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RESUMO 

O α-BISABOLOL PROTEGE CAMUNDONGOS DA PERDA NEURONAL E DEFICITIS 

COGNITIVOS EM MODELO ANIMAL DE DOENÇA DE ALZHEIMER ESPORÁDICA 

INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva caracterizada pela 

formação de placas amiloides e de emaranhados neurofibrilares intracelulares em áreas 

corticais, levando à perda progressiva de memória e comprometimentos cognitivos, sendo a 

forma mais comum de demência. Injeções intracerebroventriculares (icv) de estreptozotocina 

(STZ) têm sido utilizadas como modelo experimental da DA em roedores por causar prejuízos 

na sinalização cerebral da insulina, estresse oxidativo, neuroinflamação e disfunções na 

neurogênese, os quais resultam em declínio cognitivo e são características da DA esporádica 

(DAE). O objetivo do presente trabalho foi estudar os efeitos do α-bisabolol, um 

sesquiterpeno, que possui atividade anti-inflamatória, antioxidante e anti-apoptótica já 

descritas, sobre déficits cognitivos e dano neuronal em camundongos submetidos ao modelo 

experimental da DAE induzida pelas injeções de STZ. Camundongos Swiss machos (25-35 g) 

receberam injeções de STZ (3 mg/kg, icv, 1,5 µl) bilateralmente, no dia 1 e 3 do experimento. 

O tratamento com α-bisabolol (50, 100 ou 200 mg/kg, v. o.) ou veículo (Tween 3% + salina, 

v. o.) foi realizado por 16 dias, iniciando 2 h após o segundo procedimento de indução. Foi 

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

demonstraram que não houve alteração significativa na glicemia. O tratamento com o α-

bisabolol melhorou de forma significativa os déficits na memória de trabalho, na memória 

aversiva, na memória de reconhecimento e na memória espacial, e não alterou a atividade 

locomotora. O tratamento com o α-bisabolol não foi capaz de diminuir o aumento da 

concentração de nitrito no córtex pré-frontal e hipocampo, mas foi capaz de diminuir 

significativamente o aumento da concentração de MDA no córtex pré-frontal diminuindo em 

55% na dose de 100 mg/kg e em 53,24% na dose de 200mg/kg. O α-bisabolol preveniu o 

dano neuronal e a redução da expressão de sinaptofisina no hipocampo, aumentando a 

expressão de sinaptofisina em 57,21% e 68, 32%, nas doses de 100 mg/kg e 200mg/kg, 

respectivamente. Esses resultados sugerem que a atividade neuroprotetora do α-bisabolol está 

relacionada à atividade anti-oxidante e a proteção sináptica, ressaltando seu potencial 

terapêutico ou adjuvante para o tratamento da DAE. 

Palavras chave: Doença de Alzheimer Esporádica. Estreptozotocina. α-bisabolol. Memória. 

Neuroproteção. 



ABSTRACT 

α-BISABOLOL PROTECT MICE OF NEURONAL LOSS AND COGNITIVE 

DEFICITIS IN SPORADIC ALZHEIMER'S DISEASE ANIMAL MODEL INDUCED 

BY STREPTOZOTOCIN 

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by the 

formation of amyloid and intracellular neurofibrillary plaques in cortical areas, leading to 

progressive memory loss and cognitive impairment, being a more common form of dementia. 

Intracerebroventricular (icv) injections of streptozotocin (STZ) has been used as an 

experimental model of sporadic AD in rodents because they cause impairment in insulin 

signaling, oxidative stress, neuroinflammation and neurogenesis dysfunctions, which result in 

cognitive and are characteristic of sporadic AD (SAD). The main purpose of this study was to 

study the effects of α-bisabolol, a sesquiterpene, which has anti-inflammatory, anti-oxidant 

and anti-apoptotic activity already described, on neuronal damage and cognitive deficits in 

mice submitted to the experimental model of ADS induced by STZ. Male Swiss mice (25-35 

g) received injections of STZ (3 mg/kg, icv) bilaterally on day 1 and 3 of the experiment. 

Treatment with α-bisabolol (50, 100 and 200 mg/kg, orally) or vehicle (Tween 3% + saline) 

was performed for 16 days, starting 2 h after the second induction procedure. Blood was 

collected for glucose analysis, before and after induction of SAD. The results showed that 

there was no significant change in blood glucose levels. Treatment with α-bisabolol 

significantly improved working memory, aversive memory, recognition memory and spatial 

memory, and don’t change the locomotors activity. The α-bisabolol was not able to decrease 

nitrite concentration in the prefrontal cortex and hippocampus but was able to decrease the 

MDA increase concentration in the prefrontal cortex decreasing by 55% at the dose of 100 

mg/kg and in 53.24% at the dose of 200mg/kg. The α-bisabolol (100 and 200 mg/kg) also 

increased cell viability and increased synaptophysin expression, 57,21 % and 68,32 % 

respectively, in the hippocampus. These results suggest that the neuroprotective activity of α-

bisabolol is related to anti-oxidant activity and synaptic protection, highlighting its therapeutic 

or adjuvant potential for the treatment of SAD. 

Keywords: Alzheimer disease sporadic. Streptozotocin. α-bisabolol. Memory. 

Neuroprotection. 
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1 INTRODUÇÃO 

1. 1 A Doença de Alzheimer 

 

 A Doença de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez pelo psiquiatra alemão 

Alois Alzheimer em 1907 (STELZMANN et al., 1995). Ele estudou e publicou o caso da sua 

paciente Auguste Deter, uma mulher saudável que, aos 51 anos foi acometida de uma doença 

mental incomum, desenvolvendo um quadro de perda progressiva de memória e alterações de 

comportamento. Após o falecimento de sua paciente, aos 55 anos, ele observou que o seu 

tecido cerebral apresentava extensa perda de células e descreveu as alterações histológicas 

características da doença: placas senis e Emaranhados Neurofibrilares (ENF) que se tornaram 

os indicativos patológicos da DA (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2010). 

 

1. 1. 2 Epidemiologia  

 

A DA é uma doença neurodegenerativa progressiva, caracterizada por perda de 

memória e déficits cognitivos progressivos, afetando gravemente as atividades da vida diária 

(VILLEMAGNE et al., 2017).  Entre os idosos, é a forma mais comum de demência, 

compreendendo de 60 a 80% de todos os casos (WIRZ et al., 2014). Sua prevalência aumenta 

com a idade, alcançando cerca de 1% no grupo etário de 60 a 64 anos e 24% a 33% naqueles 

com idade superior a 85 anos (APRAHAMIAN et al., 2009; SCHAEFFER et al., 2011).  

O crescimento da expectativa de vida da população mundial tem resultado em um 

impacto significativo na saúde humana, resultando no aumento do número de indivíduos que 

alcançam a idade na qual as doenças neurodegenerativas tornam-se comuns (SELKOE, 2001; 

PAL; TYLER, 2016).  

Por sua vez, os déficits nas funções cognitivas, incluindo a memória, são as 

observações mais comuns durante o envelhecimento (SHIVARAMA SHETTY; 

SAJIKUMAR, 2017), e associado a outras perturbações cognitivas podem caracterizar um 

estado de demência. Pode-se dizer que, de uma maneira ou de outra, todos estão ou estarão 

expostos às consequências da demência em suas vidas. Previsões apontam um crescimento 

dos casos de demência, especialmente DA, entre a população acima de 60 anos em todo o 

mundo (LANGA et al., 2017). 

De acordo com a Alzheimer’s Disease International (ADI), estima-se que mais de 

48,6 milhões de pessoas foram afetadas pela DA no mundo e esse número dobra a cada 20 

anos, onde são registrados 9,9 milhões de novos casos de demência a cada ano (ADI, 2015). 
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A previsão é que o número de doentes com Alzheimer chegue a 74,7 milhões em 2030 e a 

131,5 milhões em 2050 (World Health Organization, 2013; PRINCE et al., 2016).  

No Brasil, projeções indicam que a prevalência média apresenta-se mais alta que a 

mundial, na população acima de 65 anos, passando de 7,6% para 7,9% entre 2010 e 2020, ou 

seja, 55.000 novos casos por ano (BURLÁ, 2013). 

Com base nos dados epidemiológicos, a demência é amplamente reconhecida 

como um significativo problema médico, social e econômico nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento (BREITNER et al., 2009; ZILKENS et al., 2009). O custo mundial da 

demência em 2015 foi estimado em US$ 818 bilhões, e esse número continua a aumentar com 

o número de casos de demência, com a maioria dos custos relacionados aos cuidados 

familiares e sociais (LIVINGSTON et al., 2017). Esse aumento da demência não é exclusivo 

dos países de alta renda; de fato, a maioria dos indivíduos com demência vive nos países de 

renda média ou baixa, onde o enfrentamento do envelhecimento da população se tornou um 

desafio social e econômico (FERRI; JACOB, 2017). 

A ausência de tratamento dos sintomas comportamentais e psicológicos dos 

pacientes com DA está associada à Síndrome Burnout do cuidador, ocasionando sobrecarga, 

estresse, cansaço mental e depressão em quem cuida; e acarretando a institucionalização 

desses pacientes, a insuficiente gestão de suas comorbidades e os custos elevados dos 

cuidados de saúde (SCHNEIDER, et al., 1999; CUIJPERS, 2005; GUTIERREZ, 2014). 

 

1. 1. 3 Classificação 

 

A DA pode se apresentar de duas maneiras, a Doença de Alzheimer Familiar – 

DAF, e a Doença de Alzheimer Esporádica – DAE. A DAF possui início precoce, ocorre 

geralmente antes dos 65 anos, e está relacionada com mutações em diversos genes, tais como 

o gene codificador APP, da PS1 e PS2 e da apolipoproteína E (ApoE) (SHU; CHECLER, 

2002; FRIDMAN et al., 2004; PHILIPSON et al., 2010; XIE et al., 2013), sua progressão é 

mais acelerada e é caracterizada pela perda de memória, mudanças comportamentais, déficits 

de julgamento e de fluência verbal, tendo um grande impacto no ambiente familiar (HEGER, 

2014). 

A DAE, que é responsável por aproximadamente 95% dos casos DA (MISHRA et 

al., 2018), é a principal causa de demência em todo o mundo onde o maior fator de risco é o 

envelhecimento, no qual sintomas ocorrem a partir dos 65 anos de idade e não estão 
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relacionados às mutações observadas na DAF(XIE et al., 2013; BEKRIS et al., 2010; REITZ 

et al., 2011). 

 

1. 1. 4 Sintomas da DA 

 

Os sintomas da DA resultam de múltiplos fatores etiológicos, incluindo fatores 

ambientais, genéticos e metabólicos, dentre esses, a redução do metabolismo de glicose e 

utilização de energia que são observados nos estágios iniciais da doença (CHEN et al., 2013).  

A DA é principalmente caracterizada pelo declínio progressivo da função 

cognitiva, resultando em perda progressiva de memória que envolve uma dificuldade em 

aprendizagem e na evocação de informações recentemente aprendidas (VILLEMAGNE et al., 

2017). Esse sintoma evolui insidiosamente e progride lentamente ao longo do tempo. Ocorre 

declínio de outras funções como a atenção, dificuldades na fala e nas atividades motoras, 

depressão, alucinações e alterações nos padrões de sono, afetando o funcionamento 

ocupacional e social (MEGA, 2002; KAR et al., 2004; MCKHANN et al., 2002; REITZ et 

al., 2011). 

As desordens na linguagem são frequentes e incluem dificuldades de 

identificação, fluência, compreensão e associação das palavras, podendo levar a afasia. 

Desorganização no controle motor (apraxia) também pode ser percebida, além do não 

reconhecimento de objetos e/ou familiares (agnosia) (HELMES; OSTBYE, 2002). 

A perda de memória dificulta a aproximação das pessoas em suas relações 

afetivas, sociais e familiares (ROZENTHAL; ENGELHARDT; LAKS, 1995). Sem lembrar- 

se de fatos, de lugares e de pessoas, diz-se que há menos da pessoa afetada a cada dia, a qual 

fica impossibilitada de se relacionar, cuidar de si, planejar sua qualidade de vida, assim como 

perde sua razão, autonomia e coerência (KAR et al., 2004). 

Sintomas como um declínio progressivo em funções cognitivas e emocionais, 

mudanças comportamentais, déficits de julgamento e fluência verbal, aumentam em 

frequência e gravidade com a evolução da doença, que tem um grande impacto no ambiente 

familiar, devido à necessidade de cuidados contínuos ao paciente (CITRON, 2002; 

RODRIGUEZ et al., 2003; BLESA, 2004).  

Ainda, sintomas comportamentais e psicológicos da DA incluem agitação, 

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

sintomas acometem cerca de 90% dos pacientes com demência, os quais afetam 
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dramaticamente a qualidade de vida de pacientes com DA e seus cuidadores (CEREJEIRA et 

al., 2012). 

 

1. 1. 5 Fatores de Risco 

 

Dentre os principais fatores de risco correlacionados com a ocorrência da DA, 

estão à idade e a predisposição genética. Observa-se que a maioria dos casos de DA são 

esporádicos e apenas 5% dos pacientes têm a DAF, uma forma incomum que tende a ocorrer 

mais cedo (ZHAGN; LI, 2014).  

Foram também apontados como fatores associados à DA a ocorrência de 

hiperlipidemia, hipertensão, parâmetros vasculares e metabólicos, e ainda o uso de tabaco  

(BIESSELS; KAPPELLE, 2005). É importante ressaltar que o tratamento desses fatores de 

risco vascular ou sua redução por mudanças no estilo de vida pode reduzir o risco de 

desenvolver DA (LIVINGSTON et al., 2017). 

Muitos estudos epidemiológicos têm fornecido evidências diretas de que o 

Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 é um forte fator de risco para DA (SATO et al., 2011; 

TAKEDA et al., 2011; OHARA et al., 2011) e o estado de resistente à insulina tem sido 

reconhecido por desempenhar um papel importante na fisiopatologia da Doença de Alzheimer 

Esporádica (DAE) (BOSCO et al., 2011). 

Dentre os fatores protetores, estão a dieta mediterrânea, a atividade física, a 

escolaridade, a ingestão de ácido fólico e o consumo moderado de álcool (MARTHA et al., 

2011). Essa interação entre esses fatores protetores e a DA ocorre por mecanismos 

moleculares ainda desconhecidos (SCARMEAS et al., 2009; MARTHA et al., 2011). 

 

1. 1. 6 Fisiopatologia 

 

A patologia da DA constitui um quadro complexo envolvendo a combinação de 

fatores genéticos, moleculares e ambientais. A neurodegeneração ocorre em múltiplas regiões 

do cérebro, predominantemente no hipocampo, córtex, amigdala, neocórtex, varias áreas 

subcorticais, rafe dorsal e locus ceruleus (KAR et al., 2004; BLENNOW et al., 2006; 

LIVINGSTON et al., 2017).  

Histopatologicamente, a DA caracteriza-se por uma extensa perda neuronal, com 

presença das chamadas placas senis que são formadas pelo depósito extracelular do peptídeo 

β-amiloide (Aβ), por emaranhados neurofibrilares intracelulares (ENF) no cérebro e níveis 



7 
 

elevados de Aβ (principalmente Aβ 40 e Aβ 42) (MARTHA et al., 2011; SELKOE; HARDY, 

2016; WIRZ et al., 2014). Os ENF são formados a partir da degeneração do citoesqueleto 

neuronal decorrente da hiperfosforilação e deposição anormal da Proteína Tau, associada aos 

microtúbulos, e consequente perda neuronal com diminuição da massa encefálica (ALLARD 

et al., 2012; IQBAL et al., 2016; CALIGNON et al., 2012). O desenvolvimento das placas 

senis começa primeiramente nas áreas cerebrais associadas à cognição, aumentando sua 

distribuição para outras áreas corticais com progressão da doença (SCHACHTER; DAVIS, 

2000). 

Estudos têm demonstrado que a neurotoxicidade é exercida não pelas placas senis 

ou amilóides localizadas extracelularmente, mas sim pelas formas oligoméricas fibrilares 

intracelulares do peptídeo Aβ, formadas no decurso da doença (GILBERT, 2013). O acumulo 

intracelular dos oligômeros do peptídeo Aβ resulta em falha sináptica e dano neuronal em 

áreas corticais do cérebro essenciais para a memória e outros domínios cognitivos 

(VILLEMAGNE et al., 2017). Acredita-se que essas mudanças contribuam para a 

neurodegeneração progressiva associada à DA (SPIRES; JONES; HYMAN, 2014). 

