to Diabetes. Streptozotocin (STZ) has been used as an animal 
model  for Diabetes and, more  recently,  its  intracerebroventricular  (icv)  injection as an AD 
animal model. Our objective with this project involves the assessment of the effects caused 
by  subtoxic  doses  of  STZ  in  a  neuroblastoma  cell  line  upon  insulin  signaling  associated 
intracellular  cascade.  For  this purpose, we  accompanied  the phosphorylation  state of Akt 
and GSK3‐β in acute periods of time following STZ treatment, as well as the responsiveness 
of such cells against insulin after a 48 hours treatment. For morphological effects evaluation, 
neuritogenesis was induced by a NGF treatment and neurite outgrowth compared between 
different  experimental  groups.  Nitric  oxide  (NO)  spontaneous  donation was  assessed  by 
electrochemical  detection  and  its  participation  in  STZ  actions  through  simultaneous 
treatment of STZ and Carboxy‐PTIO  (a NO scavenger).  In addition,  reactive oxygen species 
(ROS)  production  due  to  STZ  treatment  was  assessed  using  a  superoxide  sensitive 
fluorescent  probe,  dihydroethidium  (DHE)  by  flow  cytometry  fluorimetry.  Results  confirm 
STZ  spontaneous  NO  donation  and  suggest  that  the  drug  is  capable  of modulating  the 
intracellular  cascade  associated  to  insulin  receptor  in  acute  periods  of  time  through  Akt 
nitrosylation and  its subsequent  inactivation, which could up  regulate GSK3‐β activity. STZ 
ability to cause insulin resistance is also affected by NO production, which indicates that the 
free  radical  plays  an  essential  role  in  the  phenomenon  induction  in  this  experimental 
approach. Therefore, EROs production may play an important role in the mechanism linked 
to STZ  induced neurotoxicity. Ultimately,  it has been shown that STZ treatment, as well as 
insulin resistance alone, is capable of impair neurite outgrowth by NGF treatment. This work 
contributes  for  the  elucidation  of  the mechanisms  by which  STZ  icv  injection may  cause 
features similar to DA. 
 
Keywords:  Alzheimer’s  disease.  Streptozotocin.  Diabetes.  Insulin  resistance.  Nitric  oxide. 
Reactive oxygen species. 
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1	INTRODUÇÃO	

 

1.1	Doença	de	Alzheimer		

 

A Doença de Alzheimer (DA) se apresenta atualmente como sendo a principal causa 

de demência no mundo ocidental, sendo o envelhecimento o principal fator de risco e, em 

certa maneira, uma necessidade para o desenvolvimento da patologia (HEBERT et al., 2003). 

O mesmo ocorre em diversas outras doenças neurodegenerativas, como Parkinson e outras 

demências  causadas  por  corpos  de  Lewis,  sendo  a  ocorrência  de  todas  essas  síndromes 

muito rara em pessoas jovens ou mesmo adultos de meia idade. 

A DA é a causa principal de demência entre os  idosos, e está associada a um dano 

progressivo  em  funções  encefálicas,  incluindo  memória,  linguagem,  orientação  espacial, 

comportamento e personalidade. Estima‐se que existem atualmente 36 milhões de pessoas 

em todo o mundo vivendo com DA, e espera‐se que esse número cresça drasticamente nas 

próximas décadas. A DA é uma doença multifatorial e cerca de 90% dos casos são de uma 

ocorrência esporádica (revisado em QUERFURTH; LAFERLA, 2010), sendo a idade o principal 

fator de risco. Outros fatores de risco importantes relacionam‐se a condições metabólicas e 

vasculares,  compondo  o  cenário  da  “síndrome  metabólica”,  como  dislipidemia  e 

hipertensão, bem como a hiperglicemia. De fato, a diabetes tipo II está associada a um maior 

risco  de  desenvolvimento  de  DA  e  demência  vascular  (revisado  em  BIESSELS;  KAPPELLE, 

2005). 

Os  principais  fatores  de  risco  parecem  ser  a  idade,  contribuições  genéticas  e 

ambientais, sendo bem nítida a divisão entre dois tipos diferentes da DA, de acordo com o 

momento  da  instalação  da  doença.  Nesse  sentido,  a  DA  Esporádica  acontece  de  forma 

tardia,  aparecendo  a  partir  dos  60  anos  de  idade,  enquanto  a  DA  Familiar  tem 

acontecimento mais precoce, ao redor dos 40 anos (KAR et al., 2004; SPIRES; HYMAN, 2005). 

A  DA  é  uma  síndrome  relativamente  comum,  cujo  diagnóstico  se  dá  por 

aparecimento  de  características  envolvendo  comprometimentos  cognitivos  e 

comportamentais  progressivos  associados  com  a  idade,  tais  como  perda  de  memória, 

desorientação  geográfica,  deterioração  da  linguagem  (FABER‐LANGENDOEN  et  al.,  1988), 

mudanças de comportamento e personalidade (RUBIN et al., 1987; SWEARER et al., 1988) e 

complicações motoras em estágios avançados da doença (MORRIS et al., 1989). No entanto, 
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quando sinais de comprometimentos cognitivos devido à DA são manifestados, já existe um 

processo patológico encefálico irreversível (IKONOMOVIC; MUFSON; WUU, 2003). 

Atualmente  o  diagnóstico  somente  é  possível  após  aparecimento  de 

comprometimentos  cognitivos moderados,  identificados  através  de  diferentes  testes  que 

avaliam diversas competências cognitivas. Estes testes auxiliam o diagnóstico da DA, porém 

estão  longe de apresentarem sensibilidade e especificidade confiáveis  (FRANK; MALCOLM; 

DEAN,  2009;  KOIBAS  et  al.,  2000).  Outra  ferramenta  utilizada  para  o  diagnostico  são  os 

exames  de  imagem,  capazes  de  detectar  estágios mais  iniciais  da  doença  ao  identificar 

pequenas degenerações de áreas específicas associadas à DA, cuja atrofia inicia‐se no córtex 

entorrinal e hipocampo e evolui para o neocórtex. Técnicas mais modernas podem  ainda 

revelar diferentes padrões de hipoperfusão (por Tomografia Computadorizada por Emissão 

de  Fóton  Único  ‐  SPECT)  (O’BRIEN,  2007)  ou  hipometabolismo,  além  de  conseguirem 

identificar alterações bioquímicas específicas da DA através de marcadores (por Tomografia 

por Emissão de Pósitrons ‐ PET) (EDWARD; SUSAN; MARTIN, 2004). 

Clinicamente,  a  DA  é  caracterizada  por  perda  de  memória  e  declínio  cognitivo 

progressivos,  culminando  na morte  prematura  do  paciente,  em média  após  dez  anos  do 

diagnóstico  (QUERFURTH; LAFERLA, 2010). Além disso, a DA é acompanhada por sintomas 

neuropsiquiátricos não cognitivos, que  incluem ansiedade, agressividade, delírio, excitação 

ou  apatia,  desinibição  ou  depressão  (revisado  em  PINTON  et  al.,  2011)  .  Padrões 

neuropatológicos  específicos  da  DA  incluem  perda  neuronal,  acumulação  abundante  de 

emaranhados  neurofibrilares  anormais  (correspondentes  a  depósitos  intracelulares  da 

proteína  Tau  hiperfosforilada)  e  aumento  na  expressão  e  processamento  anormal  da 

proteína precursora do beta‐amiloide (APP), levando à deposição do peptídeo beta‐amiloide 

(βA) e, dessa  forma, à  formação de placas senis. Outra característica da DA é a angiopatia 

amiloide.  É possível que  a disfunção  cerebrovascular possa preceder o declínio  cognitivo. 

Hipoperfusão  encefálica  e  diminuição  da  depuração  de  βA  através  da  barreira  hemato‐

encefálica podem contribuir para a instalação e progressão da DA. Ainda existem evidências 

indicando  o  envolvimento  da microglia  desempenhando  um  papel  importante  através  de 

todo esse processo patológico (revisado em BELL; ZLOKOVIC, 2009). 

As  características  bioquímicas  específicas  da  DA  envolvem  o  desenvolvimento  de 

emaranhados  neurofibrilares  intracelulares  (NFT)  e  de  posição  de  placas  senis,  formados 
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pelo  acúmulo  de  segmentos  proteicos  resultantes  de metabolismo  anormal  da  proteína 

precursora do peptídeo amiloide e consequente agregação do peptídeo beta‐amiloide, com 

diminuição de sua degradação por proteases  (KANG et al., 1987). Os NFTs são  formados a 

partir do colapso do citoesqueleto do neurônio, decorrente da hiperfosforilação da proteína 

associada a microtúbulo Tau (ALEJANDRA et al., 2010), e consequente perda neuronal com 

diminuição da massa encefálica. 

 

1.2	Sinalização	Associada	à	Neurodegeneração	na	DA	

 

Alguns autores acreditam que a DA é iniciada por deficiência de enzimas do ciclo do 

ácido tricarboxílico, atividade reduzida da citocromo oxidase ou dano em DNA mitocondrial. 

Enquanto  muitos  anos  foram  dedicados  para  a  “hipótese  amiloide”,  diversas  outras 

propostas  continuam  sendo  causas possíveis para  a  instalação e progressão da DA,  como 

estresse  oxidativo,  hiperfosforilação  da  tau,  príon  e  causas  ambientais  (revisado  em 

SWERDLOW et al., 2010). A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), por exemplo, 

parece estar envolvida no começo e manutenção do ciclo degenerativo da DA, agravando o 

dano  de  DNA  mitocondrial  e  alterando  outros  complexos  da  cadeia  de  transporte  de 

elétrons, o que leva a um aumento na produção de EROs (revisado por PATTEN et al., 2010). 

Comprometimento de aprendizagem e memória pode estar associado a alterações da 

sinalização de Ca2+. Os oligômeros de beta‐amiloide aumentam a entrada de Ca2+ nas células 

e mais Ca2+ é bombeado para dentro do  retículo endoplasmático.  Isso contribui para um 

aumento na sensibilidade dos receptores de rianodina (RyR) que, por sua vez, liberam mais 

Ca2+  dos  reservatórios  intracelulares.  Existem  evidências  indicando  que  várias mutações 

relacionadas  com  a  DA  podem  induzir  alterações  na  sinalização  de  Ca2+.  No  entanto,  a 

questão  do  que  ocorre  primeiro,  a  ativação  da  via  amiloidogênica  ou  as  alterações  na 

sinalização de Ca2+, ainda permanece em aberto (revisado em BERRIDGE, 2010). 

A proteína associada   a   microtúbulo   Tau   se   acumula   no   estado anormalmente  

hiperfosforilado  formando  depósitos  filamentosos  intracelulares  em  diversas    doenças 

neurodegenerativas  que  causam  demência.  Essas  doenças  são  coletivamente  conhecidas 

como Taupatias.   Essa  família de demências  inclui a DA, adultos  com Síndrome de Down, 

demência  frontotemporal  com  Parkisonismo  associada  ao  cromossomo  17,  esclerose 
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amiotrófica  lateral,  degeneração  cortical  basal,  demência  pugilística  e  a  Doença  de  Pick 

(IQBAL et al.,  2010). 

Embora  apresentem manifestações  fenotípicas  diversas,  disfunção  e  degeneração 

encefálica,  essas  Taupatias  estão  associadas  à  acumulação  progressiva  de  inclusões 

filamentosas de tau hiperfosforilada, e essas inclusões, juntamente com a ausência de outras 

anormalidades  neuropatológicas  específicas  à  doença  exceto  deposição  de  βA  na  DA  e 

Síndrome de Down, provêm evidência que indica papel da Tau no início e/ou progressão da 

doença (IQBAL et al., 1998). 

A  Tau  é  a  principal  proteína  associada  a microtúbulo.  In  vitro,  a  Tau  promove  a 

conexão da  tubulina nos microtúbulos e estabiliza a estrutura do microtúbulo  (DEVRED et 

al., 2010). A grande maioria das proteínas axonais é sintetizada no corpo celular do neurônio 

e  transportada  através  do  axônio  pelos  caminhos  de microtúbulos.  O  transporte  axonal 

ocorre por toda vida de um neurônio e é essencial para seu crescimento e sobrevivência. Os 

microtúbulos  repousam  ao  longo  do  eixo  do  axônio  se  constituindo  na  principal  via  do 

citoesqueleto  para  transporte.  Nos  neurônios  de  pacientes  com  DA,  acredita‐se  que  o 

sistema de microtúbulos  se encontre  rompido, e o  transporte axonal esteja  interrompido, 

impedindo  que  vesículas  alcancem  as  sinapses  e,  de  forma  vagarosa  e  persistente,  as 

sinapses degeneram, processo esse associado com degeneração retrógrada (ALEJANDRA et 

al., 2010; IQBAL et al., 2010). 