A deposição de βA é específica para DA, mas o acúmulo da Proteína TAU 

também é observado em outras doenças neurodegenerativas, coletivamente referidas como 

Taupatias, que incluem doença de Pick, degeneração corticobasal e paralisia supranuclear 

progressiva (GIBBONS et al., 2018). 

Associado a essas características morfológicas em particular, ocorre uma série de 

eventos que levam à disfunção neuronal, especialmente de neurônios colinérgicos, em áreas 

relacionadas à cognição e a formação de memórias, como o córtex pré-frontal e o hipocampo, 

juntamente com suas regiões associadas, levando a uma atrofia nessas áreas por morte 

neuronal e declínio cognitivo (BLENNOW et al., 2006; GENG; LUO, 2014). Os neurônios 

remanescentes passam por extensivas mudanças morfológicas, entre elas distrofia neurítica, 

remodelação das árvores axônicas e da densidade dos espinhos dendriticos (SPIRES; 

HYMAN, 2005).  

Dessa forma, cria-se um quadro de desequilíbrio neuroquímico onde se tem sinais 

de neurodegeneração, neuroinflamação, estresse oxidativo, aumento da sinalização pró-

apoptótica, déficit colinérgico, disfunção mitocondrial, com o prejuízo da transmissão 

sináptica e do equilíbrio entre diferentes neurotransmissores (BLENNOW et al., 2006). Todas 

essas mudanças alteram a conectividade dos circuitos de memória e cognição, sendo 

responsável pelos sintomas existentes na DA (TERRY et al., 1991). 

Estudos genéticos demonstram que mutações nas presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2) e 

na APP (Proteína Precursora Amiloide), localizadas nos cromossomos 14, 1 e 21, 
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respectivamente, estão associadas à forma familiar da Doença de Alzheimer Familiar (DAF) 

ou de início precoce (PUGLIELLI; TANZI; KOVACS, 2003). 

 

1. 2 Estresse Oxidativo na DA 

 

Conceitualmente, o estresse oxidativo refere-se ao estado em que a produção de 

agentes oxidantes ultrapassa a capacidade dos mecanismos antioxidantes, caracterizando-se 

como um desequilíbrio entre a produção de radicais livres e a capacidade da célula de se 

defender contra eles (HALLIWELL, 2006b). Um aumento expressivo nas espécies reativas 

pode produzir o dano a lipídios, proteínas e ao ácido desoxirribonucleico (DNA), induzindo à 

necrose ou à apoptose (KUSHNAREVA; NEWMEYER, 2010). 

De maneira geral, o encéfalo e os tecidos nervosos estão mais propensos aos 

danos oxidativos devido a fatores como o alto fluxo de cálcio pelos neurônios, a presença de 

neurotransmissores excitatórios, principalmente o glutamato, além da alta taxa de consumo de 

oxigênio molecular (O2) pelos tecidos nervosos e o baixo nível de antioxidantes 

(HALLIWELL, 2006a; GARCIA, 2009). 

Sabe-se que a disfunção mitocondrial com a geração de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) acompanha o envelhecimento (DAIBER et al., 2015, WU et al., 2015). 

Além disso, muitas evidências sugerem que as mitocôndrias têm um papel central em doenças 

neurodegenerativas, em razão de seu papel na regulação da morte celular (MICHAEL et al., 

2006). De fato, inúmeros estudos demonstraram a função mitocondrial como um fator 

importante envolvido na patogênese da DA, através da produção de EROS (SELFRIDGE et 

al., 2013; ZHAO; ZHAO, 2013). Além disso, várias investigações demonstraram o aumento 

da oxidação de lipídios cerebrais e estresse nitrosativo no cérebro e no sangue de pessoas com 

DA (SULTANA et al., 2013).  

Além disso, estudos tem mostrado que o estresse oxidativo e nitrosativo (NOS) 

desempenham um papel prejudicial na patogênese da DA, levando ao dano de elementos 

celulares, como ácidos nucleicos, lipídios e proteínas (BUTTERFIELD et al., 2010). O NOS 

resulta da acumulação de macromoléculas oxidadas/danificadas que não são removidas e 

renovadas eficientemente. Para combater a citotoxicidade das ERO’s, as células são dotadas 

de uma variedade de mecanismos de defesa antioxidante, incluindo as enzimas protetoras, 

como catalase, superóxido dismutase (SOD), glutationa e glutationa peroxidase (GPx), assim 

como sequestradoras de radicais livres, como o ascorbato e a vitamina E (HOWES; 

HOUGHTON, 2012; LOIZZO et al., 2009).  
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Uma redução ou a perda de função das enzimas antioxidantes, por diminuição da 

atividade específica, foi relatada na DA (KIM et al., 2006). O crescimento de relatos clínicos 

e também experimentais sugere que o estresse oxidativo pode desempenhar um papel 

importante na degeneração neuronal, em doenças como a DA, esclerose lateral amiotrófica, 

doença de Parkinson e doença de Huntington e que tratamentos antioxidantes podem ser 

benéficos para doenças neurodegenerativas (ALIEV et al., 2013; ZHAO;  ZHAO, 2013). 

O estresse oxidativo na DA, se manifesta através da presença de proteínas 

oxidadas, de produtos de glicosilação avançada, da peroxidação lipídica e da formação de 

espécies tóxicas, tais como peróxidos, álcoois, aldeídos, carbonilas, cetonas e de modificações 

oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial (GELLA et al., 2009). 

Na mitocôndria, o Aβ reduz o potencial de membrana mitocondrial, inibe a cadeia 

transportadora de elétrons, diminui a taxa respiratória e induz a liberação de espécies reativas, 

favorecendo a ocorrência de apoptose (ALIEV et al., 2013), que pode ser observado na Figura 

1, adaptada de Gemelli e colaboradores (2013). O Aβ pode também causar neurotoxicidade 

por meio da produção direta destas espécies reativas, através da interação com Cu
2+

, Fe
2+

 e 

Zn
2+

 (FINEFROCK et al., 2003; ALIEV et al., 2011). 

Presença do Aβ está fortemente relacionado ao dano oxidativo às membranas 

lipídicas, tornando-as mais hidrofílicas e alterando a função de transportadores, enzimas e 

receptores celulares localizados nessas membranas (XIE et al., 2013). Em pacientes com DA, 

observou-se um aumento na produção 4-hidroxi-2-trans-nonenal (4HNE), um dos principais 

produtos da oxidação lipídica, ocasionando modificações oxidativas do transportador de 

glutamato GLT1 e, assim, contribuindo para a neurodegeneração. Além disso, sabe-se que o 

4HNE se liga às proteínas glutationa-S-transferase e proteína 1, ocasionando redução da 

atividade das mesmas (PÉREZ; ARANCIBIA, 2007). 
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Figura 1 – Disfunção mitocondrial na DA. 

 

 

Fonte: (GEMELLI, 2013).  

APP: precursor da proteína amiloide, ERO: espécies reativas de oxigênio, ATP: adenosina trifosfato, TAU: 

proteína TAU 

O estresse oxidativo foi implicado na progressão da DA, ocasionando a perda 

progressiva de populações de células neuronais específicas e associando-se com a formação 

de agregados de proteína, contribuindo para patogênese da doença (XIE et al., 2013). Em 

estudos prévios, foi demonstrado que, através da ação das EROs, os lipídios de membrana 

tiveram sua conformação alterada e participaram da formação de ENF em encéfalos de 

pacientes portadores de DA (ANSARI; SCHEFF, 2010; CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; 

XIE et al., 2013). 
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1. 3 Memória na DA 

 

O hipocampo e o neocórtex são áreas do cérebro essenciais para o processo de 

formação de memória (DUDAI; MORRIS, 2013). Apesar da neurodegeneração progressiva 

ser uma das principais patologias da DA, a redução progressiva de sinapses e espinhas 

dendriticas em várias regiões do cérebro, associadas ao aprendizado e à memória, tais como o 

hipocampo e o neocórtex, é o que melhor se correlaciona com o declínio cognitivo 

progressivo presente na DA (POOLER; NOBLE; HANGER, 2014; SCHEFF et al., 2006).  

A redução na transmissão sináptica ocorre no estágio inicial da doença e estudos 

mostram que a morte neuronal no início não é suficientemente grande para explicar a perda 

sináptica. Isto sugere que, em pacientes com DA, existe uma disfunção sináptica que antecede 

a neurodegeneração (ARENDT, 2009). 

Sendo que esta disfunção sináptica não é caracterizada apenas pela redução do 

número de sinapses, mas também por uma atividade anormal de redes neurais que podem 

interferir nos mecanismos de aprendizagem e também podem levar a uma hiper-estimulação 

citotóxica que contribui com processos neurodegenerativos (PALOP; MUCKE, 2010; 

VERRET et al., 2012). Estas observações mencionadas acima sugerem que a 

neurodegeneração presente na DA é precedida por uma disfunção na plasticidade sináptica 

seguida por uma redução no número de sinapses e a redução na plasticidade sináptica é o 

principal responsável pelo declínio cognitivo da doença (HUANG; MUCKE, 2015). 

Os neurônios colinérgicos estão presentes em várias regiões do sistema nervoso e 

são responsáveis por modular atividades cognitivas relacionadas com memória e aprendizado. 

Além disso, desempenham um papel crítico no desenvolvimento cortical, no controle do fluxo 

sanguíneo no cérebro e no ciclo sono-vigília (SCHLIEBS; ARENDT, 2006). 

A morte de neurônios colinérgicos é predominantemente encontrada em casos de 

envelhecimento patológico, como a DA, enquanto que o envelhecimento normal é 

acompanhado por uma perda gradual da função colinérgica causada por degeneração 

dendriticas, sináptica, e axonal. Na DAF e nos estágios avançados da DAE existe uma grave 

perda de inervações colinérgicas corticais, enquanto que em pacientes com comprometimento 

cognitivo leve, ou em estágios iniciais da DA, não existe neurodegeneração e sim uma perda 

da função colinérgica (SCHLIEBS; ARENDT, 2011). 

Tendo em vista o importante papel que o sistema colinérgico desempenha nos 

processos funcionais que levam a DA, uma das estratégias de tratamento sintomático da DA 
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mais comum consistem em aumentar os níveis de acetilcolina na fenda sináptica reduzindo o 

seu metabolismo com inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) (ANAND; GILL; 

MAHDI, 2014). A modulação direta dos receptores colinérgicos (muscarínicos ou nicotínico) 

também pode ser outra abordagem considerável no tratamento da DA. No hipocampo, a 

expressão dos receptores colinérgico estão presentes tanto em terminais pré-sinápticos quanto 

pós-sinápticos e quando eles são ativados existe um aumento na potencialização de longa 

duração (LTP) (DREVER; RIEDEL; PLATT, 2011) 

Os tipos de memórias podem ser classificadas quanto ao seu tempo de retenção 

(ou duração) em: memórias de longa duração, memórias de curta duração e memórias de 

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

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

(segundos ou poucos minutos) de informações que serão úteis apenas para o raciocínio 

imediato e resolução de problemas, podendo ser descartadas (esquecidas) logo a seguir 

(IZQUIERDO; MEDINA, 1991).  

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

continuidade do nosso sentido do presente. Essa memória em curto prazo engloba o tempo 

durante o qual a memória de eventos em curso está sendo consolidada e convertida à memória 

de longo prazo (DUDAI, 2004). Durante este tempo, a memória de curta duração é vulnerável 

e sujeita a desaparecer, ao passo que as memórias de longo prazo são extremamente 

resistentes e persistem na presença de grave lesão cerebral (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 

1996).  

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

de longo prazo envolve o hipocampo e as porções adjacentes entorrinal, perirrinal e para-

hipocampal do córtex temporal medial (SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996) e consiste na 

alteração da atividade dos circuitos envolvidos através de plasticidade neural. Os mecanismos 

propostos para esse fenômeno que suportam a formação de memórias são a potenciação de 

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

(LTD, do inglês “long-term depression”) (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993), (IZQUIERDO; 

McGAUGH, 2000).  

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

maior para serem codificadas na rede neural, estimado por no mínimo 6 até 12 horas e podem 

ser divididas, quanto a sua natureza ou conteúdo, em memórias explícitas ou declarativas e 

memórias implícitas ou não-declarativas. A memória declarativa está relacionada a 

experiências próprias, reconhecimento de cenas e de objetos familiares. Esse tipo de memória 
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envolve a recuperação consciente de eventos ou fatos ocorridos, nos quais está incluída a 

memória episódica, que se refere a informações que estão relacionadas a um lugar e tempo 

específicos, assim como a memória semântica que se refere a um conhecimento geral não 

ligado a contexto espacial ou temporal em particular (ERICSSON; KINTSCH, 1995). A 

memória não declarativa, implícita ou “de procedimento” (procedural) refere-se a várias 

formas de memória que não estão diretamente acessíveis à consciência. Estas incluem 

habilidades e hábitos de aprendizagem, condicionamento clássico, assim como “priming” ou 

pré-ativação, que pode ser definido como a habilidade de detectar ou identificar um estímulo 

como um resultado de uma exposição prévia (ERICSSON; KINTSCH, 1995). 

Existem muitas evidências na literatura de que os diferentes tipos de memória são 

organizados e controlados por sistemas neuroanatômicos distintos (PREDIGER, 2005). 

Assim, a memória possui quatro componentes essenciais: um componente neocortical não-

frontal, que modula a percepção na realização dos testes de memórias implícitas; um 

componente dos gânglios da base, que interfere nos testes de memórias procedurais 

sensóriomotoras; um componente temporal medial/hipocampal, que mediaria a aquisição, 

retenção e evocação de memórias explícitas e um componente do lobo frontal que controla as 

memórias operacionais ou de trabalho (MOSCOVITCH, 1992). Os mecanismos moleculares 

envolvidos mostram claramente que a memória de curta e longa duração apresentam 

mecanismos separados, paralelos e independentes (IZQUIERDO et al., 1999; IZQUIERDO et 

al., 2002). A consolidação permite que a informação lábil sensível nas perturbações seja 

fixada e estabilizada na rede neural e envolve vários mecanismos como a transcrição de genes 

ou a síntese de novas moléculas (ALKON et al., 2005). 

Como as memórias remotas, uma vez consolidadas, se distribuem difusamente 

pelo córtex cerebral, a perda de memórias declarativas – denominada demência – acontece 

quando ocorrem lesões corticais extensas. Isso se dá na DA, na qual ocorre uma excessiva 

deposição de proteínas anômalas formando corpúsculos e emaranhados que impedem o 

trânsito de substâncias químicas no corpo celular dos neurônios e nas sinapses. Outras 

doenças que podem evoluir com quadro demencial são a doença de Parkinson em fase 

avançada e a síndrome de Down, quando os pacientes atingem idades mais avançadas (BEAR 

et al., 2008). 
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1. 4 Hipóteses sobre a etiopatologia da DA 

 

1. 4. 1 Cascata Amiloide 

 

Durante as últimas décadas, muitas hipóteses foram geradas para explicar a 

fisiopatologia da DA. A Hipótese da Cascata Amilóide considera como ponto chave no 

desenvolvimento da doença e os efeitos neurotóxicos do Aβ, onde o acúmulo das formas 

solúveis desse peptídeo leva à toxicidade sináptica e à neurotoxicidade, ocasionando a quebra 

da homeostase do cálcio, a indução de disfunção mitocondrial e estresse oxidativo (XIAN-

HUI et al.,2014). 

Na DA, a neurodegeneração, a partir da “hipótese da cascata amiloide”, inicia-se 

com a clivagem proteolítica da APP e resulta na produção, agregação e deposição da 

substância Aβ, bem como na consequente formação de placas senis. Em condições normais, a 

APP é degradada por enzimas proteolíticas α-secretases e β-secretase, clivagem não-

amiloidogênica ou a amiloidogênica (QUERFURTH; LAFERLA, 2010), respectivamente 

(FIGURA 1) e retirado do encéfalo através de um balanço entre efluxo e influxo, mediados 

pela proteína receptora de LDL (Lipoproteína de Baixa Densidade) e receptores para produtos 

finais de glicosilação avançada.  

A APP pode produzir sAPPα (Proteína precursora de α-amiloide secretada) via a 

proteólise realizada pela ação da α- secretase, produzindo formas clivadas solúveis, visto não 

ocorrer a produção do peptídeo Aβ, e possíveis de serem depuradas do sistema nervoso 

central (SNC) (LAMMICH et al., 1999). Na via amiloidogênica, o peptídeo Aβ é gerado a 

partir da APP por dois eventos de clivagem consecutivos: a atividade proteolítica realizada 

pela β-secretase, que gera uma extremidade do peptídeo Aβ, enquanto o complexo enzimático 

γ-secretase, o qual é constituído pelas proteínas PS1 e PS2 e outras proteínas, gera outra 

extremidade. O complexo γ- secretase pode agir em três diferentes sítios de clivagem, gerando 

os peptídeos Aβ1–38, Aβ1–40 e Aβ1–42, os quais são críticos para o processo de agregação 

do peptídeo Aβ, com o peptídeo Aβ1–42 apresentando o maior grau de propensão a agregação 

(SUZUKI et al., 1994), como demonstrado na Figura 2, adaptada de Sun e colaboradores 

(2015). 

Tem sido argumentado nos últimos anos que um balanço alterado entre a 

produção e a depuração do peptídeo Aβ, que levam ao depósito de oligômeros deste peptídeo 

no espaço extracelular, o que pode levar a um estresse oxidativo na célula (GELLA; 

DURANY, 2009). Verificou-se que os peptídeos Aβ são degradados proteoliticamente no 
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cérebro, principalmente pela neprilisina (NEP) e pela enzima de degradação da insulina (EDI) 

(BARANELLO et al., 2015). 

 

Figura 2 – Esquema do Metabolismo da APP  

 

 

Fonte: (SUN et al., 2015) 

A clivagem da APP ocorre pela via não amiloidogênica ("fisiológica") ou amiloidogênica (“patológica”). O local 

de clivagem utilizado pela γ-secretase na via amiloidogênica determina a formação predominante do peptídeo 

Aβ40 ou o Aβ42 com maior poder de agregação e neurotoxicidade  

Outra característica histológica de DA são os ENF que são formados a partir da 

degeneração do citoesqueleto neuronal decorrente da hiperfosforilação da proteína tau 

(GONZALEZ-DOMINGUEZ; GARCÍA-BARRERA; GÓMEZ-ARIZA, 2014).  

 

1. 4. 2 Diabete tipo 3 

 

Estudos têm mostrado que a diabetes tipo 2 aumenta o risco do desenvolvimento 

de DAE em comparação com indivíduos saudáveis (RANI et al., 2016; CHAKRABARTI et 

al., 2015) e uma forma recém-reconhecida de resistência à insulina no cérebro  ou “estado 

cerebral resistente à insulina” está sendo associada à DA (CRAFT, 2007; De La MONTE, 

2009) levantando a hipótese de que a doença de Alzheimer se trata de uma nova forma de 

diabetes, chamada de diabetes tipo 3. 

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

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

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

olfatório (HOYER, 2003). Além disso, os Receptores de Insulina (RI’s) estão 
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abundantemente presentes no cérebro, mas distribuídos seletivamente, sendo encontrados em 

maior concentração nos terminais nervosos de regiões-chave do cérebro, como bulbo 

olfatório, hipotálamo, córtex cerebral, cerebelo e hipocampo (SALKOVIC-PETRISIC et al., 

2007; De FELICE, 2013). O declínio dependente da idade no nível de insulina cerebral 

(SARTORIUS et al., 2015) e na neurogênese (KEMPERMANN et al., 2002) implicam que a 

insulina pode estar envolvida na regulação da neurogênese. 

A resistência à insulina no tecido periférico é um marcador de diabetes tipo 2 

(WHITE, 2002). O acúmulo de evidências sugere que a resistência à insulina no cérebro 

também causa o desenvolvimento de DA (CRAFT, 2007), assim como os níveis cerebrais 

baixos de insulina e do RI. Além disso, a deficiência na sinalização da insulina já foi 

observada em análises post mortem e em modelos animais de DA (LESTER-COLL et al., 

2006; STEEN et al., 2005; MOLONEY et al., 2010), existindo uma associação entre 

resistência à insulina e atrofia cerebral e menor memória em idosos com 60 anos de idade 

(WILLETTE et al., 2013; CRANE et al., 2013; CHERBUIN et al., 2012). Além disso, a 

sinalização de insulina é particularmente importante para o aprendizado e a memória (CHIU, 

et al., 2008; DOU et al., 2005), sugerindo que a resistência à insulina pode contribuir para os 

déficits cognitivos na DA. 

A expressão do gene Tau e a fosforilação alterada durante a DA são reguladas por 

cascatas de sinalização de insulina, apontando para uma relação direta entre a patologia da 

DA e o sistema de sinalização da insulina (SCHUBERT et al., 2003). Estudos também tem 

demonstrado que a DA avançada, análoga ao envelhecimento, estaria associada a níveis 

cerebrais reduzidos de insulina e do fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1) e 

genes do RI (WATSON; CRAFT, 2003). 

 

1. 5 Metabolismo da Glicose 

 

O cérebro em conjunto com os principais órgãos periféricos, o coração, o fígado e 

os rins, é responsável pelo consumo de aproximadamente 60% da energia ingerida pelo corpo 

em repouso (CUNNANE et al., 2011). Regiões cerebrais relacionadas com aprendizado e 

memória, tais como hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal exibem aumento da utilização 

de glicose, evidenciada por estudos que utilizam técnicas de tomografia por emissão de 

pósitrons (HOYER, 2003). 

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

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

sinápticos, responsáveis pelas neurotransmissões excitatórias e para manutenção do potencial 
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de repouso dos neurônios (ATTWELL; IADECOLA, 2002; SHULMAN et al., 2004). Toda a 

glicose necessária para o funcionamento cerebral é transferida através das membranas 

celulares e barreiras por duas classes de transportadores específicos saturáveis, os 

transportadores de glicose independentes de sódio (GLUT) e transportadores de glicose 

dependentes de sódio (SGLT) (SHAH et al., 2012). 

Os GLUTs são responsáveis pela absorção da glicose do sistema vascular para o 

cérebro através de três processos, que envolve o transporte através do endotélio que compõe a 

barreira hematoencefálica (BHE) pela isoforma GLUT1, com peso molecular de 55kDa, para 

o astrócito, por uma segunda isoforma de 45kDa, que irá transferir a glicose aos neurônios 

através do GLUT3 (SHAH et al., 2012). Entretanto, a absorção liquida da glicose pelo 

cérebro dependerá da expressão e atividade do GLUT3, considerado como o principal 

transportador de glicose, e principalmente das concentrações de glicose nos compartimentos 

separados pela BHE (DUELLI; KUSCHINSKY, 2001). 

A sinalização da insulina é mediada por duas vias de transdução: a via da quinase 

fosfatidil-inositol 3 (PI3 quinase) e a via da proteína quinase ativada por mitógeno (MAP 

quinase), que controlam a captação de glicose pelas células. (JOHN et al., 2003). 

Curiosamente, a alteração na sinalização da insulina acelera a produção de Aβ no 

cérebro, aumentando o processamento amiloidogênico da APP, que resulta no aumento da 

fibrilogênese a partir de oligômeros de Aβ. Assim, a resistência à insulina induzida por 

oligômeros pode gerar um ciclo vicioso entre o aumento na produção e na agregação, 

interrompendo as ações fisiológicas da insulina e podendo explicar em parte o acúmulo de Aβ 

em cérebros de DA (De FELICE et al., 2014). 

Os mecanismos neuropatogênicos envolvidos tanto na resistência à insulina 

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

DAE, tem mostrado semelhanças no processo de formação do peptídeo Aβ (De FELICE et 

al., 2014). Medições em indivíduos com DA mostraram que sinais de captação de glicose 

cerebral estão diminuídos, independente de atrofia estrutural, e podem ser detectáveis até três 

décadas antes do início esperado dos sintomas clínicos da DAF (MOSCONI et al., 2006). 

1. 6 Diagnóstico e tratamento da DA 

 

O diagnóstico de DA é baseado primariamente em características clínicas 

apontadas na anamnese e em um exame clínico, especialmente neurológico e psiquiátrico, 

detalhado (FROTA et al., 2011). O quadro clínico apresenta alterações cognitivas e 

comportamentais, principalmente relacionadas ao comprometimento da memória episódica e 
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espacial (MENCHOLA et al., 2015). Exames laboratoriais e de neuroimagem devem ser 

utilizados no diagnóstico diferencial entre a DA e outras demências (FROTA et al., 2011). 

Pesquisas em neuroimagem funcional para o diagnóstico de Alzheimer se 

concentram em um traçador de PET chamado Pittsburgh compound B (PIB), que se liga 

especificamente em compostos Aß, um marcador histopatológico específico da DA 

(KLUNK, et al., 2004). As escalas, como o Mini-Mental State Examination – MMSE e o 

Clinical Dementia Rating – CDR, permitem avaliar a progressão dos sintomas (BLENNOW 

et al., 2006). 

O diagnóstico definitivo, entretanto, é obtido apenas após análise histopatológica 

de materiais de autópsia. Tal análise revela perda neuronal nas camadas piramidais do córtex 

cerebral e degenerações sinápticas intensas, tanto em nível hipocampal quanto neocortical, 

além de identificar os depósitos extracelulares do peptídeo βA, as placas neuríticas ou senis 

e os ENF intracelulares da proteína Tau hiperfosforilada (PERL, 2000; CHAUHAN; 

CHAUHAN, 2006; MARTHA et al., 2011).  

Segundo Dubois e colaboradores (2007), a progressão da DA se dá em três 

estágios: (a) estágio pré-clínico assintomático; (b) estágio pródromo, que inclui sintomas 

moderados (e.x., alterações da memória episódica); (c) estágio sintomático com 

apresentação de demência. 

O diagnóstico precoce da DA baseado somente em sintomas clínicos permanece 

um desafio, particularmente no estágio pródromo (ALUISE et al., 2008). Essa dificuldade é 

refletida na baixa acurácia do diagnóstico clínico da DA utilizando métodos que não 

incluem informações sobre biomarcadores (BEACH et al., 2012). 

Atualmente não há nenhum tratamento definitivo para DA e os tratamentos 

existentes apenas retardam a progressão da doença e controlam alguns sintomas (ROBERT et 

al., 2009). 

Dentre os tratamentos atuais da DA, estão às intervenções psicossociais (Terapia 

Ocupacional, Fonoaudiologia, Fisioterapia e Psicologia) e as farmacológicas, que são com os 

fármacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), os anticolinesterásicos (donezepil, 

rivastignina e galantamina) que aumentam a disponibilidade da acetilcolina na fenda 

sináptica, e os fármacos antagonistas dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 

(memantina) (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013). Ao bloquear a degradação da ACh, essas 

drogas prolongam sua meia vida e ação nos receptores colinérgicos pré e pós-sinápticos. 

Esses medicamentos são incapazes de bloquear a progressão da doença, porém melhoram a 

qualidade de vida do paciente, existindo, assim, uma grande busca por novas alternativas 
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terapêuticas, terapias essas que possam ser capazes de atuar diretamente no processo 

neurodegenerativo da DA (KAR et al., 2004).  

Foram exploradas tentativas para reduzir agregados de Aβ usando várias 

abordagens, incluindo inibidores de agregação, inibidores de secretase e imunoterapias, tanto 

em modelos animais como em ensaios clínicos. No entanto, nenhum fármaco desenvolvido 

com base na hipótese da cascata amilóide tem sido demonstrado que funciona em pacientes 

com DA (SELKOE; HARDY, 2016). 

 

1. 7 Modelos de DAE em animais 

 

Os modelos transgênicos representam a DAF, a qual é a forma menos prevalente 

da doença. Mutações dos genes que codificam a APP e a Presenilina 1 e 2 tem sido associados 

ao desenvolvimento da DAF (GOATE, 2006). Porém, animais com mutação apenas no gene 

APP acabam desenvolvendo ao longo da vida depósitos extracelular de peptídeos amilóide 

(MUCKE et al., 2000).  

A dupla mutação de genes codificadores da APP com os genes da Presenilina-PS1 

ou da BACE1 (enzimas que fazem parte do processamento da beta-amilóide) fazem com que 

os camundongos desenvolvam a lesão de forma mais acelerada (BODENDORF et al., 2002). 

Ao contrário do que era esperado, os camundongos duplo transgênicos não apresentaram 

emaranhados neurofibrilares. Neste contexto surgiu o camundongo triplo transgênico 

(3xTgAD), para reproduzir as duas lesões presentes na DA. Além de expressar genes 

codificadores da proteína APP, da Presenilina-AP1, o genoma destes camundongos apresenta 

também gene humano mutado da proteína Tau (ODDO et al., 2003). 

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

conseguir reproduzir características neuropatológicas, cognitivas e comportamentais 

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

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

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

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

causadas por mutações (FRANCO; CEDAZO-MINGUEZ, 2013). 

Neste sentido, existe hoje a necessidade da realização de pesquisas com a 

utilização de modelos não transgênicos, os quais representem a DAE, a qual acomete a grande 

maioria dos pacientes. 

Existem diversos modelos animais que visam mimetizar algumas características 

neuroquímicas e comportamentais apresentadas na DAE, através de algum dos diversos 
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caminhos que levam ao estabelecimento da mesma. Dentre esses modelos, tem-se os 

classificados como não transgênicos, por não envolverem manipulação dos genes envolvidos 

diretamente na DA, sendo eles a infusão intracerebroventricular (icv) direta do peptídeo Aβ 

(SARACENO et al., 2013), a destruição neurotóxica do núcleo basal e suas eferências 

colinérgicas corticais (SWAROWSKY et al., 2008), oclusão permanente e bilateral das 

carótidas comuns, causando uma hipoperfusão cerebral crônica (VICENTE et al, 2009) e o 

modelo por injeção icv de estreptozotocina (STZ) (LANNERT; HOYER, 1998; SALKOVIC-

PETRISIC et al., 2006). 

 

1. 8 Modelo Animal de DAE Induzida por STZ 

 

O STZ (Figura 3) é um composto natural de natureza glicosamina-nitrosouréia, 

produzido pela bactéria Gram-positiva Streptomyces acromogenes (EILEEN DOLAN, 1997), 

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

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

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

GLUT 2 (LELOUP et al.,1994). 

 É seletivamente tóxica às células produtoras/secretoras de insulina e não 

atravessa a BHE, sendo amplamente usada para induzir diabetes experimental em roedores 

por via intraperitoneal (i. p.) (SZKUDELSKI, 2001).  

Quando administrada via periférica, age no pâncreas, destruindo 

permanentemente as células β pancreáticas produtoras de insulina, originando assim um 

quadro de DM (BAYDAS et al., 2003). No pâncreas, na dose em que a STZ é administrada 

(50 mg/kg), o mecanismo de ação consiste na captação de STZ pelas células β através de 

GLUT do tipo 2, onde provoca a morte celular por metilação e fragmentação do DNA que 

causa a necrose celular (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016). 
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Figura 3 – Fórmula molecular do STZ 

 

 

Considerando a presença de insulina e RI no cérebro, um modelo experimental 

para induzir um estado cerebral de resistência à insulina foi desenvolvido utilizando STZ 

administrado por via icv com doses de até 100 vezes inferior do que aquelas utilizadas 

perifericamente (DUELLI et al., 1994; LANNERT; HOYER, 1998). 

Quando administrada via icv, em doses menores que a utilizada para indução da 

diabetes tipo 2 (1-3 mg/kg), o STZ causa uma espécie de dessensibilização dos RI, de IGF, 

ambos do tipo tirosina cinase, e altera o funcionamento das enzimas envolvidas no 

metabolismo da glicose cerebral com consequentes alterações bioquímicas e fisiopatológicas 

semelhantes a algumas das alterações cerebrais observadas durante a DA (AGRAWAL et al., 

2011) induzindo a déficits cognitivos (HOYER; LANNERT, 2007; SALKOVIC-PETRISIC 

et al., 2006, 2007; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013), comprometimento da sinalização 

colinérgica (BLOKLAND; JOLLES, 1994), estresse oxidativo (KUMAR et al., 2010; 

SAXENA et al., 2011), redução do metabolismo encefálico da glicose (HOYER; LANNERT, 

2007; CHEN et al., 2013) e resistência à insulina no encéfalo (AGRAWAL et al., 2011; 

PARK et al., 2015). Como o STZ não atravessa a BHE, não ocorre comprometimento 

sistêmico quando injetada. 