O  nível  de  fosforilação  proteica  é  controlado  pelas  ações  opostas  de  proteínas 

quinases e  fosfatases.   Vários  trabalhos  indicam alteração na expressão e/ou atividade de 

proteínas  quinases  e  fosfatases  no  encéfalo  de  pacientes  com DA  (Quadro  1).    Proteínas 

quinases como a glicogênio sintase quinase 3 β (GSK3β), P25/Quinase dependente de ciclina 

(Cdk5)  e Proteínas quinases    ativadas por mitógeno  (MAPKs)  apresentam  expressão  e/ou 

atividade  aumentadas,    enquanto    atividade    reduzida    foi    encontrada    para    proteínas 

fosfatases  (PPs)  como   PP1, PP2A e PP5 em encéfalos acometidos pela DA. A  fosforilação 

anormal de proteínas pode   contribuir para a progressão da DA através da modificação de 

substratos    em  diversas    funções  como  atividade  enzimática,    localização    subcelular,  

acoplamento   de    ligantes,    interação   com outras proteínas, além de outras propriedades 

(CHUNG, 2009). 
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Quadro  1  ‐  Resumo  das  alterações  de  expressão  e/ou  atividade  de  proteínas  quinases  e 

proteínas fosfatases na DA 
Proteína  Expressão e/ou atividade na DA  Referências 

Proteínas Quinases     
GSK3β  Aumentada  Hye et al. (2009), Leroy, Yilmaz e Brion 

(2007), Pei at al. (1997), Swatton et al. 
(2004) 

P25/Cdk5  Aumentada  Swatton et al. (2007), Patrick et al. (1999), 
Tandon et al. (2003) 

Dyrk1A  Aumentada  Dowjat et al. (2007), Kimura et al. (2007), 
Ryoo et al. (2008) 

ERK ½  Aumentada  Swatton et al. (2004), Zhu et al. (2002), 
Pei a t al. (2002) 

JNK  Aumentada  Swatton et al. (2004), Zhu et al. (2003), 
Otth et al. (2003) 

p38  Aumentada  Swatton et al. (2004), Johnson e Bailey 
(2003) 

CKI  Aumentada  Yasojima et al. (2000) 
Akt/PKB  Aumentada  Pei at al. (2003), Rickle et al. (2004), 

Griffin et al. (2005) 
PKA  Diminuída  Liang et al. (2007), Kim et al. (2001) 
PKC  Diminuída  Wang et al. (2008), Buxbaum et al (1990) 
Proteína Fosfatases     
PP1  Diminuída  Gong et al. (1993) 
PP2A  Diminuída  Gong et al. (1993), Liu et al. (2005a), 

Vogelsberg‐Ragaglia et al. (2001) 
PP5  Diminuída  Liu et al. (2005a), Liu et al. (2005b) 
PP2B (calcineurina)  Aumentada  Liu et al. (2005b), Liu et al. (2005c) 
Cdc25A  Aumentada  Ding et al. (2000) 
Cdc25B  Aumentada  Vincent et al. (2001) 
PTEN  Diminuída  Griffin et al (2005), Rickle et al. (2006) 
Fonte: Adaptado de Chung, 2009 

 

Atualmente,  tem se dado maior atenção ao papel da GSK3 como sendo a provável 

proteína  responsável  pela  hiperfosforilação  da  proteína  Tau,  principalmente  devido  à 

tendência em se acreditar que a DA esporádica esteja relacionada com a Diabetes mellitus 

(DM), propondo‐se que a neurodegeneração  seja efeito da  resistência neuronal à  insulina 

(DE  LA MONTE; WANDS,  2005;  GASPARINI  et  al.,  2002;  HOYER  et  al.,  2004;  SALKOVIC‐

PETRISIC et al., 2006). De fato, a  insulina aumenta a atividade da proteína quinase Akt/PKB 

que por  sua vez  inibe a GSK3,  regulando negativamente a  fosforilação de  seus  substratos 

(dentre os quais a proteína Tau) (RATAN; SAMANTHA; JESUS, 2004).  Assim sendo, o centro 

da  cascata de neurodegeneração  seria desencadeada pela  resistência neuronal à  insulina, 

provocando  a  morte  do  neurônio  pela  falta  de  responsividade  ao  fator  neurotrófico 
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(insulina),  deficiência  no metabolismo  de  energia  e  possivelmente  inibição  de  expressão 

gênica responsiva à insulina (DE LA MONTE, 2009). 

Embora  a  DA  seja  multifatorial  e,  mesmo  na  presença  de  diversas  hipóteses,  a 

principal etiologia ainda seja desconhecida, esse  trabalho  foca no papel em que a  insulina 

pode  desempenhar  como  uma  possível  causa  da  DA.  Evidências moleculares  permitiram 

pressuposições que indicam que o processamento da APP pode sofrer influência da insulina 

e a sinalização de seu receptor tirosina quinase (GASPARINI et al., 2011; RIVERA et al., 2005) 

e que a insulina pode regular a fosforilação da proteína Tau através do controle da atividade 

da GSK3‐β  (HONG et al., 1997; MANDELKOW et al., 1992). Além disso, estudos  funcionais 

mostraram diminuições tanto na mobilização de glicose quanto no metabolismo energético 

precedendo ou acompanhando os estágios iniciais dos comprometimentos cognitivos na DA 

(HOYER,  1998).  Consequentemente,  déficits  no metabolismo  de  glicose  e  da  sinalização 

intracelular de insulina foram propostos como uma provável etiologia da DA.  

Resumidamente, a  insulina é bem conhecida por seu envolvimento na regulação do 

metabolismo  de  glicose  somente  nos  tecidos  periféricos.  No  entanto,  esse  hormônio 

também  pode  alterar  diversas  funções  encefálicas  incluindo  cognição,  memória  e 

plasticidade  sináptica  através  de  vias  de  sinalização  associadas  ao  complexo 

insulina/receptor  tirosina  quinase.  A  insulina  liga‐se  à  subunidade  α  extracelular  de  seu 

receptor (IR), o que resulta na ativação da subunidade  intracelular β e sua decorrente auto 

fosforilação. Uma vez ativado, o IR fosforila diversos substratos intracelulares, incluindo uma 

família de proteínas conhecida como substrato para  IR  (IRS). Então, a  fosforilação de alvos 

intracelulares leva ao recrutamento e ativação de diversas proteínas e a iniciação de muitas 

cascatas de sinalização, dentre as quais as mais  importantes são a via da  fosfoinositídeo 3 

quinase  (PI3K) e a cascata da proteína quinase ativada por mitógeno  (MAPK)  (JOHNSTON; 

PIROLA; VAN OBBERGHEN, 2003).  A ativação da via da PI3K, por sua vez, induz a ativação da 

serina  treonina  quinase  Akt  (também  conhecida  como  PKB),  promovendo  sobrevivência 

neuronal ao inativar diretamente a maquinaria pró‐apoptótica (VAN DER HEIDE; RAMAKERS; 

SMIDT, 2006).  

Além disso, PI3K  / Akt ativado  fosforila e  inibe as duas  formas  citosólicas da GSK3 

(CROSS et al., 1995). Sabe‐se que a GSK3  controla a  formação de peptídeos de  βA, dessa 
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forma, a insulina consegue regular o desenvolvimento de peptídeos solúveis de APP através 

de sinalização dependente de PI3K (SOLANO et al., 2000). 

 

1.3	Metabolismo	Encefálico	na	DA	e	o	Modelo	da	STZ	

 

Diversos estudos confirmaram a diminuição do metabolismo encefálico precedente à 

deterioração  das  funções  cognitivas,  sugerindo  que  a  deficiência  energética  é  uma  das 

características reversíveis mais precoces da DA (revisado em HOYER, 1998). Anormalidades 

predominantes  no  metabolismo  encefálico  de  glicose  e  seu  controle  pela  sinalização 

neuronal  de  insulina  foram  encontrados  na  DA  esporádica  (DAE)  (FROLICH  et  al.,  1998; 

HOYER et al., 1991; HOYER, 2002, 2004),  levando à hipótese que a DAE  funcionaria como 

uma Diabetes Mellitus tipo II encefálica (HOYER, 1998). Uma incompatibilidade entre a ação 

da  insulina  e  a  função  do  próprio  IR,  incluindo  vias  intracelulares,  foi  proposta  no 

envolvimento da disfunção do  sistema de  insulina encefálica na DAE  (SALKOVIC‐PETRISIC; 

LACKOVIC, 2006).  

Considerando a presença de  insulina e  IR no encéfalo, um modelo experimental em 

ratos  foi desenvolvido usando estreptozotocina  (STZ) para  induzir disfunção do sistema de 

insulina  encefálico.  A  STZ  (uma  glicosaina  derivada  de  nitrosuréia)  é  uma  droga 

seletivamente tóxica às células B pancreáticas, induzindo assim Diabetes Tipo I, mas também 

é  utilizada  para  induzir  Diabetes  Insulino‐Independente  (tipo  II)  em  animais,  após 

administração  intravenosa  ou  intraperitoneal  em  ratos  (SZKUDELSKI,  2001).  A  injeção 

intracerebroventricular  (icv)  de  STZ  em  baixas  doses  não  altera,  no  entanto,  os  níveis 

plasmáticos  de  glicose  e  não  induz  DM, mas  altera  o metabolismo  de  glicose  encefálico 

(SALKOVIC‐PETRISIC  et  al.,  2006).  Considerando  os  papeis  importantes  da  insulina  no 

encéfalo, e que a deficiência na sinalização de insulina está relacionada tanto à DA quanto à 

DM,  a  injeção  icv  de  STZ  é  considerada  por muitos  autores  como  um modelo  da  DAE 

(BIESSELS; KAPPELLE, 2005; HENNEBERG; HOYER, 1995; HOYER, 2003; HOYER et al., 2004; 

SALKOVIC‐PETRISIC et al., 2006).  

A STZ é uma droga cuja toxicidade se dá basicamente por dois mecanismos primários 

(Figura  1). O  primeiro  deles  é  a  doação  de  radical  óxido  nítrico  (NO),  podendo  provocar 

alterações no estado nitro‐oxidativo da célula. Outro mecanismo de toxicidade é a metilação 
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direta  de  bases  nitrogenadas  do  DNA,  podendo  provocar  um  distúrbio  no  equilíbrio 

energético da célula por consumo de ATP e geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(LENZEN, 2008; SZKUDELSKI, 2001). Não há, no entanto, nenhum mecanismo descrito que 

explique a ação da STZ em doses subtóxicas para promoção de resistência insulínica. 

Perifericamente, a  toxicidade da STZ se  inicia quando a droga é  internalizada pelas 

células B pancreáticas por intermédio do transportador de glicose do tipo 2 (GLUT2) e induz 

morte celular por alquilação de DNA e ativação da poli‐ADP‐ribosilação. Como a STZ é um 

doador de óxido nítrico (NO), a participação do NO no efeito citotóxico da STZ também foi 

observada, bem como a geração de espécies reativas de oxigênio, que também contribuem 

para a fragmentação do DNA e evocam outras ações deletérias nas células. A ação da STZ na 

mitocôndria  resulta na  formação de  superóxido,  inibição do  ciclo do ácido  tricarboxílico e 

diminuição  substancial do  consumo de oxigênio pela mitocôndria,  limitando  fortemente a 

produção  de  ATP mitocondrial  (SZKUDELSKI,  2001).  O mecanismo  de  ação  da  droga  no 

sistema nervoso central, no entanto, ainda não foi elucidado. 

 
Figura 1  ‐ Mecanismo proposto de dano oxidativo e desbalanço energético provocado pela 

STZ 

 

A doação  espontânea do NO provoca  inibição da  aconitase  e  consequente diminuição do ATP mitocondrial 
(MIT ATP), elevando as concentrações de AMP. O AMP é substrato para a xantina oxidase (XOD), que passa a 
ter atividade aumentada e, por consequência, aumenta a produção de radicais superóxido. 
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Achados moleculares e comportamentais que seguem a perturbação do metabolismo 

de glicose e sinalização de insulina parecem mimetizar a DA, ao menos em alguns aspectos. 

A  administração  icv  de  STZ  vem  sendo  associada,  em  animais,  a mudanças morfológicas, 

moleculares  e  comportamentais  comparáveis  à  DA.  Essas  alterações  ocorrem  algumas 

semanas  após  a  injeção  e  perduram  por  períodos  indeterminados.  Muitos  autores 

descrevem aumento da expressão de GFAP principalmente em  regiões periventriculares e 

paraventriculares,  sugerindo  que  a  função  hipocampal  alterada  pode  resultar  de  uma 

inervação comprometida e dano direto nessa região  (SANTOS et al., 2012; SHOHAM et al., 

2006).  