O mecanismo de deficiência no funcionamento do RI está diretamente relacionado 

com a transdução de sinal do RI. Resumidamente, quando a insulina se liga ao seu receptor, 

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

fosforilado nos resíduos de tirosina. Este, por sua vez, torna-se capaz de recrutar várias 

moléculas sinalizadoras, dentre estas a enzima fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) (THORENS, 

2011). Esta enzima fosforila o fosfoinositídeo da membrana que ancora a proteína cinase B 

(PKB), a qual promove a translocação do receptor de glicose GLUT 4 para a membrana 

plasmática, promovendo maior aporte de glicose nos tecidos dependentes de insulina. Por 

outro lado, a PKB também modula por fosforilação a atividade da enzima glicogênio sintase 

cinase 3 (GSK 3), que, dependendo da sua isoforma, regula os peptídeos Aβ e a fosforilação 
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da proteína Tau (SALKOVIC-PETRISIC et al., 2006). As formas citosólico da enzima GSK-

3 podem ser: a GSK-3α e a GSK-3β (SALKOVIC-PETRISIC; TRIBL; SCHMIDT M. 

HOYER, 2006; CORREIA et al., 2011). Sendo que a GSK-3β regula a fosforilação da 

proteína Tau (CHENG et al., 2005) e a GSK-3α está associada com a formação do peptídeo 

Aβ (PHIEL et al., 2003).Este provável mecanismo de ação está ilustrado na Figura 4 

(KAMAT et al., 2015). 

 
Figura 4 – Provável mecanismo de neurotoxicidade induzida pela STZ e a patologia DA.  

 

Fonte: (modificado de KAMAT et al., 2015) 

Existe um transportador de glicose na membrana que facilita a entrada da STZ, o GLUT2. Após a entrada de 

STZ nas células inibe a sinalização do IR e, portanto, PI3K/AKT. A inibição de PI3K e AKT inibe a regulação 

da GSK-3β, resultando em um aumento da sua atividade, o que facilita a acumulação de Aβ e a hiperfosforilação 

da Tau. O acúmulo de Aβ promove a formação de placa senil, e a hiperfosforilação de Tau promove a formação 

de emaranhados neurofibrilares, característica da DA. Por outro lado, as proteínas quinases B/C também inibem 

o RI pela sua hiperfosforilação e dificultam a função normal da insulina nos neurônios. A STZ também reduz a 

expressão dos transportadores de glicose GLUT 1 e 3, prejudicando a entrada de glicose na célula. 

 

Trabalhos demonstram que a injeção de STZ em dose subdiabetogênica reduz de 

10 a 30% os níveis de glicose, metabolismo de energia, e consequentemente, a disfunção 

mitocondrial, sobretudo em regiões do córtex cerebral e no hipocampo, com diminuição 
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significativa das principais enzimas da via glicolítica (PATHAN et al., 2005; 

MICHAŁOWSKA-WENDER et al., 2014). 

Embora o mecanismo associado à resistência cerebral à insulina seja bem aceito, 

ainda não foi robustamente comprovado por dados experimentais (GRIEB, 2016). Além 

disso, o estresse oxidativo e neuroinflamação subsequentes que levam à morte neuronal é 

proposto como um segundo mecanismo do STZ (SHARMA; GUPTA, 2001; BASSANI et al., 

2017). 

Assim, este modelo experimental não transgênico é o modelo animal mais 

amplamente aceito (DUBEY et al., 2018) e fornece subsídios morfológicos e moleculares 

para o entendimento da DAE em humanos pela nova hipótese da diabetes tipo 3  

(SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013; GRIEB, 2016), por possuir várias das características da 

doença e mimetizar a progressiva deterioração cognitiva e do metabolismo energético 

encefálico (GRÜNBLATT et al., 2004; SALKOVIC-PETRISIC et al., 2013).  

 

1. 9 Terpenos e neuroproteção  

 

Os terpenos são metabólitos secundários de plantas que são produzidos, em parte, 

como defesa contra microrganismos e insetos, além de serem polinizadores atraentes 

(GERSHENZON; DUDAREVA, 2007). 

Caracterizam-se por serem substâncias lipofílicas, ou seja, insolúveis em água, e é 

essa sua característica, que indica a facilidade de uma molécula ser ou não transportada 

através de uma membrana (MAZZATORTA et al., 2005). São classificados de acordo com 

sua unidade de isopreno como monoterpeno, diterpeno, triterpeno e sesquiterpeno 

(MURAKAMI et al., 2004). 

Os membros dessa classe de substâncias químicas possuem estruturas de carbono 

que podem ser decompostas em resíduos de isopreno (C5H8) e são classificados, com base no 

número de carbonos na molécula, como monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 

carbonos), diterpenos (20 carbonos), triterpenos (30 carbonos) e tetraterpenos ou carotenos 

(40 carbonos) (TEISSEIRE, 1994). 

Os sesquiterpenos são um grupo de metabólitos secundários presentes em uma 

grande variedade de famílias de plantas e que apresentam uma série de efeitos biológicos e 

farmacológicos (Di SOTTO et al., 2010), como efeito antibacteriano, antifúngico e 

antioxidante (MURAKAMI et al., 2004).  Muitos sesquiterpenos já foram identificados. 

Plantas marinhas e terrestres e alguns microrganismos são fonte de derivados oxidados ou 

modificados destes compostos (ROBLES et al., 1995). 
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Durante anos tem havido uma atenção emergente para a produção e 

implementação dos óleos essenciais na medicina popular. Os óleos essenciais são compostos 

principalmente por terpenos e terpenóides com baixo peso molecular (De CARVALHO; Da 

FONSECA, 2006).  

Cioanca e colaboradores (2013) demonstraram que o óleo essencial extraído da 

Coriandrum sativum, popularmente conhecido como coentro, foi capaz de melhorar a 

memória de animais expostos ao Aβ pela diminuição do estresse oxidativo. Mais 

recentemente, estudos realizados por Marumoto e colaboradores (2017) demonstraram a 

inibição da atividade da Beta Secretase 1(BACE1)  por compostos aromáticos (monoterpenos, 

sesquiterpenos), indicando que estes podem ser uma possível estratégia terapêutica para 

prevenir a doença de Alzheimer. 

 

1. 10 α-Bisabolol 

 

 

O α-bisabolol (FIGURA 5), também conhecido como levomenol, é um álcool de 

sesquiterpeno monocíclico natural insaturado, não tóxico (ORTIZ et al., 2018). O α-bisabolol 

é o principal constituinte dos óleos essenciais de várias plantas, encontrado como constituinte 

majoritário do óleo essencial da Matricaria chamomilla, popularmente conhecida como 

camomila, da Vanillosmopsis erythropappa e da Peperônia (REYNOLDS 1996; De LIRA et 

al., 2009), da camomila alemã (Matricaria recutita), Plinia cerrocampanensis Barrie 

(Myrtaceae), Stachys lavandulifolia Vahl (Lamiaceae) e Laserpitium zernyi Hayek (Apiaceae) 

(BARRETO et al., 2016; MCKAY; BLUMBERG, 2006; POPOVIĆ et al., 2010; VILA et al., 

2010). Entretanto, dentre essas fontes de α-bisabolol, a mais utilizada para sua extração é a 

camomila, que pode conter até 50% (VILA et al., 2010).  

O α-bisabolol passou a ser utilizado como um componente de perfumes e 

cosméticos decorativos, na produção de xampus, sabonetes e produtos de higiene, bem como 

em outros produtos não-cosméticos, tais como os detergentes (LEITE, 2011). Além disso, o 

α-bisabolol tem sido utilizado como um agente calmante em cosméticos para bebês (BHATIA 

et al., 2008). 
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Figura 5 – Estrutura molecular do α-bisabolol.  

 
(nome IUPAC: (2R) -6-metil-2 - [(1R) -4 - metilciclo-hex-3-en-1-il] hept-5-en-2-ol)  

O α-bisabolol possui baixo peso molecular e, apesar de caracterizar-se por ser um 

composto lipofílico, consequentemente, pouco solúvel em fluidos biológicos, estudos 

demonstraram em um modelo in vitro da BHE que o α-bisabolol apresenta características 

físico-químicas compatíveis com a capacidade de atravessar a BHE (PIOCHON et al., 2008) e 

estudos recentes de Tabari e Tehrani (2017) descreveram os efeitos ansiolíticos e sedativos do 

α-bisabolol em camundongos, reforçando essa capacidade. 

Esse terpeno possui uma variedade de atividades biológicas, tais como: 

antifúngica (VILA et al., 2010), antinociceptiva em ratos (LEITE et al., 2011; KESMATI et 

al., 2007), anti-tumororal (Da SILVA et al., 2010) e atividade gastroprotetora (BEZERRA et 

al., 2009; ROCHA et al., 2010). Em outros estudos, o α-bisabolol suprimiu os 

comportamentos nociceptivos de maneira independente da dose no teste da formalina da 

pata, hipernocicepção inflamatória da pata e testes de dor orofacial (BARRETO et al., 2016; 

LEITE et al., 2012; ROCHA et al., 2011a; TOMIĆ et al., 2014). 

Estudos mostraram que o α-bisabolol foi capaz de proteger a mucosa gástrica de 

camundongos Swiss machos com lesões causadas pelo etanol, por reduzir a peroxidação 

lipídica e aumentar a atividade da enzima superóxido desmutase, estando essa atividade 

relacionada com o seu efeito antioxidante (ROCHA et al., 2011). O α-bisabolol apresentou 

também uma atividade protetora contra os danos gástricos causados por ácido acetilsalicílico 

(KHAYYAL et al., 2001). 

Além disso, estudos mostraram que α-bisabolol atua na reação inflamatória 

através da inibição da produção de NO e PGE2, que são mediadores pro-inflamatórios. Além 

disso, o α-bisabolol reduziu a expressão dos genes que codificam iNOS e COX-2, inibindo a 

via de sinalização NF-кB e ativação da proteína-1 (AP-1) dos fatores de transcrição (p38 e 

ERK) (KIM et al., 2011). Estes achados sugerem que o α-bisabolol pode ser usado como um 

agente terapêutico no tratamento de doenças inflamatórias. 

Um estudo mostrou que o α-bisabolol atua nos canais de cálcio dependentes de 

voltagem, inibindo as respostas contráteis no músculo liso traqueal, preferencialmente 
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causadas pelo influxo de cálcio (SIQUEIRA et al., 2012). Esse mesmo efeito foi observado 

em estudos com preparações de aorta (SIQUEIRA et al., 2014). 

Estudos com cultura de células PC12 têm demonstrado o efeito anti-

amiloidogênico e anti-apoptótico do α-bisabolol contra a neurotoxicidade induzida por Aβ, 

onde os resultados demonstraram que o α-bisabolol reduziu significativamente a propensão de 

agregação de Aβ (SHANMUGANATHAN et al., 2018).  Outros estudos também 

demonstraram seu potencial anticolinesterásico e de anti-agregação amiloidogênica do 

composto bioativo α-bisabolol presente na alga castanha Padina gymnospora 

(SHANMUGANATHAN, 2015). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o α-bisabolol tem efeito 

neuroprotetor e protege contra déficits cognitivos em modelo de isquemia cerebral focal 

permanente em camundongos (FERNANDES et al., 2018).  

Até o momento, nenhum trabalho foi realizado associando a atividade do α-

bisabolol com a DA em animais induzido pela injeção STZ, sendo o nosso estudo um pioneiro 

nessa investigação.  
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

Com o aumento da expectativa de vida, especialmente em países desenvolvidos, a 

prevalência de doenças neurodegenerativas, vem aumentando rapidamente e as terapias 

atuais, ainda ineficientes, em sua maior parte, estão voltadas apenas para a diminuição da 

progressão dos sintomas e não para a prevenção ou tratamento destas doenças. Para uma 

melhor identificação de potenciais alvos terapêuticos tendo em foco essas doenças, como a 

Doença de Alzheimer Esporádica (DAE), é preciso entender melhor os mecanismos celulares 

e moleculares pelos quais essas patologias se desenvolvem.  

A DAE certamente tem um início muito mais precoce, talvez com manifestações 

subclínicas, que ocorrem décadas antes do surgimento das alterações cognitivo-

comportamentais da doença, com a evolução do quadro clínico. Estudos epidemiológicos têm 

fornecido evidências diretas de que o Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 é um forte fator de risco 

para DA e o estado de resistência à insulina tem sido reconhecido por desempenhar um papel 

importante na fisiopatologia da DAE. 

Como foi citado, o α-bisabolol possui atividade antioxidante, anti-inflamatória, 

anti-apoptótica, anti-amiloidogênica, inibição da colinesterase, e protege contra déficit 

cognitivo em modelo animal de lesão cerebral. Com isso, é possível que o α-bisabolol seja 

capaz de agir como neuroprotetor evitando os danos neuronais e cognitivos causados pela 

injeção de STZ nesse modelo de DAE. 

Desse modo, este trabalho busca investigar o possível efeito de neuroproteção do 

α-bisabolol sobre o dano neuronal e déficits cognitivo induzido pela injeção icv de STZ em 

camundongos, bem como a prospecção do α-bisabolol como uma possível estratégia 

terapêutica na DAE. 
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3 OBJETIVOS 

 

3. 1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito neuroprotetor do α-bisabolol em um modelo animal de DAE 

induzido por STZ;  

3. 2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o potencial neuroprotetor do α-bisabolol sobre: 

 Os déficits cognitivos induzidos por STZ no modelo de DAE; 

 O estresse oxidativo; 

 Os danos sinápticos sobre as sinapses; 

 

 Formação de placas amiloidogênicas; 

 

 A viabilidade celular e dano neuronal; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4. 1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos albinos adultos da estirpe Swiss, machos, com 

peso compreendido entre 25-35 g, provenientes do biotério central da Universidade Federal 

do Ceará (UFC) e transferidos para o biotério do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de 

Medicamentos da UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas apropriadas, forradas 

com raspas de madeira à temperatura de 22 ± 2°C e com ciclo de claro/escuro de 12h/12h e 

alimentados com ração padrão e água à vontade. 

No que se refere aos cuidados com os animais, todos os procedimentos realizados 

no estudo seguiram os princípios éticos da experimentação animal, estabelecidos pelo 

Conselho Nacional de controle de Experimentação Animal (CONCEA). O projeto foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do 

Ceará (UFC) sob o número de registro 39/2017 (Anexo A). 

 

4. 2 Drogas 

 

As seguintes substâncias foram utilizadas: Estreptozotocina (SIGMA-USA), α-

bisabolol (SIGMA-USA), Quetamina (König, Argentina), Xilazina (König, Argentina). Os 

demais reagentes foram de grau analítico. 

 

4. 3 Modelo de Doença de Alzheimer Esporádica (DAE) induzido por Estreptozotocina 

(STZ) 

 

Os procedimentos de lesão foram realizados através do procedimento de indução 

estereotáxico. Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg intraperitoneal (i.p.)) e 

quetamina (100 mg/kg i.p.) e posicionados no aparelho estereotáxico (Stoelting®). Foi 

realizada uma incisão sagital mediana de aproximadamente 2 cm de comprimento com um 

bisturi, no alto do crânio, expondo-se as suturas ósseas cranianas, com o objetivo de localizar 

o bregma.  

Os orifícios foram perfurados no crânio em ambos os lados sobre os ventrículos 

laterais usando as seguintes coordenadas: 0,5 mm posterior ao bregma, 1,1 mm lateral à 

sutura sagital e 2,8 mm abaixo a superfície do cérebro (PAXINOS; FRANKLIN, 2004) 
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(Tabela 1). Esse modelo experimental de lesão foi proposto por Lannert e Hoyer (1998). 

Foram realizadas perfurações nos crânios dos animais com uma broca de baixa rotação 

(Dremel) em cada marcação, permitindo entrada da seringa Hamilton com o STZ (3 mg/kg) 

sendo injetado icv bi-lateralmente no dia 1 e 3 do experimento, em ambos ventrículos, sendo 

infundido 1,5 μl (45μg/1,5μl)  em cada hemisfério (SHARMA; GUPTA, 2001) (FIGURA 6). 

As micro-injeções foram realizadas por administração de STZ ou solução de veículo, 

lentamente, ao longo de um período de 1 minuto e a agulha permaneceu na posição durante 

mais 5 minutos para prevenir o refluxo ao longo da seringa. Após as injeções, os cortes feitos 

nos animais foram suturados com fio cirúrgico de algodão (AP 0,4 15x45 cm) e desinfetados 

com iodo povidine. Os animais do grupo controle foram submetidos aos mesmos 

procedimentos cirúrgicos, no entanto, não receberam a neurotoxina STZ, foi introduzido 

somente a agulha nas mesmas coordenadas estereotáxicas, seguido de infusão de artificial 

Fluido Cérebro Espinal (aCSF) estéril (veículo, solução de NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, 

C6H12O6). 

  

Tabela 1 – Sítios das micro-injeções bilaterais de STZ nos ventrículos laterais 

 

 

 

Coordenadas descritas por Paxinos e Franklin, 2004 

 

Figura 6 – Esquema das seções de micro-injeções. 

 
À esquerda, mostrando as regiões do crânio onde foram realizados os furos para ter acesso aos ventrículos direito 

e esquerdo, e à direita mostrando o corte coronal da região onde foram realizadas as injeções de STZ. 

 

 

Coordenadas 
Ponto 1 

(ventriculo E) 

Ponto 2 

(ventriculo D) 

Antero-posterior - 0,5 - 0,5 

Médio-lateral - 1,1 + 1,1 

Ventral + 2,8 + 2,8 
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4. 4 Protocolo Experimental 

 

O tratamento com o α-bisabolol foi feito com as doses 50, 100 ou 200 mg/kg ou 

veículo (Tween 3% em salina) por via oral (v.o.), uma hora após os procedimentos de indução 

e diariamente durante os 15 (quinze) dias que seguem após o segundo procedimento de 

indução, utilizando Tween 3% em salina v.o. As doses de 50, 100 ou 200 mg/kg foram 

utilizadas baseado em estudos que demonstraram que o α-bisabolol (100 ou 200 mg/kg) 

apresentou efeito neuroprotetor e diminuição nos déficits cognitivos em modelo de isquemia 

cerebral focal permanente em camundongos (FERNANDES et al., 2015). A dose de 50 mg/kg 

foi feita em decorrência da necessidade de se avaliar o efeito do uso da dose menor, pois neste 

estudo foi feito um maior período de tratamento.  

Foram utilizados um total de 120 animais divididos em 6 grupos experimentais, 

cada um com 20 animais  de acordo com a Tabela 2. Os animais de cada grupo foram 

divididos em 2 subgrupos de 10 (dez) animais. Os animais do primeiro subgrupo foram 

submetidos a testes para avaliar a atividade locomotora (teste do campo aberto) e avaliação de 

memória (teste do labirinto em Y, teste do reconhecimento de objetos e teste da esquiva 

passiva). Os animais do segundo subgrupo foram submetidos aos testes para avaliar a 

atividade locomotora (teste do campo aberto) e avaliação de memória espacial (teste do 

labirinto aquático). Os testes empregados foram realizados de acordo com o desenho 

experimental abaixo (FIGURA 7). Os testes de comportamento foram realizados 12 (doze) 

dias após a segunda injeção de STZ ou de aCSF. 

Após os testes de comportamento, os animais foram eutanasiados e os cérebros 

dissecados para a retirada das áreas cerebrais (córtex pré-frontal e hipocampo) para realização 

das análises do estresse oxidativo (n=6) (TBARS e Nitrito), isolamento de sinaptossomas e de 

membranas totais para a quantificação da densidade de marcadores sinápticos (sinaptofisina) 

por Western blotting (n=4). Para as análises imunohistoquímicas (n=4), os animais foram 

anestesiados e perfundidos com paraformaldeído a 4% em PBS (tampão fosfato 0,1 M 

contendo salina 0,9 %, pH 7,4). Os cérebros foram removidos, fixados em formol tamponado 

a 10% por 24 h e posteriormente crioprotegidos em sacarose a 30% em PBS a 4º C, 

posteriormente foram feitos os cortes histológicos para analise da acumulação de placas senis 

de Aβ (Tioflavina S) e da morte neuronal (Cresil Violeta). 
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Tabela 2 - Protocolo experimental 

Grupo 
Tratamento 

icv v. o. 

1 aCSF  + Veículo (Tween 3% + salina) 

2 aCSF  + α-bisabolol (200 mg/kg) 

3 STZ (3 mg/kg)  + Veículo (Tween 3% + salina) 

4 STZ (3 mg/kg)  + α-bisabolol (50 mg/kg) 

5 STZ (3 mg/kg)  + α-bisabolol (100 mg/kg) 

6 STZ (3 mg/kg)  + α-bisabolol (200 mg/kg) 

 

Figura 7 – Desenho experimental mostrando a sequência dos testes comportamentais realizados nos 

subgrupos de animais. 

 

 

4. 5 Dosagem da glicemia 

 

A dosagem da glicemia foi realizada em todos os animais, sendo feita sem 

restrição alimentar, para confirmar que os animais não estavam diabéticos. As dosagens foram 

feitas imediatamente antes dos procedimentos de indução e 16 dias após as injeções de 

estreptozotocina.  Com o auxílio de uma tesoura cirúrgica estéril, uma gota de sangue foi 

obtida através da perfuração da ponta da cauda dos animais. Essa amostra de sangue, foi 

aplicada sobre a fita teste usada para leitura no medidor de glicose, sendo os resultados 

obtidos em mg/dL. Camundongos com glicemia de jejum superiores a 200 mg/dL e peso 

corporal acima de 55 g são classificados como diabéticos (TABAK et al., 2012). 
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4. 6 Testes comportamentais  

 

4. 6. 1 Avaliação da Atividade Locomotora - Teste do Campo Aberto  

 

  O teste do campo aberto foi originalmente descrito por HALL (1934), para analisar o 

estado emocional em ratos. O teste utilizado neste trabalho foi baseado no modelo de 

BROADHURST (1957) e foi utilizado com o intuito de avaliar a atividade locomotora e o 

comportamento exploratório do animal, pois essa atividade medida pela distância que um 

animal percorre reflete a exploração a um contexto novo.  

O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrílico 

com o piso preto dividido em nove quadrantes iguais (FIGURA 8). No teste, o animal foi 

colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por 5 minutos, durante este período 

foram registrados por meio do software ANY-maze (versão 4, USA), a distância percorrida, a 

velocidade média, o número de quadrantes atravessados pelo animal (número de 

cruzamentos) e o número de vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente 

(explorações verticais), mantendo-se apenas pelas patas traseiras, caracterizando o 

comportamento exploratório do tipo rearings. O ambiente foi iluminado com luz vermelha e a 

arena foi limpa com álcool a 20% após cada animal ser retirado, para evitar que o cheiro de 

urina e fezes interferisse no teste.  

 

Figura 8 – Arena do Campo Aberto 

 

 Fonte: (Laboratório de Neurociências e Comportamento - LNC) 
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4. 6. 2 Avaliação sobre a Memória 

 

4. 6. 2. 1 Avaliação da memória de trabalho - Teste Labirinto em Y (Y-maze)  

  

Neste teste, avalia-se a memória operacional ou de trabalho (curto-prazo) 

visuoespacial, que tem como principal área envolvida, o córtex pré-frontal (SARTER et al., 

1988). O labirinto em Y é composto por 3 braços de madeira com 16 cm de altura, 5 cm de 

largura e 40 cm de comprimento (FIGURA 9). Neste teste, o animal foi colocado em um dos 

braços e foi feita a contagem das alternações espontâneas as entradas nos outros braços 

durante 8 (oito) minutos. Os animais controles apresentam forte tendência de alternar a 

entrada nos diferentes ambientes sem repetição. 

Todas as entradas em cada braço foram sequencialmente anotadas, havendo, 

assim, o registro do número total de entradas em cada baço, bem como a sequência de 

entradas. As informações foram analisadas para determinar o número de entradas do braço 

sem repetição. Os dados foram expressos como a porcentagem de alternância nos braços sem 

repetição. 

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância nos grupos controle, 

indicando que os animais podem lembrar em qual braço eles entraram por último 

(LALONDE, 2002). O resultado é expresso em porcentagem e obtido através da seguinte 

fórmula matemática: 

 

 

Figura 9 – Labirinto em Y 

 

 

Fonte: (LNC) 
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4. 6. 2. 2 Avaliação da memória de reconhecimento – Teste do Reconhecimento de Objetos  

 

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendência natural dos animais 

buscarem o novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988) (FIGURA 10). Os animais foram 

ambientados na arena de campo aberto 24 h antes da realização do teste. O teste de 

reconhecimento de objetos foi realizado 13 dias após a segunda injeção STZ. O teste foi 

realizado na arena do campo aberto, onde dois objetos idênticos, colocados em lados opostos, 

foram colocados nos cantos da arena. O animal foi colocado no quadrante do meio virado 

para a parede, no lado oposto aos objetos. O teste foi feito em duas sessões. Na primeira, o 

animal foi deixado para explorar o ambiente por 10 min. Na segunda, realizada uma hora 

depois, o objeto situado à direita foi substituído por um novo objeto, e foi medido o tempo de 

exploração em cada objeto (antigo e novo) durante 5 minutos. O índice de reconhecido ou de 

discriminação foi calculado como o tempo de exploração do objeto novo menos o tempo de 

exploração no antigo sobre o tempo total de exploração dos dois objetos. A arena e os objetos 

foram limpos com alcool a 20 % entre os testes. Os seguintes comportamentos foram 

considerados como exploração dos objetos: farejando, lambendo ou tocando o objeto com o 

nariz ou com as pernas da frente ou direcionando o nariz para o objeto a uma distância ≤ 1cm. 

 

Figura 10 – Ilustração representando a metodologia do teste de reconhecimento de objetos. 

 

Fonte: (Desenho adaptado de Kate Fehlhaber, Knowing Neurons) 
 

 

 

 

 

https://knowingneurons.com/author/kfehlhaber/
https://knowingneurons.com/
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4 6. 2. 3 Avaliação da Memória Aversiva – Teste da Esquiva Passiva  

 

Este teste foi baseado no método de De NOBLE e colaboradores (1986) e nos 

permite avaliar as memórias de curta e longa duração (recente e tardia), assim como a 

memória com componente aversivo. O teste de esquiva passiva usa a tendência natural do 

animal de explorar além da plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um 

componente aversivo que constitui uma resposta condicionada.  

Após 14 dias do procedimento de indução com STZ, os animais foram habituados 

ao aparelho de esquiva passiva (Insight LTDA). O aparelho consiste de uma caixa de acrílico 

(48 x 22 x 22 cm), tendo este o piso eletrificado e uma plataforma não eletrificada (FIGURA 

11). O animal foi colocado na plataforma e deixado para ambientação no aparelho durante um 

1 minuto, e depois retirado. Após 30 segundos, o animal foi colocado novamente na 

plataforma. Visto que a tendência do animal é explorar o ambiente, ao descer da plataforma, 

ele recebe um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo, com o tempo de latência para descer 

sendo registrado, até um máximo de 300 s (treino). Os animais que não desceram da 

plataforma levaram o mesmo choque após os 300 s de treino. 

O animal foi retirado e, após 15 minutos, colocado novamente na plataforma, 

sendo registrada a latência de descida (memória recente). A retenção do aprendizado foi 

testada após 24 horas (memória tardia), mas nessa fase, os animais não levaram choque. 

 

Figura 11 – Aparelho de Esquiva Passiva 

 

Fonte: (Insight LTDA.) 
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4. 6. 2. 4 Avaliação da memória espacial - Teste do Labirinto Aquático  

 

Com o objetivo de avaliar o aprendizado e a memória (longo-prazo) 

visuoespacial, foi utilizado o labirinto aquático com pistas de Morris ou Water maze 

(FIGURA 12) (MORRIS, 1984). O animal foi colocado de forma aleatória em uma piscina 

circular (90 cm de diâmetro e 60 cm de profundidade) contendo água turva (até 30 cm de 

altura) com tinta branca não tóxica à 26°C, dividida espacialmente em quatro quadrantes, 

devendo encontrar uma plataforma (7cm de diâmetro) submersa 2cm. O animal teve 60s para 

achar a plataforma (que permanece no mesmo local em todos os treinos) e lá permanecer por 

10s. Este treino foi realizado seis vezes por dia com intervalos de 30s entre os treinos, durante 

dois dias (aprendizagem) e 48 h após o último treino, os animais foram submetidos ao teste, 

agora sem a plataforma, onde foi avaliada a aquisição da memória. O animal permaneceu na 

piscina por 60s e foi registrado o tempo em que o animal permaneceu no quadrante em que a 

plataforma deveria estar, o tempo de latência para encontrar o local da plataforma e o número 

de vezes em que ele cruzou o local exato da plataforma. 

Figura 12 – Labirinto aquático com pistas 

 

Fonte: (LNC) 
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4. 7 Avaliação do Estresse Oxidativo 

 

4. 7. 1 Determinação da peroxidação lipídica  
  

A atividade antioxidante foi medida pela dosagem das substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) (DRAPER; HADELY,1990), um indicador de peroxidação 

lipídica. No dia do ensaio, 60 µL do homogenato (10% em tampão fosfato) de córtex e 

hipocampo foi introduzido em tubo de ensaio e centrifugado a 1200 rotações por minuto 

(rpm) 4ºC por 30 minutos. Após a centrifugação, 100 μL de ácido perclórico a 35% foi 

adicionado para interromper a peroxidação e, centrifugado novamente a 5000 rpm 4°C por 10 

minutos, o sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 50μl de ácido tiobarbitúrico 1,2%. 

Posteriormente, levado ao banho de água por 30 minutos a uma temperatura variável de 95-

100°C. A solução, foi retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Após esfriar, 

150 µL da solução foi adicionada nos poços da placa de ELISA e foi feita a leitura em 535 

nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias concentrações de malonaldialdeído 

(MDA) padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). 

 

4. 7. 2 Determinação da concentração de nitrito/nitrato  

 

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em água 

bidestilada, sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5%) revela a presença de nitrito/nitrato 

(NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reação de 

diazotização que forma um cromóforo de cor róseo, com um pico de absorbância em 540 nm 

(GREEN et al., 1982). 

Para realização do ensaio, os homogenatos (10% em tampão fosfato) de córtex 

pré-frontal e hipocampo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 μL de cada 

sobrenadante foi adicionado a 100 μL do reagente de Griess. Para o branco, foi utilizado 100 

μL do tampão fosfato e 100 μL reagente de Griess. Após 10 minutos, foi feita a leitura das 

absorbâncias em 540nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias concentrações 

de nitrito padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). As leituras da 

absorbância dos padrões (y) foram plotadas contra a concentração de cada padrão (x), então 

foi feita a determinação da equação da reta, que foi usada para a determinação da 

concentração de nitrito em cada amostra. 
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4. 8 Análise histopatológica 

 

Após a anestesia, os animais foram perfundidos através do coração, pelo 

ventrículo esquerdo com salina gelada(8º-10ºC), seguido de paraformaldeído a 4% em PBS. 

Os cérebros foram removidos e pós-fixados com formol tamponado por 24 (vinte e quatro) 

horas. Após esse período, foram armazenados em solução crioprotetora de sacarose a 30%. O 

tecido foi cortado no criostato e montado em lâminas silanizadas. Os cortes histológicos de 

10µm foram então corados pela técnica de Violeta de Cresil para a verificação de morte 

neuronal e Tioflavina S para verificação das placas de senis. 

 

4. 8. 1 Marcação de placas amiloides de Aβ – Tioflavina S  

 

Para visualização de placas amiloides foi realizada o método de coloração pela 

Tioflavina S. A Tioflavina S é uma mistura de corante homogênea que resulta da metilação da 

desidrotiolotidina com ácido sulfônico. As secções de córtex e hipocampo (10 µm) foram 

montadas em lâminas e deixadas para secar ao ar antes da coloração. Foi utilizado o protocolo 

estabelecido por LY e colaboradores (2011).  

As lâminas foram imersas em etanol 70% e 80 %, por 1 minuto em cada banho. 

Em seguida, foram incubadas em solução de Tioflavina S (1% em 80% de etanol) filtrada 

(filtro de 0,2 µm) por 15 minutos, protegido da luz. Após, foram imersas novamente em 

etanol 80% e 70%, respectivamente, por 1 minuto cada banho. As lâminas foram montadas 

em meio de montagem aquoso e deixadas para secar no escuro durante pelo menos 2 horas, 

seguida de vedação com esmalte. As lâminas foram armazenadas no escuro a 4º C. As placas 

verdes fluorescentes coradas podem ser visualizadas com microscropia fluorescente. A análise 

das lâminas foi feita dentro de uma semana, pois a coloração desaparece com o tempo. As 

fatias foram fotografadas logo após a coloração, utilizou-se o Cytation 3 para a obtenção das 

imagens. 

Para a quantificação, foram selecionadas 3 fatias de cada animal, aleatoriamente, 

sendo utilizado o aumento de 25x para as fatias do hipocampo e o aumento de 200x para as 

fatias do córtex pré-frontal.    
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4. 8. 2 Avaliação da viabilidade celular através do Violeta de Cresil 

 

Neste estudo, a viabilidade celular foi analisada pela coloração de cresil-violeta. A 

coloração de cresil-violeta é utilizada para evidenciar os corpúsculos de Nissl presentes no 

citoplasma de neurônios viáveis (SCORZA et al., 2005). 