Como mencionado anteriormente, as principais características da DA são a formação 

de placas  senis devido à acumulação de  βA e a  formação de emaranhados neurofibrilares 

devido à hiperfosforilação da proteína Tau (KAR et al., 2004). Foi observado que esse modelo 

aumenta a fosforilação da proteína Tau em diversas regiões do encéfalo do rato (CORREIA et 

al.,  2011; GASPARINI    et  al.,  2002;  SANTOS  et  al.,  2012),  aumenta  a  imunoreatividade  a 

marcadores  de  emaranhados  neurofibrilares  (DE  LA MONTE  et  al.,  2005),  e  aumenta  a 

expressão do peptídeo  βA  (DE  LA MONTE  et  al.,  2005;  SALKOVIC‐PETRISIC; HOYER,  2007; 

SANTOS et al., 2012), embora esses estudos não  tenham observado a  formação de placas 

senis. 

Dados  recentes  têm  sido  bastante  consistentes  em mostrar  os  déficits  cognitivos, 

aprendizagem e memória de curto e  longo prazo comprometidas no  labirinto aquático de 

Morris, após a administração  icv de STZ (GRÜNBLATT et al., 2006; LANNERT; HOYER, 1998; 

2006; SANTOS et al., 2012;  SHOHAM et al., 2006), que parece ser independente do número 

de injeções ou da dose de STZ administrada (revisado em SALKOVIC‐PETRISIC; HOYER, 2007).  

Existem,  no  entanto,  alguns  estudos  que  demonstram  que  doses menores  resultam  em 

déficit cognitivo menor (GRÜNBLATT et al., 2006; PRICKAERTSET et al., 2000). A  injeção  icv 

de  STZ  também  alterou  o  padrão  de  comportamento  em  outras  tarefas  de  memória, 

incluindo a esquiva passiva e o  labirinto em cruz elevado (ISHRAT et al., 2009; VEERENDRA 

KUMAR; GUPTA, 2003). 

Especificamente  relacionado  à  insulina  e  ao metabolismo  de  glicose, Duelli  (1994) 

mostrou  que  após  a  administração  icv  de  STZ,  houve  alteração  severa  na  utilização  de 

glicose,  e  diminuição  do metabolismo  energético  em  17  regiões  encefálicas.  Plaschke  e 



24 
 

 
 

Hoyer  (1993) mostraram que a atividade das principais enzimas da via glicolítica diminuiu 

drasticamente após a administração icv de STZ. Tanto o déficit energético quanto a redução 

na atividade da colina acetiltransferase (ChAT) (BLOKLAND; JOLLES, 1993; HELLWEGET et al. 

1992) podem ser a base biológica para a reduzida habilidade de aprendizagem e memória 

(LANNERT; HOYER, 1998).  

A administração central de STZ pode ter seus efeitos restritos a neurônios e neuroglia 

que  expressam GLUT  2. No  entanto,  a  STZ  pode  alcançar  o meio  intracelular  através  de 

outros  transportadores,  induzindo  efeitos  tóxicos  generalizados.  De  fato,  a  utilização  de 

inibidores de GLUT 2 associada à administração icv de STZ não foi capaz de suprimir o déficit 

de memória causado pela droga em ratos (GRUNBLATT et al., 2007), o que sugere que a STZ 

tem ações independentes do GLUT 2. 

Propõe‐se  que  a  sinalização  intracelular  de  insulina  pode  ser  regulada  por  EROs. 

Acredita‐se que a ação das EROs possa ser dicotômica (Figura 2). As vias mais influentes no 

mecanismo de estresse oxidativo são as relacionadas ao NF‐kB, JNK/SAPK, p38 MAPK  e  PKC 

(LOPES;  SILVA;  FORTUNATO,  2008).  Porém,  sabe‐se  que  agentes  oxidantes  podem  tanto 

possuir efeitos que mimetizam a ação da insulina, ao facilitar a fosforilação da subunidade β 

do receptor de insulina e, portanto, sua ativação, quanto também serem capazes de  induzir 

ação  insulínica  defeituosa  (NAVA et al., 2009). Uma das interações viáveis para a conversa 

entre a sinalização redox e a sinalização de  insulina poderiam ser uma família de proteínas 

fosfatases, as PTPs  (proteína  tirosina  fosfatases), que  são moduladas negativa por EROs o 

que, consequentemente, facilita respostas intracelulares  dependentes  de  fosforilação  em  

tirosina,  como  é  o  caso  da sinalização de insulina (PAPACONSTANTINOU, 2009). 
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Figura  2  ‐  Possíveis  interferências  na  cascata  de  sinalização  de  insulina  provocadas  por 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

 

Em  A,  o  papel  facilitador  é  explicado  pela  inibição  de  proteínas  fosfatases  que  normalmente  modulam 
negativamente a via (notar que essas fosfatases também se apresentam com atividade diminuída na DA). Em B, 
a ativação da cascata da MAP‐Kinase provoca inibição do receptor de insulina e seus substratos intracelulares 
(IRS) pela  fosforilação em  resíduos de  serina e  treonina. Além disso, espécies  reativas de nitrogênio  (ERNs) 
danificam os IRS, encaminhando‐os à degradação. 

 

Outros modelos  têm  sido usados na  tentativa de  induzir DAE,  como  injeção  icv de 

colchicina  (KUMAR et al., 2007) e  aplicação  subcutânea de  longo prazo de  corticosterona 

(HOYER;  LANNERT,  2008).  Esses  autores  também  observaram  alterações  histopatológicas, 

moleculares e comportamentais similares ao que é observado na DA, no entanto ainda há 

problemas  relacionados  à  utilização  desses  modelos  e  estudos  mais  aprofundados  são 

necessários para investigar seus efeitos. 

Como apontado por Salkovic‐Petrisic et al. (2011), carregar o gene mutado como um 

inevitável  ponto  de  partida  desde  o  início  faz  com  que  os  modelos  genéticos  de 

camundongos sejam  inapropriados para  investigar a causa,  instalação e decurso da DA em 

condições não associadas com a mutação do gene da APP. 

Estudos mais profundos são necessários para a compreensão total dos efeitos da STZ 

nas células do sistema nervoso central. De fato, o mecanismo de ação de doses subtóxicas 

de STZ em neurônios ainda não é devidamente elucidado.  Embora sua ação tóxica seja bem 
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conhecida, sua utilização como modelo para a DAE por indução de disfunção insulínica ainda 

carece de maiores explicações. 

A  hipótese  de  que  os  efeitos  subtóxicos  provocados  pela  STZ,  dentro  os  quais  as 

alterações na sinalização e responsividade à insulina, bem como modificação de marcadores 

biomoleculares  relacionados à DA  (hiperfosforilação de Tau e  β‐amilóide),  sejam causados 

por EROs encontra  respaldo nos  trabalhos que  indicam a produção destas espécies  como 

uma das primeiras formas de toxicidade da droga. 

Além  dos  trabalhos  que  estudam  o  mecanismo  de  ação  da  STZ,  vários  outros 

apontam  a  possibilidade  do  distúrbio  da  sinalização  intracelular  de  insulina  por  agentes 

oxidantes.  Nesse sentido, o estudo dos mecanismos intracelulares desencadeados por uma 

concentração  subtóxica de STZ pode  contribuir na elucidação de novos alvos  terapêuticos 

para a DA. 

 

1.4	Objetivos	

 

O  objetivo  deste  trabalho  é  determinar  as  alterações  induzidas  por  concentrações 

subtóxicas de  STZ em neurônios da  linhagem Neuro2A na produção  intracelular de EROs, 

procurando relacionar o estado redox da célula com  a  atividade  da  cascata  associada  ao  

receptor    de    insulina    (PI3K‐Akt)  através  da  verificação  o  estado  de  fosforilação  dos 

substratos da via.  

Além da produção  intracelular de EROs e capacidade de doação espontânea de NO 

pela droga, este estudo pretende averiguar a capacidade de indução de resistência insulínica 

pela  STZ  nas  células  utilizadas,  bem  como  a  influência  desse  fenômeno  na  indução  de 

neuritogênese por tratamento com NGF. 

 

	

	

	

	

	 	



27 
 

 
 

2	MATERIAIS	E	MÉTODOS	

 

2.1	Cultivo	de	Células	

 

Foi utilizada neste estudo a  linhagem celular Neuro‐2a   (Banco  de  Células  do  Rio 

de Janeiro, BCRJ, Rio de Janeiro, RJ), um clone derivado de um neuroblastoma espontâneo 

de camundongo. Essas células produzem grandes quantidades de proteínas do microtúbulo 

e da enzima de degradação da acetilcolina, a aceticolinesterase, e têm sido extensivamente 

utilizadas  como modelo neuronal  in  vitro  em  estudos  com diversos  agentes  indutores de 

toxicidade e morte celular gerados por estresse oxidativo. 

As células foram cultivadas em meio Dulbecco MEM (DMEM; Cultilab, Campinas, SP, 

Brasil) contendo 10 U.I./ml de penicilina, 10 µg/ml de estreptomicina e 10% de SFB, 2 mM de 

glutamina e 5,6 mM de glicose, em uma  incubadora com atmosfera umidificada a 37°C de 

5% de CO2  por 2 dias antes dos tratamentos com STZ. 

O tratamento com estreptozotocina (Sigma‐Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) foi feito 

preparando‐se a solução em meio de cultivo imediatamente anterior à utilização. 

 

2.2	Viabilidade	Celular	

 

2.2.1	Ensaio	de	viabilidade	celular:	redução	de	formazan	colorido	(MTT)	

 

O ensaio de MTT foi realizado como descrito por Mosmann (1983) e Hansen, Nielsen 

e Berg  (1989). Este método é baseado na habilidade de células viáveis de  converter o  sal 

tetrazolium  (MTT) para  formazan  colorido. A  viabilidade das  células  foi determinada pela 

adição de MTT (12 mM) na cultura celular Neuro‐2A. Após 2 h e 30 min de incubação a 37 oC, 

os  cristais  escuros  formados  foram  dissolvidos  adicionando DMSO,  e  a  absorbância  (abs) 

medida por um leitor de microplaca no comprimento de onda de 570 nm. 

Os  ensaios  de  redução  de  MTT  foram  realizados  com  quatro  concentrações 

diferentes (0,5; 5,0; 25 e 50 mM) e em diferentes períodos de incubação da droga (1, 2, 24 e 

48  horas).  Para  melhor  padronização,  esses  ensaios  foram  feitos  dissolvendo‐se  a 

estreptozotocina em meio de cultivo contendo diferentes concentrações de SFB (10 ou 1%). 
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2.2.2	Ensaio	de	viabilidade	celular:	liberação	de	lactato	desidrogenase	(LDH)	

 

A morte celular  foi avaliada também pela  liberação de LDH. A atividade de LDH em 

sobrenadantes  de  cultura  celular  foi  observada  através  de  um  teste  enzimático  descrito 

anteriormente  (DECKER;  LOHMANN‐MATTES,  1988).  Foi  utilizado  um  kit  de  detecção 

citotóxica  (Promega,  Madison,  EUA)  e  a  quantidade  de  LDH  liberada  pelas  células  foi 

detectada por um leitor de microplaca no comprimento de onda de 490 nm.  

Os ensaios de atividade de LDH foram feitos todos em incubação da droga em meio 

com soro reduzido (1%), com períodos equivalentes a 1, 2 e 24 horas. 

	

2.3	Medição	de	Óxido	Nítrico	por	Quimioluminescência	

 

A possibilidade de doação espontânea de óxido nítrico pela STZ  foi  investigada por 

quimioluminescência,  utilizando‐se  o  Sievers  Nitric  Oxide  Analyzer,  NOA  (GE Water  and 

Process Technologies, Boulder, CO, USA). 

Soluções de 50 mM da droga foram preparadas em meio de cultivo contendo 1% de 

SFB e congeladas a  ‐80 oC em períodos equivalentes a 15 minutos, 1, 6, 12, 24 e 48 horas 

após dissolução. 

A  detecção  se  baseia  na  reação  do NO  com  o  ozônio  (O3),  produzindo  dióxido  de 

nitrogênio (NO2) em um estado excitado e oxigênio molecular. O dióxido de nitrogênio, ao 

passar  de  seu  estado  excitado  para  o  estado  relaxado,  emite  quimuioluminescência 

infravermelha fraca acima de 600 nm. 