As lâminas com os cortes cerebrais de córtex e hipocampo foram mergulhados em 

água destilada durante um minuto, posteriormente, foram incubados na solução de cresil-

violeta 0,5% preparada em tampão de acetato (20 % acetato de sódio 2,7% + 80% de ácido 

acético glacial a 1,2 %), por um período de três minutos. A fixação da marcação foi feita com 

duas lavagens em tampão de acetato. Em seguida, as lâminas foram desidratadas em álcool 

(50, 70 e 100%). Por fim, foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck, 

Alemanha).  

Para a quantificação dos neurônios corados com Nissl, As lâminas foram 

visualizadas em um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 200x. Foram 

selecionadas 3 fatias de cada animal, aleatoriamente,  e a quantificação dos neurônios corados 

foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA) 

com um gride de 1000. No hipocampo, foram analisadas as subáreas CA1 (Corno de Amon 

1), CA3 (Corno de Amon 3) e GD (Giro Denteado). Foi calculada a média dos 3 valores por 

animal, e os resultados expressos como número de células viáveis. As células foram 

consideradas neurônios viáveis quando apresentaram coloração violeta no citoplasma, bem 

como, aspectos morfológicos normais (células de forma redonda ou oval com núcleos 

centralizados). 

 

4. 8. 3 Avaliação da degeneração neuronal através do Fluoro Jade C 

 

A técnica de Fluoro-Jade C, foi utilizada para investigar degeneração neuronal. As 

lâminas foram imersas, durante 5 minutos numa solução básica de álcool, que consiste em: 

0,01% de NaOH (0,01g  para  100ml) em 80% de etanol, e depois em etanol a 70% durante 2 

minutos e água ultrapura durante 2 minutos. Em seguida foram incubados sob agitação, em 

0,06% de permanganato de potássio durante 10 minutos, (protegidos da luz), lavadas em água 

durante 2 minutos e incubadas, sob agitação durante 10 minutos, na solução 0,0001% de 

Fluoro-jade C, em 0,1% de ácido acético, e lavadas novamente em águas ultrapura 3 vezes (1 

minuto de cada vez). Após secagem das lâminas (ao ar livre), as lâminas foram mergulhadas 
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em xilol (câmara de exaustão) durante 1 minuto e montadas com o meio de montagem 

Entellan (SCHMUED et al., 2005). 

A marcação com Fluoro-jade C foi quantificada em séries de 3 seções coronais 

(10 μm de  espessura  e espaçamento  de  300μg),  representativas  do  córtex pré-frontal e 

hipocampo de 4 animais de cada  grupo  experimental, utilizando o aumento de 200x. No 

hipocampo, foram analisadas as subáreas CA1 (Corno de Amon 1), CA3 (Corno de Amon 3) 

e GD (Giro Denteado). A quantificação das células positivas foi calculada através do 

programa Image J, sendo representados como média ± EPM. 

 

4. 9 Avaliação da expressão de proteínas de sinapse, sinaptofisina através da técnica de 

Western-blot 

 

A avaliação da expressão da proteína de sinaptofisina foi feita nas amostras de 

tecido de córtex e hipocampo. As amostras foram homogeneizadas separadamente em potter 

com 2 mL de tampão de sacarose 32 mM, EDTA 1 mM, Hepes 10 mM e BSA 1 mg/mL. As 

amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 3.000 G durante 10 min a 4ºC, para remoção 

de debris. O sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugação a 25.000 G durante 90 min 

a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 100μL 

de uma solução de SDS a 5% com inibidor de protease (5µL/mL). A quantidade de proteína 

total presente na amostra foi determinada usando o método de Lowry, e a albumina sérica 

bovina foi utilizada como padrão. 

As amostras foram desnaturadas por adição de um tampão contendo – Tris 125 

mM, glicerol 20%, DTT 100 mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% - seguida de 

aquecimento a 90ºC durante 5 min. Quantidades iguais de proteínas totais (25 μg) foram 

aplicadas em cada poço de gel de poliacrilamida-SDS 12,5 %, utilizando-se o sistema Mini 

Protean®3Cell (Bio-Rad, EUA) (FIGURA 13). Adicionou-se tampão de corrida (Tris 25 

mM; Glicina 192 mM e SDS 0,1%) e em seguida iniciou-se a corrida em condições 

constantes de voltagem (120 V) e variável de miliamperagem (80 mA) por 1 hora e 45 min. 

Após a separação protéica, deu-se início a transferência (por 3 horas,100 V, 395 mA) para a 

membrana de difloureto de polivinildieno (PVDF) (Bio-Rad), previamente ativada por 

imersão em metanol durante 5 s, seguida de uma imersão de 5 min em água, e finalmente em 

tampão de eletrotransferência (Tris 25mM; Glicina 192mM e Metanol 20%) durante 5 min. 

 



42 
 

Figura 13 – Sistema de Western blotting montado. 

 

Fonte: (LNC).  

 

A transferência foi verificada corando-se as membranas com solução de Ponceau 

S, para verificação da qualidade do processo. Logo em seguida, as membranas foram lavadas 

(descoradas) com água destilada e bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS-T por uma 

hora sob agitação à temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram incubadas por um 

período de 1 hora em TBS-T contendo os seguintes anticorpos: camundongo anti-α tubulina 

(1:5000; Sigma), coelho anti-sinaptofisina produzida em camundongo (1:2000; Santa Cruz 

Biotechnology). A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens) e incubadas 

com os anticorpos secundários marcados com peroxidase: anti-IgG de camundongo (1:2000; 

Millipore) por 1 hora.  

Após a incubação por 1 h, a membrana foi novamente lavada com TBS-T (3 

lavagens) e a reação de desenvolvimento da cor se processou com a mistura de 5mg do 

cromógeno DAB (3,3′-Diaminobenzidine tetrahydrochloride-Sigma) em 15 mL de TBS-T e 

50 μL de peróxido de hidrogênio por 5 min. Para interrupção da reação de degradação 

enzimática, a membrana foi lavada com água deionizada e posteriormente secada em 

temperatura ambiente e, no final, guardada ao abrigo da luz. 

Para a análise densitométrica, as bandas foram quantificadas por análise 

computadorizada de imagem (com auxílio do software Image J versão 1.32j de domínio 

público http://rsb.info.nih.gov.ij/) onde a densidade óptica de cada banda foi detectada. 

Inicialmente, o sistema de análise calcula a média dos valores de densidade ótica para a região 

delimitada pelo operador. Esta região deve ter uma área suficiente para abrigar todas as 

bandas (uma de cada vez) visíveis no filme, não devendo ser alterada, quando se passa a 
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analisar outra banda. Foi feita a relação snaptofisina/tubulina e o valor final de intensidade 

relativa foi expresso em porcentagem em relação ao grupo aCSF + veículo de todos os 

experimentos realizados. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo Software GraphPad Prism 6.01 

(GraphPad Software, Inc.) e todos os dados expressos como média ± EPM (erro padrão 

médio). Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade D’Agostino e Pearson para 

verificar se dados apresentam distribuição normal, sendo determinado o uso de testes 

paramétricos para a avaliação estatística dos resultados.  

Nos resultados que apresentaram uma distribuição normal, utilizou-se a Análise 

de Variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni como teste post-hoc, 

para comparações dentro dos grupos. Para comparações entre dois grupos, utilizou-se o teste t 

de Student. Em todos os testes o critério de significância utilizado foi de P < 0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

6. 1 Níveis de glicose no sangue periférico em camundongos submetidos ao modelo de 

DAE por injeção de STZ. 

 

Os resultados obtidos dos níveis de glicose no sangue periférico demonstraram 

que não houve nenhuma alteração antes e após os procedimentos de indução com STZ e com 

o tratamento com o α-bisabolol, demonstrando que os animais não estavam diabéticos (Tabela 

3). A Figura 14 mostra que os níveis de glicose não foram alterados em nenhum dos grupos 

experimentais avaliados neste estudo. 

Tabela 3 - Níveis de glicose no sangue periférico em camundongos antes e após 19 dias. 

 Níveis de glicose no sangue (mg/dL) 

Grupos d0 d19 

aCSF + V 146,1 ± 14,77 138,4 ± 8,52 

aCSF + BIS 200 145,9 ± 8,77 116,8 ± 9,37 

STZ +V 136,2 ± 5,30 144,3 ± 6,70 

STZ + BIS 50 138,0 ± 7,16 123,0 ± 8,36 

STZ + BIS 100 166,5 ± 14,80 112,5 ± 5,37 

STZ + BIS 200 151,4 ± 10,06 138,7 ± 15,57 

 

Figura 14 – Efeito do tratamento com o  α-bisabolol sobre a glicemia em camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias. A análise dos níveis de glicose no sangue dos 

camundongos (n = 8 - 10 animais/grupo) foi feita nos dias 0º e 19º, antes dos procedimentos de indução e 

imediatamente antes do sacrifício dos animais utilizando fitas de glicemia. Os valores estão representados como 

média ± EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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6. 2 Efeitos do α-bisabolol sobre a atividade locomotora (Teste do Campo aberto) em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Os resultados obtidos no teste do campo aberto demonstraram que não houve 

nenhuma alteração significativa entre os grupos em relação à distância percorrida (FIGURA 

15A), velocidade média (FIGURA 15B) e no número de crossings e rearings (FIGURA 15C) 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 - O efeito do tratamento com o α-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg v.o.) na distância 

percorrida, velocidade média e no número de crossings e rearings, registrados por meio do software 

ANY-maze (versão 4, USA), em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ no 

teste do campo aberto. 

Grupos 
Distância percorrida Velocidade média Crossings Rearings 

aCSF + V 
10,70 ± 1,58 0,035 ± 0,0053 104,7 ± 12,10 9,000 ± 3,24 

aCSF + BIS 200 
13,12 ± 1,08 0,044 ± 0,0036 119,8 ± 7,42 15,67 ± 1,33 

STZ + V 
10,48 ± 0,59 0,035 ± 0,002 104,0 ± 6,09 10,78 ± 2,42 

STZ + BIS 50 
14,29 ± 2,19 0,047 ± 0,007 146,4 ± 21,08 12,25 ± 2,03 

STZ + BIS 100 
12,77 ± 1,83 0,043 ± 0,006 123,3 ± 17,28 10,25 ± 2,61 

STZ + BIS 200 
13,89 ± 1,34 0,047 ± 0,004 139,8 ± 11,48 16,50 ± 3,44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

Figura 15 – Efeito do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) na atividade locomotora de camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ no teste do campo aberto. 
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram tratados com α-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg v.o.) durante 16 

dias, sendo a distância percorrida (A), velocidade média (B) e o número de crossings e rearings (C) avaliados 

pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA) por 5 minutos, 12 dias após a injeção de STZ. Os valores estão 

representados como média ± EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina 

v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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6. 3 Efeitos do α-bisabolol sobre o déficit na memória de trabalho (Teste do Labirinto 

em Y) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação da memória de trabalho através do teste do labirinto em Y, os 

animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits significativos na porcentagem 

de alternâncias espontâneas (aCSF: 70,03 ± 2,359; STZ: 59,03 ±  2,404, P < 0,05) quando 

comparados aos animais do grupo aCSF. O α-bisabolol na dose de 200 mg/kg protegeu os 

animais contra os déficits de memória de trabalho (STZ + BIS 200: 66,32 ± 2,226, P < 0,05) 

(FIGURA 16). 

Figura 16 – Efeito do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) sobre a memória de trabalho em camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg v.o.) durante 16 dias, sendo o número de 

alternações espontâneas contados durante 8 minutos, 12 dias após a injeção de STZ  (n = 8 - 12 animais/grupo). 

Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,05 vs aCSF. ANOVA de uma via, seguido do Teste 

de Bonferroni. 
b
P < 0,01 vs STZ. Teste T. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + 

salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

6. 4 Efeitos do α-bisabolol sobre o déficit na memória de reconhecimento (Teste de 

Reconhecimento de Objetos) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por 

injeção de STZ. 

 

Na avaliação do índice de reconhecimento através do teste reconhecimento de 

objetos, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na habilidade de 

reconhecer um novo objeto (aCSF: 0,52 ± 0,03; STZ: 0,26 ± 0,06, P < 0,05) quando 

comparados aos animais do grupo aCSF, apresentando menor índice de reconhecimento. O 
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tratamento com o α-bisabolol promoveu uma melhora no índice de reconhecimento do objeto, 

no entanto só houve melhora significativa com a dose de 100 mg/kg (STZ + BIS 50: 0,38 ± 

0,058; STZ + BIS 100: 0,42 ± 0,08; STZ + BIS 200: 0,34 ± 0,04, P < 0,05) (FIGURA 17). 

Figura 17 – Efeito do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg, v.o.) sobre a memória de reconhecimento em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo o índice de 

reconhecimento analisado 13 dias após a injeção de STZ, 1 h após a apresentação dos objetos (n = 8 - 12 

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,01 vs aCSF, 

b
P < 0,05 vs STZ. 

ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - 

tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

6. 5 Efeitos do α-bisabolol sobre a memória aversiva (Teste da Esquiva Passiva) em 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação da memória aversiva através do teste da esquiva passiva, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na retenção da memória recente (MR) 

(latência, aCSF: 279,7 ± 12,91; STZ:  173,3 ± 30,27, P < 0,05) e na memória tardia (MT) 

(latência, aCSF: 278,6 ± 10,04;  STZ: 112,1 ± 32,47, P < 0,05) quando comparados aos 

animais do grupo aCSF. Este déficit foi protegido pelo tratamento com o α-bisabolol na dose 

de 100 mg/kg apenas na memória tardia (MT: STZ + BIS 100: 297,2  ± 2,78, P < 0,05). Os 

animais do grupo aCSF tratados com o α-bisabolol na dose de 200 mg/kg apresentaram 

déficits na retenção da memória recente (MR) (aCSF: 279,7 ± 12,91;  aCSF + BIS 200: 151,2 

± 33,14, P < 0,05) e na memória tardia (MT) (aCSF: 278,6 ± 10,04; aCSF + BIS 200: 151,0 ± 
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30,21, P < 0,05) quando comparados aos animais do grupo aCSF. Não houve diferenças 

estatísticas entre os grupos nas latências dos animais no treino (FIGURA 18). 

Figura 18 – Efeito do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg, v.o.) sobre a memória aversiva recente e tardia 

em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg, v.o.) durante 16 dias, sendo medido o tempo de 

latência para o animal descer da plataforma durante sessões de 300 s, realizadas 15 min (memória recente) e 24 

hs (memória tardia) após o treino, 14 e 15 dias, respectivamente,  após a injeção de STZ (n = 8 - 12 

animais/grupo). Os valores estão representados como média ± EPM. Na memória recente: 
c
P < 0,01 vs. aCSF, 

a
P 

< 0,05 vs. aCSF. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. Na memória tardia: 
c
P < 0,01 vs. aCSF, 

a
P < 0,01 vs. aCSF, 

b
P < 0,001 vs STZ. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. MR (Memoria 

Recente); MT (Memoria Tardia); aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); 

STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

6. 6 Efeitos do α-bisabolol sobre o déficit na memória espacial (Teste do Labirinto 

Aquático) em camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação do aprendizado espacial através do labirinto aquático, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram déficits na memória espacial (tempo de latência 

em segundos, aCSF: 10,91 ± 2,85; STZ: 20,71  ± 2,90, P < 0,05), demonstrando um maior 

tempo de latência para encontrar a plataforma quando comparados aos animais do grupo 

aCSF. O tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg promoveu uma melhora 

significativa no tempo de latência para encontrar o local da plataforma (tempo de latência em 

segundos, STZ + BIS 50: 19,03 ± 6,42; STZ + BIS 100: 8,99 ± 2,76; STZ + BIS 200: 12,63 ± 

3,23, P < 0,05) (FIGURA 19A). 
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Com relação ao tempo de permanência no quadrante, os animais submetidos às 

injeções de STZ apresentaram uma diminuição no tempo de permanência (tempo de 

permanência em segundos, aCSF: 25,87 ± 2,487; STZ: 17,86 ± 2,040, P < 0,05) (FIGURA 

19B). O tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg promoveu um aumento 

significativo no tempo de permanência no quadrante (STZ + BIS 100: 25,99 ± 3,15, P < 0,05). 