Todo o nitrito e nitrato presentes na solução são convertidos a NO por reação com 

solução saturada de cloreto de vanádio (VCl3, 8 mg/mL) em 0,8 M de HCl. As amostras são 

injetadas  diretamente  dentro  da  câmara  onde  ocorre  a  reação  de  redução  do  nitrito  e 

nitrato pelo cloreto de vanádio. A temperatura da câmara é mantida constante por fluxos de 

água. O NO produzido é carregado para a câmara de detecção (onde reagirá com o ozônio) 

por  um  fluxo  de  nitrogênio  constante  a  100 mL/min.  A  concentração  de NO  é  calculada 

comparando‐se com uma curva padrão de nitrito ou nitrato de sódio. Para a construção da 

curva padrão deste trabalho foram utilizadas concentrações crescentes de nitrato de sódio 

variando de 1 µM a 200 µM. 
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2.4	Ensaios	de	Western	Blotting	

 

A preparação das células foi baseada no protocolo descrito por Feinstein et al. (1994). 

As células foram coletadas em PBS gelado e centrifugadas a 2000 g X 5 minutos X 4 oC e o 

pellet  ressuspendido  em  tampão  de  lise  (HEPES  10  mM;  MgCl2  1,5  mM;  KCl  10  mM; 

leupeptina  2  µg/mL;  antipaína  2  µg/mL;  PMSF  0,5 mM)  e  incubado  em  gelo  durante  15 

minutos.  Foram  adicionados  em  seguida  10  µL  de  NP‐40  10%  com  agitação  vigorosa, 

centrifugando‐se a 11000 g por 20 minutos a 4 oC e o sobrenadante armazenado a –80 oC 

para posterior dosagem de proteína. O método usado é baseado no descrito por Laemmli, 

Beguin  e  Gujer‐Kellenberger  (1970).  As  proteínas  foram  ajustadas  na  concentração 

adequada com o tampão de amostra (0,125 M tris‐HCl; 4% de SDS; 20% v/v glicerol; 0,2 M 

de DTT; 0,02% de bromophenol blue; pH 6,8) e fervidas por 5 minutos a 95 oC. A dosagem de 

concentração de proteína  foi  avaliada  através do método de Bradford  (BRADFORD  et  al., 

1976)  utilizando  reagente  da  Bio‐Rad  Laboratories  (Hercules,  CA,  EUA)  e  subsequente 

medição da absorbância no comprimento de onda de 595 nm em um leitor de microplacas. 

A  comparação  com  uma  curva  padrão  de  albumina  (Bio‐Rad  Laboratories)  forneceu  a 

concentração de proteínas presente nas amostras. 

O conteúdo  total do meio de  reação  foi aplicado no gel de SDS‐poliacrilamida 10% 

[acrilamida/bisacrilamida  (5:1),  10%  SDS]  para  que  houvesse  a  separação  das  proteínas 

contidas na amostra. Para a eletroforese foi usado um tampão de corrida consistindo em 25 

mM de tris‐base; 0,192 M de glicina; 0,1% de SDS. A eletroforese foi desenvolvida por volta 

de  2  horas  a  100 V. Ao  final  da  corrida,  as  proteínas  separadas  e  contidas  no  gel  foram 

transferidas  eletroforeticamente  para  uma  membrana  de  nitrocelulose  por 

aproximadamente 2 horas a 50 V. Para a transferência foi usado tampão contendo 25 mM 

de tris‐base, 192 mM de glicina, 20% de metanol e água bidestilada. Após a transferência, as 

membranas foram deixadas overnight a 4 oC numa solução contendo TBS (100 mM tris‐base; 

0,9% NaCl   e água), 0,5% de  leite desnatado e 0,05% de  tween 20 para bloquear  ligações 

inespecíficas  com o anticorpo. Após essa etapa, as membranas  foram  lavadas 3 vezes em 

solução de  TTBS  (TBS; 0,1%  Tween 20) e  incubadas  com o  anticorpo primário diluído em 

TTBS por 2 horas ou overnight sob agitação  leve e constante. As membranas  foram então 
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novamente lavadas 3 vezes com TTBS e incubadas com o anticorpo secundário por 1 hora. A 

revelação foi feita através do kit de quimioluminescência ECL‐Amersham. 

 

2.4.1	Avaliação	da	cinética	de	sinalização	do	receptor	de	insulina	

 

Para avaliar o perfil de ativação da via PI3K / Akt quando sob o estímulo de 100 nM 

de  insulina (Sigma‐Aldrich, St Louis, EUA), as células foram semeadas em placas de cultura, 

cultivadas  em meio  completo por  24 horas  e  então mantidas  em  soro privação  (0%  SFB) 

durante outras 24 horas. O estímulo (100 nM de insulina) foi feito em meio igualmente sem 

soro. As células foram coletadas para blotting em períodos equivalentes a 5, 10, 15, 20 e 30 

minutos após o estímulo. Nos experimentos realizados com estimulação de insulina e coleta 

de material para blotting em períodos curtos  (menos de 1 hora), as células  foram  lavadas 

duas  vezes  com  PBS  gelado  na  própria  placa  de  cultivo,  onde  também  foi  feita  a  lise 

completa das células. 

 

2.4.2	Acompanhamento	do	estado	de	fosforilação	da	Akt	e	GSK3‐β		

 

Para  avaliar o potencial da esteptozotocina em  influenciar a  cascata de  insulina, o 

estado de fosforilação da Akt e da GSK3‐β foram acompanhados em períodos curtos (1, 2 e 3 

h) de incubação com diferentes concentrações da droga (0,5 e 5,0 mM), utilizando‐se, para 

tanto, anticorpos primários disponíveis comercialmente anti Akt e anti‐p‐Akt (Ser 473) (Santa 

Cruz Biotechnology,  Inc,  Santa Cruz, CA) e  anti GSK3‐β e  anti p‐GSK3‐α/β  (Ser 21/9)  (Cell 

Signaling Technology, Inc, Danvers, MA). 

Para a averiguação da participação do óxido nítrico doado pela STZ na  indução dos 

efeitos  observados,  um  tratamento  conjunto  de  STZ  com  1 mM  de  Carboxi‐PTIO  (Sigma‐

Aldrich, St Louis, EUA) foi realizado obedecendo‐se os mesmos períodos. Após incubação, as 

células foram igualmente colhidas para ensaio de western blotting. 

 

2.4.3	Desafio	de	insulina	

 

O  teste  funcional  da  sinalização  de  insulina  foi  feto  após  incubação  das  células 

durante 48 horas a concentrações de 0,5 e 5,0 mM de STZ. Após esse período, as células 
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foram desafiadas com 100 nM de insulina e o material colhido para blotting. Foi feita então a 

comparação entre os níveis de fosforilação de Akt e GSK3‐β entre as células estimuladas com 

insulina e as células não estimuladas, nos diferentes tratamentos de STZ. 

A participação do NO na  indução de resistência  insulínica pelo tratamento com STZ 

foi testada fazendo‐se tratamento conjunto com 1 mM de carboxi‐PTIO (durante as 48 horas 

do  estímulo)  e  procedendo‐se  às mesmas  etapas  de  desafio  com  a  insulina  e  coleta  de 

material para blotting. 

 

2.4.4	Indução	de	resistência	insulínica	

 

Como  controle  positivo  de  resistência  insulínica  foi  adaptado  protocolo  descrito 

anteriormente por Gupta, Bisht e Dey, 2012. As células depois de semeadas e cultivadas por 

24 horas em meio de cultivo completo (10% SFB) foram submetidas a tratamento com meio 

DMEM sem soro acrescido de 100 nM de  insulina durante 48 horas, com  troca do meio a 

cada 12 horas. Ao fim desse período as células foram desafiadas com 100 nM de insulina e, 

após  10  minutos,  o  material  foi  colhido  para  blotting  e  o  estado  fosforilativo  da  Akt 

comparado. 

 

2.5	Medição	de	EROs	por	Fluorimetria	em	Citometria	de	Fluxo	

 

Para avaliação da produção de espécies  reativas de oxigênio  foi escolhido utilizar a 

sonda fluorescente dihidroetidina (DHE) (Sigma‐Aldrich, St Louis, EUA), mais específica para 

superóxido. A DHE é uma sonda permeante que apresenta uma coloração azul no citoplasma 

da  célula. Quando  oxidada,  ela  intercala  no DNA  da  célula,  apresentando  uma  coloração 

vermelha fluorescente intensa. 

A dosagem de espécies  reativas de oxigênio pela utilização de DHE  foi  realizada da 

seguinte  forma.  Após  tratamento  com  STZ  (1,  2,  3,  6,  24  ou  48  horas),  as  células  foram 

incubadas com 5 µM de DHE em meio  sem  soro durante 30 minutos em  incubadora com 

atmosfera umidificada a 37 °C de 5% de CO2. Após esse período, ao abrigo da luz, as células 

foram  lavadas duas vezes com PBS (NaCl 8g/L, KCl 0,2g/L, Na2HPO4 2,16g/L, KH2PO4 0,2g/L) 

gelado e descoladas da placa de cultivo por digestão com tripsina (Gibco, Life Technologies 

Corporation) 0,05% durante 5 min, depois dos quais a tripsina foi neutralizada por adição de 
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meio  contendo 10% de  SFB. As  células  foram  colhidas em microtubos de  centrifugação e 

submetidas  a  2000  g  durante  10 minutos,  ressuspendidas  em  PBS  gelado  e  novamente 

centrifugadas para lavagem e, por fim, ressuspendidas em PBS gelado + 2% de FBS. 

A  suspensão de células passou por cell  strainer de 70 µm e colhidas em  tubo para 

citômetro, onde foram mantidas em gelo e ao abrigo da luz até a passagem no citômetro, e 

imediatamente levadas para o aparelho. 

Para a análise no citômetro, foi utilizado o canal FL‐2 para a detecção do PE. A análise 

foi determinada por citometria de fluxo (citômetro FACSCanto II, BD Biosciences) dentro dos 

gates FSC e SSC. Pelo menos 10 000 eventos  foram obtidos de  cada amostra e as  células 

foram analisadas usando o software FlowJo (Tree Star, inc St, Ashland, OR, USA) 

 

2.6	Ensaio	de	Imunofluorescência	

 

Após cultivo em lamínulas (1,0 x 104 células por lamínula redonda de 13 mm), o meio 

foi  retirado  e  as  células  lavadas  3X  em  PBS  gelado  e  fixadas  com metanol  100%  por  20 

minutos a 4 oC. Após esse período as células foram novamente lavadas em PBS e incubadas 

com soro de bloqueio  (PBS + 0,05% Triton X‐100 + 5% de soro normal de burro) por duas 

horas.  Foi  retirado  o  excesso  de  soro  de  bloqueio  e  as  células  incubadas  em  solução  do 

anticorpo primário (solução de bloqueio + anticorpo primário) overnight. Para as marcações 

realizadas neste trabalho e avaliação de neuritos, o anticorpo utilizado foi contra α‐tubulina 

(Cell Signaling Technology, Inc, Danvers, MA). As células foram então lavadas com solução de 

bloqueio,  incubadas com solução de anticorpo secundário  (PBS + Triton X‐100 + anticorpo 

secundário correspondente) durante 2 horas em temperatura ambiente ao abrigo da  luz e 

sob agitação. Após lavagem com PBS, as células foram finalmente incubadas com solução de 

DAPI feita em PBS + Triton X‐100 por 15 minutos, lavadas e as lâminas montadas utilizando 

glicerol carbonato como meio de montagem. 

Para  a  captura  das  imagens  foi  utilizado  um microscópio Nikon  Eclipse  80i  (Nikon 

Instrument  Inc.,  Melville,  NY,  EUA),  máquina  Nikon  Digital  Camera  DXM  1200C  (Nikon 

Instrument  Inc., Melville, NY,  EUA)  e  o  software  de  imagem  utilizado  foi  o NIS‐Elements 

Advanced Research 2,30 2006 (Nikon Instrument Inc., Melville, NY, EUA). Foram capturados 

6 campos representativos de cada lamínula, todos em objetiva de 40X. 
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2.6.1	Tratamento	com	NGF	

 

Para promover neuritogênese, as células foram tratadas com NGF, 10 ng/mL, durante 

48 horas em meio contendo 2% de SFB e 1% de soro de cavalo. 
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3	RESULTADOS	

 

3.1	Viabilidade	Celular	(MTT)	

 

Os  testes  de  viabilidade  celular  utilizando  MTT  foram  feitos  em  duas  condições 

diferentes.  Inicialmente  o  teste  foi  realizado  dissolvendo‐se  a  STZ  em  meio  de  cultivo 

contendo  10%  de  soro  fetal  bovino.  Foram  testadas  quatro  concentrações  diferentes  da 

droga (0,5, 5,0, 25 e 50 mM) e diferentes períodos de incubação. 

Para  avaliação  nos  períodos  de  uma  e  duas  horas  foram  feitos  3  experimentos 

independentes,  cada  qual  com  um  n  =  4.  Os  experimentos  referentes  a  24  horas  de 

incubação foram replicados duas vezes, cada qual com o mesmo número de amostras (n=4). 

Os experimentos  referentes a 48 horas  foram  replicados 4  vezes,  também  com o mesmo 

número de amostras (n=4). 

Em  períodos  inferiores  a  48  horas  podemos  ver  que  a menor  dose  utilizada  não 

apresenta diferença estatística relevante em comparação ao grupo controle. A partir de 48 

horas,  no  entanto,  aparentemente  existe  diminuição  na  reação  de  redução  do  MTT, 

indicando provavelmente morte celular. 
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Figura  3  ‐  Efeitos  de  diversas  concentrações  de  STZ  na  viabilidade  de  células  Neuro2A 
avaliada pela redução de MTT 

 

Avaliação feita em diferentes períodos de  incubação, na presença de 10% de soro fetal bovino. Os resultados 
apresentados consideram o grupo controle como 100% de viabilidade. Os resultados destacados representam 
diferença estatisticamente significante comparando‐se com o grupo controle. (** = p<0,01 ; *** = p<0,001). 

 

Tabela 1 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes ao ensaio de redução de 
MTT na presença de soro fetal bovino 

  1 Hora 2 Horas 24 Horas 48 Horas 

CTL vs 0,5mM  ‐ ‐ ‐ p < 0,001 

CTL vs 5,0mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,01 p < 0,001 

CTL vs 25mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

CTL vs 50mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

0,5mM vs 5,0mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,05 

0,5mM vs 25mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

0,5mM vs 50mM  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

5,0mM vs 25mM  ‐ p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

5,0mM vs 50mM  p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

25mM vs 50mM  ‐ ‐ p < 0,001 ‐ 

 

  Os mesmos  testes  foram  realizados utilizando‐se meio de  cultura  com  soro 

reduzido (1%) para a diluição da droga. 
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Figura  4  ‐  Efeitos  de  diversas  concentrações  de  STZ  na  viabilidade  de  células  Neuro2A 
avaliada pela redução de MTT 

 

Avaliação  feita em diferentes períodos de  incubação, na ausência de 1% de soro  fetal bovino. Os  resultados 
apresentados consideram o grupo controle como 100% de viabilidade. Os resultados destacados representam 
diferença estatisticamente significante comparando‐se com o grupo controle. ( *** = p<0,001) 

 
  Os  valores  obtidos  para  período  de  incubação  de  2  horas  são  referentes  a  3 

experimentos independentes, todos realizados com n=4. Já os de 24 horas são referentes a 

dois experimentos independentes, também com n=4 em cada experimento. 

Nessas condições podemos perceber que, nos períodos avaliados, concentrações de 

até 5,0 mM não provocam qualquer alteração na quantidade de MTT reduzido pelas células. 

 
Tabela 2 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes ao ensaio de redução de 

MTT na ausência parcial de soro fetal bovino 

  2 Horas  24 Horas 

CTL vs 0,5mM  ‐  ‐ 

CTL vs 5,0mM  ‐  ‐ 

CTL vs 25mM  p < 0,001  p < 0,001 

CTL vs 50mM  p < 0,001  p < 0,001 

0,5mM vs 5,0mM  ‐  ‐ 

0,5mM vs 25mM  p < 0,001  p < 0,001 

0,5mM vs 50mM  p < 0,001  p < 0,001 

5,0mM vs 25mM  p < 0,001  p < 0,001 

5,0mM vs 50mM  p < 0,001  p < 0,001 

25mM vs 50mM  ‐  p < 0,001 
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3.2	Citotoxicidade	(LDH)	

 

Para  avaliar  a  citotoxicidade de diferentes  concentrações da droga,  foi  realizado o 

ensaio  enzimático  do  LDH.  Para  este  ensaio, As  células  foram  incubadas  com  solução  de 

cultivo com 1% de soro fetal bovino contendo diferentes concentrações de STZ. 

A  liberação  da  enzima  no meio  de  cultura  foi  avaliada  em  diferentes  períodos  de 

incubação  com  a  droga. Os  resultados  apresentados  na  figura  5  indicam  a  citotoxicidade 

como  porcentagem  de  células mortas  comparadas  a  um  controle  positivo  equivalente  a 

100% de morte. 

 
Figura 5 ‐ Efeitos de diversas concentrações de STZ na viabilidade de células Neuro2A 

 
Avaliação feita pela liberação de LDH no meio de cultura, em diferentes períodos de incubação, na presença de 
1% de soro  fetal bovino. O valor máximo  (100% de citotoxicidade)  foi avaliado medindo‐se a quantidade de 
atividade da enzima  LDH presente no meio de  cultura de um  lisado de  células em número equivalente aos 
outros grupos.  Os resultados destacados representam diferença estatisticamente significante comparando‐se 
com o grupo controle. ( *** = p<0,001) 
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Todos os valores de citotoxicidade obtidos com os ensaios de atividade de LDH foram 

alcançados compilando‐se os resultados de 3 experimentos  independentes, todos com n=4 

em cada experimento. 

Considerando‐se os períodos avaliados, é possível verificar que apenas concentrações 

iguais  ou  superiores  a  25  mM,  presentes  no  mínimo  por  um  período  de  24  horas, 

apresentam‐se citotóxicas às células Neuro2A. 

 

Tabela  3  ‐  Resultados  da  análise  de  variânicia  (ANOVA)  referentes  ao  ensaio  de 
citotoxicidade (liberação de LDH) 

1 Hora  2 Horas  24 Horas 

CTL vs 0,5mM ‐  ‐  ‐ 

CTL vs 5,0mM ‐  ‐  ‐ 

CTL vs 25mM ‐  ‐  p < 0,001 

CTL vs 50mM ‐  ‐  p < 0,001 

0,5mM vs 5,0mM ‐  ‐  ‐ 

0,5mM vs 25mM ‐  ‐  p < 0,001 

0,5mM vs 50mM ‐  ‐  p < 0,001 

5,0mM vs 25mM ‐  ‐  p < 0,001 

5,0mM vs 50mM ‐  ‐  p < 0,001 

25mM vs 50mM ‐  ‐  p < 0,001 

 

3.3	Doação	Espontânea	de	NO	

 

A doação espontânea de NO no meio de cultura foi avaliada em diferentes períodos 

de incubação com a droga (15 minutos, 1, 6, 12, 24 e 48 horas). Os resultados apresentados 

no quadro 2 indicam a concentração de NO presente nas amostras nos respectivos períodos 

de dissolução 
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Quadro 2 ‐ Concentrações de NO calculadas em diferentes períodos após dissolução da STZ 
em meio de cultura 

15 Min  1 Hora  6 Horas  12 Horas  24 Horas  48 Horas 

1a 29 980  12,8  6,4  ‐  ‐  ‐ 

1b 27 530  18,2  4,2  ‐  ‐  ‐ 

Média 28 755  15,5 5,3 ‐  ‐  ‐ 

2a 30 230  20,4  2,4  ‐  ‐  ‐ 

2b 28 540  22,1  1,5  ‐  ‐  ‐ 

Média 29 385  21,25 1,95 ‐  ‐  ‐ 

3a 31 430  24,2  3,2  ‐  ‐  ‐ 

3b 29 790  23,8  1,8  ‐  ‐  ‐ 

Média 30 610  24 2,5 ‐  ‐  ‐ 

Média Total 29 583  20,25  3,25  ‐  ‐  ‐ 

Os  valores  apresentados  referem‐se  a  concentrações  em  µM,  calculadas  descontando‐se  valor  obtido  com 
solução sem STZ 

 
A  formação  de  nitrito/nitrato  em  períodos  curtos  de  dissolução  da  STZ  é 

extremamente alta. Vemos que em 15 minutos foi detectada uma concentração equivalente 

a 29,5 mM de nitrito/nitrato no meio de  cultura no qual  foi diluído  50 mM de  STZ.  Essa 

concentração  também  cai  rapidamente  (média  de  20,25 µM  em  1  hora  e  3,25 µM  em  6 

horas) e já não é mais detectável em períodos maiores que seis horas. 

 

3.4	Western	Blotting	

 

3.4.1	Estado	de	fosforilação	da	Akt	e	GSK3‐β	

 

Com o  intuito de  averiguar  se  a  STZ é  capaz de modular o estado  fosforilativo de 

enzimas  relacionadas  à  sinalização  intracelular  de  insulina,  foi  feito  ensaio  de  western 

blotting contra Akt e p‐Akt em períodos agudos de  incubação de diferentes concentrações 

da droga. 

Para todos os resultados apresentados o n é igual a 4. 

É  possível  verificar  que,  em  uma  hora,  nenhuma  concentração  utilizada  da  droga 

provocou qualquer alteração no estado de fosforilação da Akt. 
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Figura  6  ‐  Efeitos  de  concentrações  subtóxicas  de  STZ  na  expressão  de  Akt  e  sua  forma 
fosforilada uma hora após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. 

 

Os mesmos  testes  foram  realizados após duas horas de  incubação da droga. Neste 

caso também o n é igual a 4. 

No  período  de  duas  horas  não  houve  também  qualquer  alteração  nos  níveis  de 

fosforilação  da Akt,  sugerindo  que  a  droga,  nesses  períodos  e  condições  não  é  capaz  de 

alterar a sinalização intracelular de insulina. 

P‐Akt 

Akt 

B‐Actina 
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Figura  7  ‐  Efeitos  de  concentrações  subtóxicas  de  STZ  na  expressão  de  Akt  e  sua  forma 
fosforilada duas horas após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. 

 

  De  forma  semelhante  os  mesmos  testes  foram  realizados  após  três  horas  de 

incubação  com  a  STZ.  Novamente,  foram  realizados  4  experimentos  independentes  e  os 

resultados são apresentados na figura 8. 

P‐Akt 

Akt 
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Figura  8  ‐  Efeitos  de  concentrações  subtóxicas  de  STZ  na  expressão  de  Akt  e  sua  forma 
fosforilada três horas após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. 

 

  Como observado, o estado de fosforilação da Akt não é afetado pela STZ, pelo menos 

em nenhum período  analisado. No entanto, para  a  investigação de  inativação da Akt por 

nitrosilação  foram  feitos  experimentos  para  avaliação  da  fosforilação  da  enzima  GSK3‐β, 

substrato da Akt. 

Nas figuras 9, 10 e 11 estão representados os resultados de western blotting para a 

proteína  GSK3‐β  e  sua  forma  fosforilada,  em  períodos  equivalentes  a  1,  2  e  3  horas  de 

tratamento com a STZ. Na tabela 4 são apresentados os resultados estatísticos referentes à 

análise por ANOVA e pós‐teste de Tukey. 

Para esses experimentos foram escolhidas apenas duas doses de STZ, equivalentes a 

0,5 e 5,0 mM. 
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Figura 9  ‐ Efeitos de concentrações subtóxicas de STZ na expressão de GSK3‐β e sua  forma 
fosforilada uma hora após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. 

 

Figura 10 ‐ Efeitos de concentrações subtóxicas de STZ na expressão de GSK3‐β e sua forma 
fosforilada duas horas após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. Os resultados 
destacados  representam diferença estatisticamente  significante  comparando‐se  com o grupo  controle.  ( * = 
p<0,05) 
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Figura 11 ‐ Efeitos de concentrações subtóxicas de STZ na expressão de GSK3‐β e sua forma 
fosforilada três horas após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. Os resultados 
destacados  representam diferença estatisticamente  significante  comparando‐se  com o grupo  controle.  ( * = 
p<0,05, **=p<0,01) 

 

Tabela 4  ‐ Resultados da análise de variânicia  (ANOVA)  referentes à  razão de p‐ GSK3‐β  / 
GSK3‐β após diferentes períodos de tratamento com estreptozotocina 

1 Hora  2 Horas  3 Horas 

CTL vs 0,5mM ‐  ‐  p<0,05 

CTL vs 5,0mM ‐  p<0,05  p<0,01 

0,5mM vs 5,0mM ‐  ‐  ‐ 

   

  Embora  em  1  hora  de  tratamento  a  STZ  não  seja  capaz  de  alterar  o  nível  de 

fosforilação  da  GSK3‐β,  podemos  ver  claramente  que  em  períodos  maiores  ocorre 

diminuição  crescente  de  fosforilação  da  enzima.  No  período  equivalente  a  3  horas  a 

diferença ocorre para ambas as doses utilizadas no experimento.  