Quanto ao número de cruzamentos no local da plataforma, não houve diferenças significativas 

entre os grupos, embora os animais tratados com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg 

apresentaram o mesmo número de cruzamentos que os animais controle (número de 

cruzamentos, aCSF: 4,25 ± 0,77; aCSF + BIS 200: 4,13 ± 0,72; STZ: 2,67 ± 0,50; STZ + BIS 

50: 3,37 ± 0,56 ; STZ + BIS 100: 4,25 ± 0,96; STZ + BIS 200: 2,50 ±  0,38, P < 0,05) 

(FIGURA 19C). 

Com relação à distância percorrida pelos animais até chegarem à plataforma, não 

houve diferenças estatísticas entre os grupos (distância percorrida em metros, aCSF: 20,08 ± 

1,39; aCSF + BIS 200: 20,61 ± 1,90; STZ: 19,60 ± 1,80; STZ + BIS 50:  20,92 ± 2,30; STZ + 

BIS 100: 17,79 ± 1,41; STZ + BIS 200: 21,85 ± 2,92, P < 0,05) (FIGURA 19D).  

Com relação à velocidade média dos animais, não houve diferenças estadísticas 

entre os grupos (velocidade média em m/s, aCSF: 0,34 ± 0,024; aCSF + BIS 200: 0,35 ± 0,03; 

STZ: 0,33 ± 0,032; STZ + BIS 50:  0,35 ± 0,04; STZ + BIS 100: 0,30 ± 0,02; STZ + BIS 200: 

0,37 ± 0,05, P < 0,05) (FIGURA 19E). 
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Figura 19 – Efeito do α-bisabolol sobre a memória espacial em camundongos submetidos ao modelo 

de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram tratados com α-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg v.o.) durante 16 

dias, sendo a latência (A), tempo no quadrante (B), o número de cruzamentos na plataforma (C), velocidade 

média (D) e distância percorrida (E) avaliados pelo software ANYmaze (Stoelting Co., USA) durante 1 minuto, 

no 18º dia após a injeção de STZ. Os valores estão representados como média ± EPM. A) 
a
P < 0,05 vs aCSF, 

b
P 

< 0,05 vs STZ, Teste T, P < 0,05. B) 
a
P < 0,05 vs. aCSF, 

b
P < 0,05 vs STZ. ANOVA de uma via, seguido de 
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Teste de Bonferroni, P < 0,05. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); 

STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

6. 7 Efeitos do α-bisabolol sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) em tecidos 

cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação da dosagem de nitrito/nitrato nos tecidos cerebrais, córtex pré-frontal 

e hipocampo, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram um aumento nas 

concentrações de nitrito, porém esse aumento só foi significativo no hipocampo (concentração 

em µM, aCSF:  9,026 ± 0,8943; STZ:  18,04 ± 3,076, P < 0,05) (FIGURA 21A e B). O 

tratamento com o α-bisabolol não foi capaz de diminuir o aumento da concentração de nitrito 

em ambas as áreas cerebrais (FIGURA 20A e B). 

Figura 20 – Efeitos do α-bisabolol sobre a dosagem de nitrito/nitrato (NO2/NO3) no córtex pré-frontal 

e hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg v.o.) durante 16 dias, sendo as áreas dissecadas 

para dosagem de nitrito/nitrato em µM 16 dias após a injeção de STZ  (n = 6 animais/grupo). Os valores estão 

representados como média ± EPM. B) 
a
P < 0,05 vs. aCSF. ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni, 

P < 0,05. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); 

Bis (α-bisabolol). 
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6. 8 Efeitos do α-bisabolol sobre a peroxidação lipídica (TBARS) em tecidos cerebrais de 

camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação da dosagem de MDA, córtex pré-frontal e hipocampo, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram um aumento nas concentrações de MDA, porém 

esse aumento só foi significativo no córtex pré-frontal (concentrações de MDA em µM, 

aCSF: 0,010 ± 0,0012; STZ: 0,015 ± 0,003, P < 0,05 (FIGURA 21 A). O tratamento com o α-

bisabolol nas doses de 100 ou 200 mg/kg foi capaz de diminuir o aumento da concentração de 

MDA apenas no córtex pré frontal (concentrações de MDA em µM, STZ+BIS 50: 0,0096 ± 

0,00142; STZ+BIS 100: 0,0067 ± 0,00096; STZ+BIS 200: 0,007 ± 0,0012) (FIGURA 21 B). 

Figura 21 – Efeitos do α-bisabolol sobre a peroxidação lipídica (TBARS) no córtex pré-frontal e 

hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo as áreas dissecadas para dosagem de 

MDA em µM 16 dias após a injeção de STZ  (n = 6 animais/grupo). Os valores estão representados como média 

± EPM. A) 
a
P < 0,05 vs. CSF, 

b
P < 0,01 vs. STZ, ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF 

(artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). 
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6. 9 Efeitos do α-bisabolol sobre a integridade neuronal evidenciada através da 

coloração com o Cresil violeta no córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ. 

 

Na avaliação da integridade neuronal através da coloração com o Cresil violeta, 

não foi evidenciada morte neuronal no córtex pré-frontal de animais submetidos às injeções 

de STZ (FIGURA 22) (número de células viáveis, aCSF: 82,92 ± 3,709; aCSF + Bis 200: 

86,63 ± 6,467 :STZ: 80,28 ± 2,771) (FIGURA 23). O tratamento com o α-bisabolol na dose 

de 100 mg/kg foi capaz de aumentar significativamente o número de células viáveis no córtex 

pré-frontal em comparação com o grupo de animais submetidos as injeções de STZ (número 

de células viáveis, STZ+BIS 100: 105,5 ± 3,420, P < 0,01) (FIGURA 23). 

Foi observado um menor numero de células viáveis nas regiões CA1 e CA3 do 

hipocampo de animais submetidos às injeções de STZ (FIGURA 24) (número de células 

viáveis, CA1- aCSF: 128,4 ± 5,343; STZ: 96,75 ± 6,909, P < 0,05; CA3 - aCSF: 196,2 ± 

10,17; STZ: 105,3 ± 3,669, P < 0,05) (FIGURA 25 e 26), não havendo uma diminuição das 

células viáveis na região do GD (número de células viáveis, aCSF: 290,8 ± 18,28; STZ: 275,3 

± 17,63, P < 0,05) (FIGURA 27). 

Na região do CA1, o tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg foi 

capaz de diminuir significativamente a morte neuronal (número de células viáveis, STZ+BIS 

100: 128,4 ± 4,257, P < 0,05) (FIGURA 25), havendo um aumento significativo do número de 

neurônios viáveis nessa região. Na região do CA3, o tratamento com o α-bisabolol foi capaz 

de diminuir a morte neuronal nas três doses, de 50, 100 e 200 mg/kg (número de células 

viáveis, STZ+BIS 50: 162,8 ± 13,46; STZ+BIS 100: 163,6 ± 13,34; STZ+BIS 200: 146,3 ± 

6,767, P < 0,05) (FIGURA 26). 
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Figura 22 - Fotomicrografias (Violeta de Cresil), aumento 200x, representativas do efeito do α-

bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) sobre a viabilidade celular no córtex pré-frontal de camundongos após 

as injeções de STZ. 

 

Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Cresil Vvioleta 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). Visualização: microscópio Nikon Elipse E200, com aumento de 200x. 
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Figura 23- Avaliação da viabilidade celular através da coloração com o Cresil violeta no córtex pré-

frontal de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Cresil violeta 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM.  
b
P < 0,01 vs. STZ, ANOVA de uma via, seguido do Teste 

Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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Figura 25 - Avaliação da viabilidade celular através da coloração com o cresil violeta no hipocampo 

na região CA1 de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Cresil violeta 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM.  
a
P < 0,05 vs. CSF, 

b
P < 0,01 vs. STZ, ANOVA de uma via, 

seguido do Teste T. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

Figura 26- Avaliação da viabilidade celular através da coloração com o Cresil violeta no hipocampo 

na região CA3 de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 

 

 

 

Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Cresil violeta 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 
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Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,01 vs. aCSF, 

b 
P < 0,05 vs. STZ. ANOVA de uma 

via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina 

v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

Figura 27- Avaliação da viabilidade celular através da coloração com o Cresil violeta no hipocampo 

na região do Giro Denteado (GD) de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Cresil violeta 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - 

tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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6. 10 Efeitos do α-bisabolol sobre a degeneração neuronal evidenciada através da 

coloração com Fluoro Jade C no córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 

 

Na avaliação da degeneração neuronal, através da coloração com Fluoro Jade C, 

foi evidenciado um maior número de células positivas no córtex pré-frontal (número de 

células positivas no CPF, aCSF: 5,278 ± 0,9134; aCSF + Bis 200: 20,61 ± 16,94; STZ: 28,08 

± 3,428, P < 0,01) (FIGURA 28 e 29), na região CA3 do hipocampo (número de células 

positivas no hipocampo – CA3, aCSF: 5,583 ± 1,530; aCSF + Bis 200: 19,33 ± 4,333; STZ: 

14,56 ± 0,6186, P < 0,05) (FIGURA 33) e na região do Giro Denteado (GD) do hipocampo 

(número de células positivas no hipocampo - GD, aCSF: 10,50 ± 1,868; aCSF + Bis 200: 

23,50 ± 5,167; STZ: 23,33 ± 2,681, P < 0,05) (FIGURA 34) de animais submetidos às 

injeções de STZ, representando maior degeneração neuronal.  

Nos animais controles, que receberam injeções de aCSF, o tratamento com o α-

bisabolol na dose de 200 mg/kg promoveu um aumento significativo do número de células 

positivas nas regiões CA3 (número de células positivas no hipocampo – CA3, aCSF: 5,583 ± 

1,530; aCSF + Bis 200: 19,33 ± 4,333; P < 0,01) e GD (número de células positivas no 

hipocampo - GD, aCSF: 10,50 ± 1,868; aCSF + Bis 200: 23,50 ± 5,167, P < 0,05) do 

hipocampo, (FIGURA 33 e 34, respectivamente). 

O tratamento com o α-bisabolol na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuir 

significativamente o número de células positivas na região do CA3  (número de células 

positivas no hipocampo – CA3, STZ: 14,56 ± 0,6186;  STZ+BIS 50: 5,417 ± 1,702, P < 0,05). 

E na dose de 200 mg/kg, o α-bisabolol foi capaz de diminuir significativamente o número de 

células positivas na região do CA3 (número de células positivas no hipocampo – CA3, STZ: 

14,56 ± 0,6186;  STZ+BIS 200: 4,778 ± 2,837, P < 0,05) e GD do hipocampo (número de 

células positivas no hipocampo – GD, STZ: 23,33 ± 2,681;  STZ+BIS 200: 9,889 ± 3,069, P < 

0,05) (FIGURA 30 e 31), demonstrando uma diminuição da degeneração neuronal. 
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Figura 28 - Fotomicrografias (coloração por Fluoro Jade C), aumento 200x, representativas do efeito 

do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) sobre a degeneração neuronal no córtex pré-frontal de 

camundongos após as injeções de STZ  

 

Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). Visualização: Cytation, com aumento de 200x. 
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Figura 29- Avaliação da degeneração neuronal através da coloração com o Fluoro Jade C no córtex 

pré-frontal de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,01 vs. CSF,  ANOVA de uma via, seguido do Teste 

de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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Figura 30 - Fotomicrografias (coloração por Fluoro Jade C), aumento 200x, representativas do efeito 

do α-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) sobre a degeneração neuronal no hipocampo de camundongos 

após as injeções de STZ  

 
Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 
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aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). Visualização: Cytation, com aumento de 200x. 

 

Figura 31- Avaliação da degeneração neuronal através da coloração com o Fluoro Jade C no 

hipocampo na região CA1 de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - 

tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

Figura 32- Avaliação da degeneração neuronal através da coloração com o Fluoro Jade C no 

hipocampo na região CA3 de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ. 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,01 vs. CSF, 

c
P < 0,05 vs. CSF, 

b 
P < 0,05 vs. STZ.  
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ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - 

tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

Figura 33- Avaliação da degeneração neuronal através da coloração com o Fluoro Jade C no 

hipocampo na região GD de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 
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Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Fluoro Jade C 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 3 fatias/animal). 

Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,01 vs. CSF, 

c
P < 0,05 vs. CSF, 

b 
P < 0,05 vs. STZ.  

ANOVA de uma via, seguido do Teste de Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - 

tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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6. 11 Efeitos do α-bisabolol sobre a formação de placas senis evidenciadas através da 

coloração com Tioflavina S no córtex pré-frontal e hipocampo de camundongos 

submetidos ao modelo de DAE por injeção de STZ 

 

Não foi observada formação de placas senis na área do córtex pré-frontal e 

hipocampo, não sendo possível realizar a quantificação (FIGURA 34 e 35). 

Figura 34 - Avaliação da formação de placas senis através da coloração com Tioflavina S, aumento 

200x, no córtex pré-frontal de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 

 
Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Tioflavina S 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 6 fatias/animal). 

aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). Visualização: Cytation, com aumento de 200x. 
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Figura 35 - Avaliação da formação de placas senis através da coloração com Tioflavina S, aumento 

200x, no hipocampo de camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ 

 

Os animais foram tratados com α-bisabolol v.o. durante 16 dias, sendo os cérebros perfundidos para a realização 

da analise histológica com Tioflavina S 16 dias após a injeção de STZ  (n = 4 animais/grupo, 6 fatias/animal). 

aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ (Streptozotocina); Bis (α-

bisabolol). Visualização: Cytation, com aumento de 200x. 

 

 

 



69 
 

6. 12 Avaliação da expressão de sinaptofisina através da técnica de Western-blot 

  

A análise por Western blot demonstrou que a expressão de sinaptofisina (37 kDa) 

diminuiu significativamente no córtex pré-frontal após as injeções de STZ (Relação 

sinaptofisina/ α – Tubulina, % do controle: aCSF: 125,8 ± 10,20; STZ: 65,23 ± 15,53, P < 

0,05). Nos animais controles, que receberam injeções de aCSF, o tratamento com o α-

bisabolol na dose de 200 mg/kg promoveu uma diminuição significativa na expressão da 

sinaptofisina (Relação sinaptofisina/ α – Tubulina, % do controle: aCSF: 125,8 ± 10,20; 

aCSF+BIS200: 87,87 ± 5,378, P < 0,05). Nos animais que receberam injeções de STZ, o 

tratamento com o α-bisabolol aumentou a expressão da sinaptofisina, mas não de forma 

significativa (FIGURA 30). 

No hipocampo, também houve uma diminuição significativa da expressão de 

sinaptofisina após as injeções de STZ (Relação sinaptofisina/ α – Tubulina, % do controle: 

aCSF: 100,0 ± 11,83; aCSF+BIS200: 86,60 ± 5,378; STZ: 67,55 ± 5,234, P < 0,05). O 

tratamento com o α-bisabolol inibiu significativamente a diminuição da sinaptofisina nos 

animais que receberam as injeções de STZ (STZ+BIS 50: 88,48 ± 10,51; STZ+BIS 100: 

106,2 ± 14,19; STZ+BIS 200: 113,7 ± 16,54, P < 0,05) (FIGURA 31). 

Figura 36 - Expressão de sinaptofisina avaliada por Western blotting no córtex pré-frontal de 

camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ  
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Análise densiométrica (gráfico em barras) e bandas reativas (em sequência: aCSF, STZ, aCSF+BIS200, 

STZ+BIS50, STZ+BIS100, STZ+BIS200, n = 4). A α-tubulina foi utilizada para normalização do sinal da 
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sinaptofisina (37 kDa). Os valores estão representados como média ± EPM 
a
P < 0,05 vs. aCSF, 

c
P < 0,05 vs. 

aCSF Teste T. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v. o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 

 

 

 

Figura 37 - Expressão de sinaptofisina avaliada por Western blotting no hipocampo de 

camundongos tratados com α-bisabolol após as injeções de STZ  
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Análise densiométrica (gráfico em barras) e bandas reativas (em sequência: aCSF, STZ, aCSF+BIS200, 

STZ+BIS50, STZ+BIS100, STZ+BIS200, n = 4). A α-tubulina foi utilizada para normalização do sinal da 

sinaptofisina (37 kDa). Os valores estão representados como média ± EPM. 
a
P < 0,05 vs. aCSF, 

b
P < 0,05 vs. 