  A menor  fosforilação da GSK3‐β no  resíduo Ser 9 pode corresponder a uma menor 

atividade da quinase responsável por sua fosforilação, a Akt. Considerando que os níveis de 

P‐GSK 
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fosforilação  da  Akt  não  sofreram  alterações  nos  períodos  analisados,  é  possível  que  a 

diminuição de  sua atividade  tenha  sido causada por outros mecanismos. Nesse  sentido, a 

nitrosilação  da Akt  e  sua  consequente  inativação  torna‐se  uma  opção  viável,  visto  que  a 

droga é capaz de liberar NO espontaneamente. 

  Para averiguar a participação do NO nas alterações de  fosforilação da GSK3‐β pela 

STZ, os mesmos experimentos foram realizados fazendo tratamento conjunto de STZ com o 

sequestrante de NO carboxi‐PTIO. Os resultados são representados na figura 12. 

 

Figura 12 ‐ Efeito do tratamento simultâneo de STZ e carboxi‐PTIO sobre a expressão de p‐
GSK3‐β em diferentes períodos após o estímulo da droga 

 
Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizandos pelos controles. 

 

  É evidente que a STZ perde sua capacidade de modular a fosforilação da GSK3‐β uma 

vez que o NO é retirado do cenário, sugerindo assim que o radical  livre é responsável pela 

nitrosilação e inativação da Akt. 
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3.4.2	Cinética	da	sinalização	do	receptor	de	insulina	

 

Esse experimento foi realizado com a finalidade de identificar o pico no qual se tem a 

maior fosforilação (ativação) da Akt após estímulo com 100 nM de insulina. Após 24 horas de 

soroprivação,  foi  feito  estímulo  com  100  nM  de  insulina  e  o  estado  de  fosforilação  da 

proteína Akt atestado em diferentes períodos (5, 10, 15, 20 e 30 minutos após exposição ao 

hormônio). 

Foram  feitos  três  experimentos  independentes,  cada  qual  em  duplicata.  Os 

resultados estão representados na figura 13 e na tabela 5. 

 
Figura 13‐ Estado de fosforilação da proteína Akt em diferentes períodos após estímulo com 

insulina 

   

Células em soroprivação durante 24 horas foram desafiadas com 100nM de insulina e as concentrações de p‐
Akt  foram medidas por Western Blotting 5, 10,  15, 20  e  30 minutos  após o  estímulo  com o hormônio. Os 
valores estão apresentados como densidade óptica relativa, normalizados pelos controles. Comparações feitas 
vs, grupo controle (*** = p < 0,001) 
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Tabela 5 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes à fosforilação da proteína 
Akt por estímulo de insulina 

Nível Descritivo 

CTL vs 5min p<0,001 

CTL vs 10min p<0,001 

CTL vs 15min p<0,001 

CTL vs 20min ‐ 

CTL vs 30min ‐ 

5min vs 10min p<0,001 

5min vs 15min ‐ 

5min vs 20min p<0,001 

5min vs 30min p<0,001 

10min vs 15min p<0,001 

10min vs 20min p<0,001 

10min vs 30min p<0,001 

15min vs 20min p<0,001 

15min vs 30min p<0,001 

20min vs 30min ‐ 

 

Com  base  nesse  experimento  foi  possível  identificar  que o melhor  período  para  a 

coleta do material após o estímulo com insulina, para as células Neuro‐2A cultivadas nessas 

condições, é de 10 minutos. 

 

3.4.3	Desafio	de	insulina	

 

A  sensibilidade  à  insulina  só  pode  ser  testada  fazendo‐se  um  ensaio  funcional  do 

receptor de insulina e da maquinaria intracelular necessária para o encadeamento do sinal. 

Para  tanto,  as  células  foram  submetidas  a  um  tratamento  com  estreptozotocina  por  um 

período equivalente a 48 horas, período durante o qual  ficaram privadas parcialmente de 

soro (1% SFB). 

Após  esse  período,  um  grupo  foi  estimulado  com  insulina,  enquanto  outro  grupo 

permaneceu  nas  mesmas  condições.  O  material  colhido  foi  analisado  com  relação  à 

concentração de Akt fosforilada. 

O n para esses experimentos foi igual a 4. 
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Figura 14 ‐ Efeitos de concentrações subtóxicas de estreptozotocina sobre a responsividade 

à insulina 

 
Células  tratadas durante 48 horas  com estreptozotocina em  soroprivação  arcial  (1%  SFB)  foram desafiadas 
com 100nM de  insulina e as concentrações de Akt e p‐Akt  foram medidas por Western Blotting 10 minutos 
após  o  estímulo  com  o  hormônio.  Os  valores  estão  apresentados  como  densidade  óptica  relativa, 
normalizados pelos controles. (**=p<0,01) 

 

A responsividade à insulina é verificada comparando‐se o grupo não estimulado com 

insulina (‐) com o seu respectivo grupo estimulado (+). Como podemos ver na relação p‐Akt / 

Akt do grupo controle (CTL) e do grupo tratado com 0,5 mM de STZ, o estímulo com 100 nM 

de  insulina é capaz de provocar aumento na concentração de Akt fosforilada dentro de 10 

minutos de estímulo. Não houve, no entanto, diferença estatística entre o grupo estimulado 

e o grupo não estimulado das células tratadas com 5,0 mM de STZ o que poderia indicar que 

esse  tratamento  provoca  diminuição  da  sensibilidade  à  insulina.  No  entanto,  não  houve 

diferença entre o grupo 0,5mM (+) e o grupo CTL (+). 
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Tabela 6 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes à razão de fosforilação nos 
diferentes grupos de desafio à insulina 

p‐Akt  Akt  p‐Akt / Akt 

CTL- vs CTL+ ‐  ‐  p<0,01 

0,5mM-- vs 0,5mM+ p<0,01  ‐  p<0,01 

5,0mM-- vs 0,5mM+ ‐  ‐  ‐ 

 

  Igualmente,  para  avaliar  a  participação  do  NO  na  indução  desse  fenômeno, 

tratamento conjunto de STZ e carboxi‐PTIO foi realizado e, ao final de 48 horas, feito desafio 

à insulina e material colhido para blotting, novamente avaliando o estado de fosforilação da 

Akt como parâmetro de respinsividade ao hormônio. 

  Os  resultados apresentados na  figura 15 e na  tabela 7 correspondem a análise por 

ANOVA de resultados de 6 experimentos independentes. 

 

Figura 15  ‐ Efeitos de tratamento conjunto de STZ e carboxi‐PTIO sobre a responsividade à 
insulina 

 
Células  tratadas durante 48 horas  com STZ em  soroprivação arcial  (1% SFB) e 1mM de  carboxi‐PTIO  foram 
desafiadas com 100nM de insulina e as concentrações de Akt e p‐Akt foram medidas por Western Blotting 10 
minutos  após o estímulo  com o hormônio. Os  valores estão  apresentados  como densidade óptica  relativa, 
normalizados pelos controles. (**=p<0,01) 
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Tabela 7 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes à razão de fosforilação nos 
diferentes grupos de desafio à insulina em tratamento conjunto de STZ e carboxi‐
PTIO 

p‐Akt  Akt  p‐Akt / Akt 

CTL- vs CTL+ p<0,01  ‐  p<0,001 

0,5mM-- vs 0,5mM+ ‐  ‐  ‐ 

5,0mM-- vs 0,5mM+ ‐  ‐  ‐ 

 

  Também  no  processo  de  indução  de  resistência  insulínica  podemos  ver  que  o NO 

liberado  espontaneamente  pela  STZ  desempenha  papel  crucial  nesse  processo.  Sua 

inativação por sequestro pela carboxi‐PTIO é capaz de reverter o fenômeno de  indução de 

resistência  insulínica,  demonstrando  que  o  NO  desempenha  uma  função  importante  na 

resistência à insulina induzida pela STZ. 

 

3.4.4	Indução	de	resistência	insulínica	

 

Para  uso  como  controle  positivo  nos  experimentos  de  imunofluorescência,  foi 

necessária  a  padronização  de  um  tratamento  que  induzisse  apenas  resistência  insulínica. 

Para tanto, as células foram tratadas por 48 horas em meio sem soro na presença de 100 nM 

de  insulina. Após esse período  foi  feito o desafio ao hormônio e a  responsividade medida 

com avaliação da fosforilação da proteína Akt. Os resultados estão representados na figura 

16. 

Para esses  resultados  foram  realizados dois experimentos  independentes,  cada um 

em triplicata. 

O sucesso do tratamento se mostra ao compararmos, dentro do grupo cronicamente 

tratado com  insulina, as células estimuladas com  insulina com as células não estimuladas. 

Percebe‐se  que  não  há  diferença  estatística  na  fosforilação  da  Akt  entre  esses  grupos, 

indicando falta de responsividade dessas células ao hormônio. 
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Figura 16 ‐ Efeitos do tratamento crônico com 100nM de insulina sobre a responsividade ao 
hormônio 

 
Células  tratadas durante 48 horas com 100nM de  insulina em soroprivação, com meio  trocado de 12 em 12 
horas, foram desafiadas com 100nM de insulina e a forma fosforilada da Akt foi  medida por Western Blotting 
10 minutos após o estímulo com o hormônio. Os valores estão apresentados como densidade óptica relativa, 
normalizados pelos controles. (*** = p < 0,001) 

 

3.5	Avaliação	de	EROs	por	DHE	e	Citometria	de	Fluxo	

 

A  figura  17  (painéis  A,  B  e  C) mostra  a  seleção  das  populações  para  a  análise  da 

fluorescência. Em A é selecionada a população de células cujo tamanho e complexidade são 

mais  representativos e  assim  são excluídos debris e  artefatos. Em B,  a  comparação entre 

altura (FSC‐H) e área (FSC‐A) dos eventos permite que sejam excluídos doublets e mantemos 

então  a  seleção  de  eventos  correspondentes  somente  a  células  únicas  e  viáveis.  Para  a 

construção desses gráficos (figura 19, painéis A, B e C) foram utilizadas células Neuro2‐A não 
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tratadas com STZ nem marcadas com DHE. Os painéis D a I são dot plots dos diversos grupos 

analisados marcados com DHE (Controle, 1, 2, 6, 24 e 48 horas de STZ, respectivamente).  

 

Figura  17  ‐  Efeitos morfológicos do  tratamento de  STZ em diversos  tempos de  incubação 
sobre células Neuro2‐A 

 
Em A temos a seleção de células viáveis, em B a exclusão de doublets e em C a exclusão da auto fluorescência 
das  células Neuro2‐A.  Em D‐I  estão  representados os  tratamentos  (Controle, 1,  2, 6,  24  e 48 horas de  STZ 
5,0mM, respectivamente) 

 
  Na figura 18 podemos ver os histogramas das  intensidades de fluorescência para os 

diferentes tratamentos utilizados. Em A está representado o resultado de um grupo controle 

(foram  feitos grupos controles para cada período de  incubação com a STZ, é representado 

somente o grupo controle de 1 hora de incubação aqui), em B o grupo tratado com STZ por 1 

hora, em C 2 horas de tratamento, em D 6 horas, E 24 horas e F 48 horas. 
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Figura  18  ‐  Níveis  de  fluorescência  de  marcação  com  DHE  após  tratamento  de 
estreptozotocina em diferentes tempos de incubação com a droga 

 
A – controle 1 hora; B – STZ 1 hora; C – STZ 2 horas; D – STZ 6 horas; E – STZ 24 horas; F – STZ 48 horas. 

 
Figura 19 ‐ Médias de fluorescência do DHE em diferentes períodos de tratamento com STZ. 

 
*** = p<0,001 
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Como podemos ver, a partir de 6 horas já é possível ver um desvio para a direita na 

intensidade de fluorescência, indicando que a partir desse período há formação de espécies 

reativas de oxigênio. A fluorescência (e a presença de EROs) aumenta gradativamente até as 

48 horas. A  figura 19  resume as médias de  fluorescência para  cada grupo e as diferenças 

estatísticas estão representadas na tabela 8. 

 

Tabela 8 ‐ Resultados da análise de variânicia (ANOVA) referentes às médias de intensidade 
de  fluorescência  de  DHE  em  diferentes  tempos  de  tratamento  com 
estreptozotocina 

Nível Descritivo 

CTL 6h vs 5,0mM 6h p<0,001 

CTL 24h vs 5,0mM 24h p<0,001 

CTL 48h vs 5,0mM 48h p<0,001 

5,0mM 6h vs 5,0mM 24h p<0,001 

5,0mM 6h vs 5,0mM 48h p<0,001 

5,0mM 24h vs 5,0mM 48h p<0,001 

 

3.6	Indução	de	Neuritogênese	e	Imunofluorescência	

 

Considerando  a  neuritogênese  um  processo  importante  para  a  formação  e 

consolidação  de memória,  foi  testada  a  habilidade  da  STZ  em  impedir  a  neuritogênese 

induzida por tratamento com NGF  (10 ng/mL, 48 horas, em meio com 2% de SFB e 1% de 

soro de  cavalo). A marcação para a avaliação dos neuritos  foi  feita  com anticorpo anti  α‐

tubulina. 

Todas as células  foram  semeadas em densidade  igual, mantidas 24 horas em meio 

DMEN completo com 10% de SFB. Após esse período, as células do grupo controle  foram 

mantidas por 2 dias em meio contendo 1% de SFB e outros 2 dias em meio contendo 2% de 

SFB e 1% de  soro de cavalo  (20 A‐C). As células do grupo NGF  foram mantidas 2 dias em 

meio contendo 1% de SFB e outros 2 dias em meio contendo 2% SFB + 1% de soro de cavalo 

+ 10 ng/mL de NGF (figura 20 D‐F). O grupo STZ + NGF foi mantido 2 dias em meio contendo 

1% de SFB + 5 mM de STZ e depois mais 2 dias nas condições de diferenciação com NGF 

(figura 20 G‐I). Por fim, o grupo INS + NGF foi deixado 2 dias em meio sem soro + 100 nM de 

insulina (com troca do meio a cada 12 horas) e, após esse período, submetido às condições 

de diferenciação com NGF (figura 20 J‐L). 
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Figura  20  ‐  Fotomicrografias  das  células  neuro  2A  submetidas  a  imunofluorescência  com 
anticorpo anti α‐tubulina 

 
Efeitos de tratamento com NGF 10ng/mL por 48 horas sob células Neuro 2A em diferentes condições. De A a C 
condições  controle,  sem NGF, de D a F  tratamento  com NGF, de G a  I  tratamento  com NGF precedido por 
tratamento com 5mM de STZ por 48 horas, e J a L tratamento com NGF precedido de tratamento crônico com 
insulina 100nM por 48 horas. 

 
  É  possível  identificar  a  formação  de  neuritos  após  tratamento  com  NGF  quando 

comparamos os painéis A, B e C (controle) da figura 20 com os painéis D, E e F (tratamento 

com NGF). Vemos que  tanto um  tratamento prévio com STZ  (painéis G, H e  I) quanto um 

tratamento crônico com  insulina  (painéis  J, K e L) são capazes de  impedir a neuritogênese 

induzida por NGF. 
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4	DISCUSSÃO	

 

A  STZ  é  uma  toxina  cuja  estrutura  molecular  se  assemelha  bastante  à  glicose, 

possuindo  como  única  diferença  a  substituição  da  hidroxila  no  C2  por  um  grupo 

metilnitrosouréia, o que possibilita que a STZ tenha acesso ao meio  intracelular através de 

transportadores  de  glicose  (GLUT). Acredita‐se  que  a  droga  tenha  afinidade  específica  ao 

transportador de glicose do  tipo 2  (GLUT‐2)  (LELOUP, 1994), o que  justifica  sua utilização 

para gerar  lesões das células b pancreáticas, criando modelos animais de Diabete Mellitus 

tipo I e II (ARULMOZHI; VEERANJANEYULU; BODHANKAR, 2004; VAN DER HEIDE; RAMAKERS; 

SMIDT, 2006). No entanto, a injeção intracerebroventricular de STZ tem sido relatada como 

um modelo animal da doença de Alzheimer esporádica (DAE) apropriado (GASPARINI et al., 

2002; HONG et al., 1997; SALKOVIC‐PETRISIC, 2007) muito embora a distribuição de GLUT‐2 

no SNC seja discutível. 

A expressão de GLUT‐2 nas células Neuro‐2A não é  relatada na  literatura. De  fato, 

mais  pesquisas  sobre  o  transporte  de  STZ  para  dentro  dos  neurônios  ainda  precisam  ser 

realizadas.  Sabe‐se, no entanto, que um  tratamento prévio  com  inibidores de GLUT‐2 em 

ratos  posteriormente  injetados  intracerebroventricularmente  com  STZ  não  é  capaz  de 

impedir  uma  deficiência  de memória,  comparável  aos  ratos  que  somente  receberam  STZ 

(GRUNBLATT et al., 2007). Isso sugere que a STZ pode desencadear respostas intracelulares 

independente da expressão de GLUT‐2. 

Considerando os mecanismos de ação da droga, a doação espontânea de NO pode 

ter  um  papel  fundamental  em  sua  toxicidade.  Embora  a  doação  espontânea  de NO  não 

tenha  sido  reportada  na  literatura,  tanto  in  vivo  quanto  in  vitro,  alguns  trabalhos  com 

animais  reportam  que  a  utilização  de  sequestrantes  de NO  seriam  capazes  de  impedir  a 

toxicidade da droga sobre as células B pancreáticas. 

Van Dyke et al.  (2008) mostram que a administração  intravenosa  concomitante de 

concentrações equimolares de STZ e carboxi‐PTIO não é capaz de induzir morte das células B 

pancreáticas. 

A carboxi‐PTIO é um sequestrante de NO solúvel em água e permeante a células. É 

capaz de oxidar radicais NO a nitrito em uma reação equimolar representada na figura 21. 
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Figura 21 ‐ Reação proposta para a oxidação do NO pela carboxi‐PTIO 

 

   

Embora  a  carboxi‐PTIO  seja  uma  droga  capaz  de  difundir  livremente  pelas 

membranas  celulares,  é  plausível  dizer  que,  no  trabalho  de  Van  Dyke  et  al.  (2008),  as 

concentrações  de  STZ  e  carboxi‐PTIO  no  interior  das  células  B  pancreáticas,  diferia 

drasticamente.  Isso  porque  a  STZ  é  uma  droga  que  ganha  o  ambiente  intracelular 

exclusivamente através de  transportadores de glicose do  tipo 2  (GLUT‐2), expressos quase 

que unicamente nas células em questão. Enquanto a droga diabetogênica  se concentraria 

nas  células  B,  a  carboxi‐PTIO  se  difundiria  por  todas  as  células  do  animal.  É  possível, 

portanto, imaginar que a atividade sequestrante da carboxi‐PTIO se dê em tempo anterior à 

incorporação da  STZ às  células B, o que poderia  indicar que a droga, de  fato, é  capaz de 

liberar NO espontaneamente. 

Em experimento semelhante, Durán‐Reyes et al. (2004) mostram que, em condições 

in vitro, o tratamento com  luz ultravioleta é capaz de aumentar a  liberação de NO de uma 

solução de  STZ. Ora  fazendo‐se um  tratamento prévio  com  luz ultravioleta ora utilizando 

carboxi‐PTIO,  esse  trabalho  também  indica  a  participação  essencial  do  NO  no  efeito 

diabetogênico da STZ. 

Os  resultados  referentes  à  viabilidade  celular,  especialmente  os  resultados  de 

redução  de MTT  em  meio  com  presença  de  soro  fetal  bovino,  podem  indicar  um  fato 

interessante. É possível que, como evidenciado nas doses de 0,5 mM e 5,0 mM, estejamos 

presenciando a ação de dois processos degenerativos diferentes. Um deles é o que vemos 

nos períodos agudos de 1 e 2 horas, período no qual há grande morte de células nas doses 

maiores. Esse efeito muito provavelmente deve‐se à ação tóxica da droga, e pouco pode se 

relacionar com algum processo fisiopatológico da DA. No entanto, é possível verificar outro 

pico de morte às 48 horas, podendo aí  ser devido a disfunções  intracelulares que podem 

guardar alguma relação com a DAE. 



58 
 

 
 

De qualquer  forma, nos ensaios de MTT  realizados  com meio de  cultivo  com  soro 

reduzido  (1%),  houve  uma  grande  diferença  nos  resultados.  Nessa  situação,  as mesmas 

concentrações  de  droga  foram  incapazes  de  provocar  tanta morte  nos mesmos  períodos 

agudos. É possível que a estabilidade da droga esteja alterada no meio com soro e permita 

maior doação de NO, o que explicaria a maior morte nesse caso. 

Comparando‐se os resultados de MTT e LDH nas mesmas condições de cultivo (meio 

de cultura com concentração reduzida de soro), a discrepância entre os valores obtidos para 

a viabilidade celular por cada método pode ter duas possíveis causas.  

Uma possível explicação é que a menor viabilidade observada no MTT em uma e duas 

horas nas doses de 25 e 50 mM ainda não se reflita na ruptura da integridade de membrana 

e consequente  liberação de LDH no meio. Para a comprovação dessa hipótese deveríamos 

averiguar a atividade de LDH no meio de cultivo em períodos superiores a 2 horas  (3 ou 4 

horas, por exemplo). 

Outra  possível  explicação  reside  no  mecanismo  de  redução  do  MTT  em  células 

viáveis. Considerando‐se a necessidade de uma mitocôndria funcional (mais especificamente 

de uma cadeia respiratória funcional) para que haja a redução do MTT (LIU et al., 1997), é 

possível  que  o menor  sinal  de MTT  reduzido  encontrado  nos  períodos mais  curtos  seja 

devido a alterações metabólicas provocadas pela droga. De fato, o NO é capaz de provocar 

inibição reversível da citocromo c oxidase, acarretando em uma diminuição no consumo de 

oxigênio e metabolismo energético (GUIX et al., 2005). 

Quando  ligado  à  citocromo  c  oxidase,  o  NO  é  capaz  de  induzir  a  formação  de 

superóxido  (O2•
‐) na mitocôndria e peroxinitrito (ONOO‐), o que pode  inibir ou danificar os 

complexos  mitocondriais  I,  II,  IV  e  V,  a  aconitase,  a  creatina  quinase,  membrana 

mitocondrial,  DNA  mitocondrial  e  a  SOD  mitocondrial,  e  induzir  liberação  de  Ca2+, 

permeabilidade transiente, liberação do citocromo c e inchaço mitocondrial (BROWN, 1999). 

A capacidade da STZ em alterar a sinalização de  insulina em períodos agudos é um 

resultado  novo  ainda  não  abordado  na  literatura.  Neste  trabalho  foram  acompanhadas 

possíveis alterações em períodos até 3 horas após incubação com a droga. 

Em  nenhum  desses  períodos  avaliados  foi  possível  identificar  alterações  na 

fosforilação  da  Akt.  No  entanto,  quando  avaliamos  o  estado  de  fosforilação  da  proteína 

GSK3‐β, uma etapa abaixo da Akt, podemos perceber um efeito interessante. Enquanto em 
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uma hora é impossível verificar qualquer alteração na fosforilação da GSK3‐β, em duas e três 

horas a diferença é crescente.  

Como  já  apresentado,  acredita‐se  que  a  sinalização  de  insulina  é  amplamente 

regulada  por  uma  sinalização  redox  (NAVA  et  al.,  2009;  PAPACONSTANTINOU,  2009). 

Levando em consideração essa observação, e o fato de que observamos doação espontânea 

de NO pela droga, postulou‐se que o radical livre poderia estar envolvido na modulação do 

estado fosforilativo da GSK3‐β. 

Para  se  avaliar  o  papel  do  NO  como  sendo  necessário  para  a  modulação  de 

fosforilação  da  GSK3‐β  foram  realizados  experimentos  nos  quais  as  condições  foram 

mantidas, excluindo‐se  apenas o  radical  livre através da utilização da  carboxi‐PTIO. Nesse 

caso, a STZ perde a capacidade de induzir alterações nos níveis de fosforilação da GSK3‐β, o 

que prova que a formação de NO é necessária para a indução desse fenômeno. 

A  GSK3‐β  é  uma  enzima  quinase  que  participa  de  diversas  vias  de  sinalização.  É, 

portanto, substrato de diversas outras quinases que alteram sua atividade. Particularmente, 

a fosforilação em Ser 9 (para a GSK3‐β) e Ser 21 (para a GSK3‐α) é consequência da atividade 

da serina quinase Akt, e resulta em sua inativação. 

Nesse sentido, a menor fosforilação no resíduo de serina 9 da GSK3‐β deveria indicar 

uma  menor  atividade  da  Akt.  No  entanto,  os  níveis  de  fosforilação  (que  modulam  a 

atividade) da Akt não  se alteraram nesses períodos analisados. O  cenário montado  indica 

modulação de atividade da Akt por outro processo diferente da fosforilação. A nitrosilação 

de resíduos de cisteína (S‐nitrosilação), portanto, entra como hipótese interessante. 

Numajiri et al. (2011) descrevem um fenômeno bastante relevante que relaciona NO 

e  a  sinalização  de  insulina,  particularmente  o  efeito  do  NO  sobre  a  PTEN  (fosfatase 

homóloga  à  tensina,  responsável  pela  desfosforilação  de  PIP3  em  PIP2,  diminuindo  a 

atividade da Akt) e a Akt diretamente. Enquanto concentrações baixas de NO causariam a S‐

nitrosilação  e  consequente  inativação  da  PTEN,  auxiliando  desta  forma  a  fosforilação  e 

ativação da Akt, concentrações maiores de NO causariam S‐nitrosilação e inativação da Akt, 

causando, nesse caso, efeito inverso, inibindo o sinal da cascata abaixo da Akt. 

O grupo tiol dos resíduos de cisteína das proteínas pode sofrer uma grande gama de 

alterações  eletrofílicas  e  oxidativas  dependentes  de  espécies  reativas  de  nitrogênio  e  de 

oxigênio.  Através  dessas  reações,  estresse  oxidativo  e  nitrosativo  pode  alterar  a  função 
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dessas proteínas. Embora alterações reversíveis estejam relacionadas a processos associados 

à manutenção  da  homeostase,  quantidades  excessivas  de  EROs  e  ERNs  podem  provocar 

disfunção proteica  irreversível. Nesse sentido, a grande quantidade de NO à qual as células 

foram submetidas devido ao tratamento com STZ poderia provocar disfunção irreversível da 

via associada ao receptor de insulina. 

De fato, os efeitos da STZ sobre a sinalização de insulina foram revelados nos ensaios 

de desafio ao hormônio. Após 48 horas de tratamento com a droga, podemos dizer que a 

sensibilidade à insulina no grupo tratado com 5 mM diminui, a dizer pela relação p‐Akt / Akt 

do grupo estimulado com  insulina. A menor fosforilação de Akt após estímulo com  insulina 

demonstra uma responsividade deficiente.  

Muito se tem falado a respeito da atividade aumentada da GSK3 como uma possível 

causa  da  DA,  participando  no  surgimento  de  comprometimentos  cognitivos,  hiper‐

fosforilação  da  proteína  tau  e  produção  aumentada  de  beta‐amiloide  (HOOPER;  KILLICK; 

LOVESTONE, 2007). Dessa forma, é possível defender a ideia de que a STZ é capaz de induzir 

um processo semelhante ao encontrado na DA. 

A confirmação da  indução de resistência  insulínica provocada pela STZ  indica que é 

possível  que  os  efeitos  encontrados  em  modelos  in  vivo  se  devam  de  fato  à  falta  de 

responsividade à insulina. Por algum mecanismo ainda não muito esclarecido a STZ é capaz 

de  induzir resistência  insulínica. Confirma‐se assim que,  tal como em  tecidos periféricos, a 

droga  é  capaz  de  induzir  um  estado  de  diabetes  insulino‐independente  também  em 

neurônios (no caso, a linhagem Neuro‐2A). 

Mais uma vez, a participação do NO foi testada com a utilização de carboxi‐PTIO. O 

tratamento  conjunto  de  STZ  e  carboxi‐PTIO  foi  incapaz  de  induzir  resistência  insulínica, 

indicando que, novamente, o NO apresenta função necessária para o fenômeno de indução 

de resistência à insulina por tratamento com STZ. 

A  indução  de  resistência  insulínica  por  radicais  NO  é  discutida  no  trabalho  de 

Yasukawa et al. (2005). A S‐nitrosilação e consequente  inativação da Akt foram observadas 

tanto  em  modelos  in  vitro  utilizando‐se  diversos  doadores  de  NO,  como  também  em 

camundongos obesos diabéticos  (db/db).  Importante ressaltar que a  inativação da Akt por 

nitrosilação foi observada em períodos curtos após incubação com doadores de NO, período 

no qual a menor atividade da Akt não tem relação alguma com redução da atividade da PI3‐
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K.  Nos  camundongos  obesos,  embora  comprovada  a  inativação  direta  da  Akt  por 

nitrosilação, a capacidade de sua fosforilação após estímulo com insulina é menor, indicando 

que  há menor  atividade  de  elementos  acima  da Akt  participando  também  no  cenário  da 

resistência insulínica. 

Também  no  caso  do  tratamento  de  48  horas  com  STZ  é  evidente  que  outro 

fenômeno além da  inativação direta da Akt por nitrosilação está ocorrendo, uma vez que a 

capacidade  da  Akt  em  ser  fosforilada  está  alterada.  No  entanto,  os  resultados  dos 

experimentos  com  a  carboxi‐PTIO  indicam  que  o  NO  é  um  elemento  necessário  (não 

fundamentalmente suficiente) para a indução desse fenômeno. 

Outro  trabalho  de  Van  Dyke  et  al.  (2010)  mostra  a  importância  do  NO  na 

fisiopatologia da diabetes  também utilizando para  isso a carboxi‐PTIO.   O NO e a carboxi‐

PTIO  têm  sido muito  estudados  em  diversos  processos  fisiopatológicos.  A  carboxi‐PTIO, 

nesse sentido, tem sido utilizada em diversos modelos cumprindo um papel de restauradora 

de fenômenos degenerativos. Law, Gauthier e Quirion (2001) mostraram que a carboxi‐PTIO 

é  capaz  de  exercer  papel  protetor  contra  os  efeitos  neurotóxicos  mediados  pela  beta‐

amiloide em uma cultura primária mista de córtex de ratos. 

A participação de outras espécies reativas no modelo STZ sempre foi discutida. Como 

já  apontado,  a  falência  energética  (por  inibição  da  aconitase  pelo  óxido  nítrico)  e  o 

fenômeno de  reparo de DNA por poli‐ADP‐robisilação  (fenômeno esse desencadeado pela 

metoxilação do DNA) aumentam a concentração intracelular de AMP (SZKUDELSKI, 2001) 

As maiores concentrações de AMP culminam na  formação de maiores quantidades 

de hipoxantina, substrato para a xantina oxidase. O AMP é hidrolisado em adenosina, que é 

metabolizada  a  ácido  úrico  (adenosina  a  inosina,  inosina  a  hipoxantina,  hipoxantina  a 

xantina  e  essa,  por  fim,  a  ácido  úrico)  em  um  processo  cujas  duas  últimas  etapas  são 

realizadas pela xantina oxidase. Ao converter xantina a ácido úrico, a xantina oxidase reduz 

oxigênio molecular a ânions superóxido (02•
‐‐) (SZKUDELSKI, 2001). 

Com os experimentos realizados com DHE podemos identificar um início de formação 

de  superóxido e outras espécies  reativas de oxigênio 6 horas após o  início do  tratamento 

com STZ. 

Wada  e  Yagihashi  (2004) mostram  que  a  enzima  responsável  pelo  reparo  de DNA 

através da poli‐ADP‐ribosilação está aumentada 5 a 8 horas após a  injeção  intravenosa de 
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altas  doses  de  STZ.  É  de  se  esperar  que  nas  condições  experimentais  utilizadas  neste 

trabalho, o dano e  indução de reparo de DNA sejam fenômenos que se  iniciam muito mais 

rápido se comparados ao início dos mesmos fenômenos em experimentos in vivo. Ainda no 

trabalho de Wada e Yagihashi, foi visto, através da utilização de uma sonda inespecífica para 

radicais  livres,  o  DCF‐DA,  que  a  produção  de  radicais  livres  nas  células  B  pancreáticas 

depende parcialmente do NO produzido pela STZ. 

É  importante notar aqui que a produção de espécies reativas, no caso estudado, se 

mostra compatível com a viabilidade celular por algum período. Não podemos descartar a 

hipótese  que  essa  produção  de  radicais  livres  pode  ter  uma  participação  na  indução  do 

fenômeno de resistência insulínica que a droga consegue promover. 

Por fim, com o intuito de investigar as implicações funcionais do tratamento com STZ 

sob  os  neurônios,  foi  proposto  então  o  experimento  que  envolvia  a  indução  de 

neuritogênese por tratamento com NGF. 

Sabe‐se  que  o  NGF  desempenha  um  papel  fundamental  nos  processos  de 

plasticidade hipocampal e aprendizagem (CONNER et al., 2009; WALZ et al., 2005) e o fator 

de  crescimento  produz  efeitos  positivos  apenas  sob  a  memória  de  ratos  idosos 

(MARKOWSKA et al., 1994), e não em ratos jovens. 

O  resultado  que  indica  que  o  tratamento  prévio  com  STZ  é  capaz  de  reduzir  a 

neuritogênese induzida por NGF pode sugerir uma possível explicação para os resultados de 

déficit  cognitivo  descrito  pelos  diversos  autores  que  utilizam  a  injeção  icv  de  STZ  como 

modelo animal da DA. 

A comparação com o grupo resistente à insulina nos traz mais informações a respeito 

dos mecanismos moleculares associados ao modelo de DA  induzido pela STZ. Mostra‐se aí 

que não somente a  resistência  insulínica é capaz de  impedir a neuritogênese  induzida por 

NGF,  como pode  também  indicar que é através desse mecanismo  (indução de  resistência 

insulínica) que a STZ exerce seus efeitos deletérios sob a cognição dos animais. 

O  receptor de maior  afinidade  para  o NGF  (receptor  TrkA)  é  um  receptor  tirosina 

quinase assim  como o  receptor de  insulina. O  fenômeno de  resistência  cruzada mostrado 

nesse  trabalho  pode  ser  explicado  devido  ao  compartilhamento  da  via  da  PI3K  / Akt  por 

ambos os receptores. 
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De  fato,  já  é muito  bem  descrita  a  importância  da  via  PI3K  /  Akt  na  indução  de 

neuritogênese em modelos  in vitro  (LÓPES‐CARBALLO et al., 2002) e  in vivo  (HASHIKAWA‐

HOBARA et al., 2011). 

Aparentemente, a neuritogênese induzida por NGF é dependente da ativação da Akt 

e consequente inativação da GSK‐3β (SHEN, 2011; ZHOU et al., 2004). Temos nesse trabalho 

o  indício  de  que  o  tratamento  com  5,0 mM  de  STZ  é  capaz  de  impedir  a  fosforilação  (e 

consequente inativação) da GSK‐3β. 

O  fato da  resistência  insulínica por si só  (aqui alcançada com o  tratamento crônico 

com o hormônio) impedir a neuritogênese induzida pelo NGF já é um grande resultado que 

contribui para a visão da DA como sendo uma DM tipo II encefálica. 

Existem artigos mostrando que a exposição  crônica à  insulina é  capaz de  induzir a 

resistência de crescimento de neuritos por fatores de crescimento em neurônios sensoriais 

(SING  et  al.,  2012).  Podemos  dizer  que  o mesmo  efeito  é  encontrado  em  neurônios  do 

sistema nervoso central. 
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5	CONLUSÕES	

 

Este  trabalho consegue alcançar conclusões  importantes e pioneiras a  respeito dos 

efeitos da STZ sob a linhagem celular Neuro‐2A. 

Foi possível identificar o intervalo de dose não tóxico às células em períodos agudos, 

bem como as condições ideais para o tratamento de 48 horas com a droga, bem como uma 

breve descrição do padrão de doação espontânea de NO pela STZ. 

O  acompanhamento  da  ativação  da  via  PI3K  /  Akt  em  períodos  agudos  após  a 

administração da droga foi um resultado particularmente interessante. Nesses experimentos 

foi possível a  identificação do papel  fundamental do NO doado pela droga, que provoca a 

nitrosilação  e  inativação  da  proteína Akt,  o  que  resulta  numa maior  atividade  da GSK3‐β 

nesses períodos curtos. 

A descrição do perfil de geração de espécies reativas de oxigênio após administração 

da STZ também foi um experimento que obteve um resultado bastante interessante, embora 

mais experimentos  seriam necessários para  identificação da origem e  contribuição dessas 

espécies reativas na indução dos fenômenos observados. 

Por fim, foi possível comprovar que a estreptozotocina é capaz de induzir um estado 

de resistência insulínica na linhagem neuronal utilizada e que esse fenômeno é dependente 

de NO. Além disso, a partir dos  resultados obtidos neste  trabalho é possível  inferir que a 

droga é capaz de prejudicar a neuritogênese induzida por NGF. Tal efeito pode ser atribuído 

à  ação  diabetogênica  da  droga,  uma  vez  que  neurônios  resistentes  à  insulina  também 

falharam na mesma tarefa. 
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