STZ, ANOVA de uma via, seguido do Teste T.  
b
P = 0,05 vs. STZ, ANOVA de uma via, seguido do Teste de 

Bonferroni. aCSF (artificial Fluido Cérebro Espinal); V (Veículo - tween 3% + salina v.o.); STZ 

(Streptozotocina); Bis (α-bisabolol). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, mostramos as alterações comportamentais e histoquímicas 

induzidas pela injeção de STZ em camundongos no modelo de DAE. O prejuízo na memória 

e no aprendizado dos animais submetidos à injeção de STZ se evidenciou na piora do 

desempenho cognitivo desses roedores nos testes comportamentais, do labirinto em Y, de 

reconhecimento de objetos, da esquiva passiva e do labirinto aquático de Morris. Os estudos 

bioquímicos demonstraram o aumento na geração de espécies reativas de oxigênio e os 

histológicos uma diminuição do número de neurônios viáveis nas regiões CA1 e CA3 do 

hipocampo e um aumento na neurodegeneração no córtex pré-frontal e nas regiões CA3 e GD 

do hipocampo. Também foi observada uma diminuição significativa da sinaptofisina no 

córtex pré-frontal e hipocampo e o efeito neuroprotetor do α-bisabolol nesses parâmetros. 

Entende-se que a DA é uma desordem neurológica ainda bastante incompreendida 

e suas múltiplas vias patológicas contribuem para a complexidade e dificuldade de tratamento 

e prevenção desta doença. Uma vez que ainda não há cura para a DA, o desafio maior está no 

desenvolvimento de novas terapias e/ou alvos terapêuticos para cura ou tratamento 

sintomático da doença.  

O modelo de DAE induzido por STZ causa uma espécie de dessensibilização dos 

Receptores de Insulina (RI), alterando o funcionamento das enzimas envolvidas no 

metabolismo da glicose cerebral com consequentes alterações bioquímicas e fisiopatológicas 

semelhantes a algumas das alterações cerebrais observadas durante a DA (AGRAWAL et al., 

2011), como estresse oxidativo, neuroinflamação, perda neuronal e comprometimento do 

aprendizado e da memória (SALKOVIC-PETRISIC; HOYER, 2007; SALKOVIC-PETRISIC 

et al., 2013). 

Alterações moleculares e comportamentais têm sugerido que a resistência à 

insulina no cérebro está presente, tanto no diabetes tipo 2 como na DAE, e que é uma 

característica tanto do mecanismo patogênico da doença quanto do quadro tardio da DAE, 

havendo um aumento do quadro de resistência conforme a patologia progride (STEEN et al., 

2005; LIU et al., 2011).  

A insulina possui importantes funções no cérebro, tendo ação neuroendócrina, 

neuroprotetora, neuromodulatória e seu receptor possui um papel fundamental na regulação 

gênica e na plasticidade sináptica em importantes regiões do cérebro (APOSTOLA-TOS et 

al., 2012; CHIU; CHEN; CLINE, 2008). Sendo que tanto a insulina quanto os receptores de 

insulina podem ser encontrados em várias regiões do encéfalo associadas ao desempenho de 
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funções cognitivas - tais como o córtex cerebral e o hipocampo (WATSON; CRAFT, 2004; 

HOYER, 2002). Cascatas de sinalização ativadas por receptores de insulina são responsáveis 

por regular além do metabolismo energético, fatores de crescimento celular, sobrevivência 

neuronal, estresse oxidativo e expressão de genes de receptores colinérgicos (DE LA 

MONTE; WANDS, 2008).  

Os defeitos mitocondriais aumentam com a idade e estão aumentados na DA. Tais 

defeitos apresentam-se sob a forma de danos em vários complexos da cadeia respiratória, 

aumento das espécies reativas de oxigênio e dano oxidativo das proteínas mitocondriais que, 

por sua vez, conduzem a um dano total na mitocôndria (FERRER, 2009). Um metabolismo 

energético enfraquecido resulta em produção deficiente de ATP e diminuição da capacidade 

de resposta a exigências energéticas, como estímulos fisiológicos a inputs sinápticos 

(FERRER, 2009; DE LA MONTE; TONG, 2014).  

Uma importante consequência fisiopatológica do metabolismo alterado da glicose, 

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

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

DESILVA; ABBRUSCATO, 2012). A deficiência energética gerada pela menor 

disponibilidade de ATP no cérebro desencadeia um processo de estresse oxidativo, como 

formação de ERO’s e de espécies nitrogênio reativas, causando dano no DNA, causando 

disfunção neuronal e declínio progressivo, também pode ativar cascatas de sinalização que 

levam à perda de células nervosas, apoptose (DE LA MONTE; TONG, 2014). 

Além da redução da ATP, o déficit de glicose no cérebro acarreta redução da 

produção da acetilcoenzima-A (Acetil-CoA) que, além de ser uma fonte de energia celular, é 

matéria prima para a produção da acetilcolina (HOYER, 2004). Desta forma, o sistema 

colinérgico também é afetado diretamente pela disfunção energética que ocorre na DA e pode 

ser um dos mecanismos biológicos para a redução da capacidade de memória e aprendizado 

na doença, visto que este sistema neurotransmissor está intimamente relacionado com 

processos cognitivos (DE LA MONTE; WANDS, 2008). 

Os neurônios hipotalâmicos sensíveis à glicose estão localizados dentro da BHE. 

No entanto, tanycytes, um tipo particular de células gliais localizadas nos órgãos 

circunventriculares desprovidos de BHE (LANGLET et al., 2013) são suspeitos de serem 

capazes de detectar o nível de glicose no sangue tanto no líquido cefalorraquidiano e no 

sangue (GARCÍA et al., 2003; MILLÁN et al., 2010). 

Além disso, o receptor GLUT 2, por onde a STZ parece atuar também no SNC, 

está localizado em áreas específicas do encéfalo, em particular no hipotálamo e tronco 
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cerebral, onde é encontrado em neurônios, astrócitos, tanycytes e células epiteliais que 

revestem os ventrículos cerebrais, o que explica as semelhanças nas alterações hipocampais 

(THORENS, 2011; LANFRAY et al., 2013). 

Os sesquiterpenos são compostos naturais com um teor de 15 carbonos na sua 

estrutura que são considerados importantes para a proteção de plantas e para humanos, 

apresentando muitas atividades biológicas, tais como propriedades anti-inflamatórias, 

antimicrobianas, antitumorais e citotóxicas (CHADWICK et al., 2013; CHEN et al., 2011). 

O α-bisabolol é um álcool de sesquiterpeno, natural, monocíclico que possui 

atividade antioxidante, anti-inflamatória, anti-apoptótica (ROCHA et al., 2011, BARRETO et 

al., 2016). Recentemente foi demonstrada sua ação anti-amiloidogênica 

(SHANMUGANATHAN et al., 2018), de inibição da colinesterase (SHANMUGANATHAN, 

2015) e de neuroproteção contra déficit cognitivo (FERNANDES et al., 2018).  

Neste estudo, foi feita a dosagem da glicemia em todos os animais, sem restrição 

alimentar, antes dos procedimentos de indução e imediatamente antes da eutanásia dos 

animais, para confirmar se os animais não estavam diabéticos. Os resultados obtidos 

demonstraram que não houve nenhuma alteração nos níveis de glicose antes e após os 

procedimentos de indução, com o  α-bisabolol e/ou STZ, nos grupos experimentais avaliados 

neste estudo. Também foi evidenciado que os níveis de glicemia dos animais estavam abaixo 

de 200 mg/dL, média de glicemia usada como base para classificar um animal diabético.  

A não alteração nos níveis de glicose com as injeções de STZ corrobora com 

outros estudos como o de Pacheco e colaboradores (2018) e Bassani (2017), demonstrando 

não haver influência da STZ no nível basal da glicose sanguínea e, consequentemente, não 

induzindo a Diabetes Mellitus, mas no cérebro ela consegue alterar o metabolismo da glicose 

e gerar uma resistência insulínica (SALKOVIC-PETRISIC; HOYER, 2007). Este estado de 

resistência de insulina cerebral, induzido pela STZ central, vem sendo associado às mudanças 

morfológicas, moleculares e comportamentais que ocorrem na DAE (LESTER-COLL et al., 

2006). 

A atividade locomotora avaliada pelo teste do campo aberto é medida através da 

determinação da distância percorrida, velocidade média, número de cruzamentos (crossings) e 

levantamentos (rearings) (BROADHURST (1957). O teste do campo aberto foi realizado no 

12º dia após os procedimentos de indução de DAE. Os resultados obtidos demonstraram que 

não houve nenhuma alteração significativa entre os grupos em relação à distância percorrida, 

velocidade média e no número de crossings e rearings. Estes dados corroboram com estudos 

que demonstram não haver alteração na atividade locomotora e no comportamento 
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exploratório dos animais que receberam injeção de STZ, excluindo a possibilidade do STZ 

interferir na atividade locomotora nos testes de memória (PACHECO et al., 2018; 

BIASIBETTI et al., 2017), e demonstrando que não há déficit motor no modelo animal de 

DAE. O tratamento com o α-bisabolol também não alterou a atividade locomotora dos 

animais. 

O teste do labirinto em Y é um teste utilizado na avaliação da memória de 

trabalho dos animais, onde é observando o número de alternações espontâneas corretas 

realizadas pelo animal (PLASCHKE; HOYER, 1993). A memória de trabalho corresponderia 

a uma determinada extensão da memória imediata e ocupa outras estruturas neurais, como o 

córtex pré-frontal (IZQUIERDO, 2011). Assim, é um espaço mental de trabalho que é 

necessário nas atividades cognitivas complexas, como o processo de leitura, por exemplo, 

porque ela conserva na consciência as sequências de palavras, que formam uma frase por 

tempo suficiente até que haja significação (BADDELEY; A. EYSENCK, 2011; 

IZQUIERDO, 2011). A memória de trabalho é dita como uma memória que trabalha com 

memórias, ela atua como um sistema de processamento que confronta as informações que 

estão chegando ao cérebro pelas vias sensoriais com as informações que já estão arquivadas 

nos sistemas cerebrais que compõem a memória de longa duração (ANDRADE; BUENO, 

2004).  

O teste do labirinto em Y foi realizado no 12º dia após os procedimentos de 

indução, onde se observou que os animais submetidos ao modelo de DAE apresentaram 

déficits na memória de trabalho. Estes resultados são consistentes com os achados de vários 

estudos anteriores em que camundongos que receberam STZ obtiveram uma menor 

porcentagem de alternância espontânea quando comparado com o grupo controle, indicando 

um déficit na memória de trabalho (QUEIROZ, 2015; SORIAL et al., 2017; GHASEMI-

KASMAN et al., 2018). Segundo alguns autores, essa diminuição da memória de trabalho 

pode ser explicada pelos efeitos do STZ nos receptores de insulina, reduzindo a glicose no 

cérebro e, consequentemente, resultando na diminuição de ATP e uma redução na produção 

de Acetil-CoA, resultando em déficits na memória (HOYER, 2004; SALKOVIC-PETRISIC 

et al., 2013).  

 O tratamento com o α-bisabolol na dose de 200 mg/kg aumentou de forma 

significativa as alternâncias espontâneas, demonstrando uma melhora na memória operacional 

de curta duração. Esse resultado se deve possivelmente a ação anti-colinesterasico do o α-

bisabolol, demonstrada nos estudos de Ionita e colaboradores (2018) e nos de 

Shanmuganathan e colaboradores (2015, 2018). 
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No estudo de Ionita e colaboradores (2018) foi demonstrado os efeitos benéficos 

anti-amnésicos, antioxidantes, anti-inflamatórios e potencial anti-colinesterasico do extrato 

hidroalcoólico de Matricaria chamomilla, uma das principais fontes de extração do α-

bisabolol, na deficiência de memória induzida por escopolamina, onde também foi 

demonstrado uma melhora significativa na memória de trabalho, no labirinto em Y, nos 

animais tratados com esse extrato. 

  Cioanca e colaboradores (2013) demonstraram que o óleo essencial extraído da 

Coriandrum sativum, que tem como compostos principais os sesquiterpenos, popularmente 

conhecido como coentro, melhorou significativamente a memória de trabalho espacial no 

teste do labirinto em Y em animais em um modelo de DA induzido por Aβ (1–42), devido a 

sua atividade anti-apoptótica e anti-oxidante. 

O dano neuronal causado pela administração do STZ pode atingir diferentes 

regiões, como o septo, regiões do corpo caloso (KRASKA et al., 2012), alterações ao nível do 

fórnice, córtex perirrinal, hipocampo anterior  e estruturas periventriculares (SHOHAM et al., 

2003).  

O córtex perirrinal é o local de entrada de muitas informações sensoriais como 

estímulos visuais, olfatórios e somatossensoriais envolvidos no reconhecimento de objetos e, 

envia impulsos nervosos para o hipocampo (ANTUNES; BIALA, 2012). Essa região está 

envolvida no reconhecimento de objetos após curtos períodos de intervalo (memória de curto 

prazo), enquanto o hipocampo é responsável pelo reconhecimento de objetos de longa 

duração. O hipocampo dorsal desempenha um papel importante especialmente quando 

informações espaciais ou de contexto são um fator relevante (ANTUNES; BIALA, 2012).  

No presente trabalho, a memória de reconhecimento foi avaliada através do teste 

de reconhecimento de objetos, que se baseia na tendência natural dos animais para explorar 

preferencialmente objetos novos em detrimento dos familiares em uma arena de campo aberto 

(ENNACEUR, 1988). Esse é um teste robusto, muito utilizado para avaliar algumas regiões 

do cérebro como hipocampo, córtex perirrinal (WIN‐ SHWE; FUJIMAKI; 2011). A tarefa do 

reconhecimento de objeto está intimamente relacionada com o bom funcionamento do 

hipocampo e a codificação, consolidação e recuperação da memória por sua vez esta 

relacionada com o córtex perirrinal (WINTERS et al., 2008). 

Os animais que receberam as injeções de STZ apresentaram déficit na memória de 

reconhecimento, que foi avaliada 13 dias após as injeções. Estes resultados corroboram com 

os de estudos recentes, nos quais foram observados déficits significativos na avaliação da 

memória reconhecimento a partir do teste do reconhecimento de objeto, apresentando menor 
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índice de reconhecimento (BASSANI et al., 2017). A dificuldade na aquisição e retenção de 

memória neste modelo provavelmente está associada com o prejuízo na sinalização cerebral 

da insulina induzido pela STZ (CORREIA et al., 2012). No cérebro, assim como na periferia, 

a insulina é considerada o regulador principal do metabolismo da glicose, atuando como um 

neurohormônio e neuromodulador e desempenha um papel importante no crescimento e 

sobrevivência neuronal (CORREIA et al., 2011).  

Tem sido sugerido também o papel na neurogênese para a formação de novos 

neurônios no hipocampo, tendo grande importância na aquisição e consolidação da memória 

de reconhecimento de objetos (JESSBERGER et al., 2009; SUÁREZ-PEREIRA; CANALS; 

CARRIÓN, 2015). Alterações no processo de neurogênese em adultos foram evidenciadas em 

muitos estudos em tecidos post-mortem de pacientes acometidos pela DA e em vários 

modelos animais (BASSANI, 2017). 

 O tratamento com o α-bisabolol promoveu uma melhora no índice de 

reconhecimento de objeto em todas as doses, no entanto só houve melhora significativa com a 

dose de 100 mg/kg. Esse resultado se deve provavelmente a ação anti-oxidante do α-bisabolol 

evidenciada nos nossos resultados, na diminuição de peroxidação lipídica e diminuição do 

dano neuronal na bainha de mielina, avaliado por meio dos níveis de MDA, e possível ação 

anti-apoptótica do α-bisabolol demonstrada por Shanmuganathan e colaboradores (2018), 

resultando em uma melhora do aprendizado e memória, e redução no dano neuronal induzido 

pelo STZ. 

A esquiva passiva é um dos testes mais utilizados para avaliar a memória e o 

aprendizado em animais (HUANG et al., 2011). Esse modelo não depende apenas de 

estruturas cerebrais como o hipocampo, mas de outros como córtex entorrinal e amígdala 

(BLANK et al., 2014), todos afetados pelo processo neurodegenerativo na doença de 

Alzheimer (SINGH et al., 2014). 

Na avaliação da memória aversiva através do teste da esquiva passiva, os animais 

submetidos ao modelo de DAE apresentaram déficit na memória recente (MR) e na memória 

tardia (MT), quando comparados com os controles. Esses resultados corroboram com outros 

estudos envolvendo o modelo de DAE, Kim e colaboradores (2016) demonstraram os efeitos 

neurotóxicos da STZ, como a redução na sinalização da insulina e o acúmulo de Aβ e proteína 

Tau no cérebro dos camundongos, resultando em déficits de memória. Estudos de Li e 

colaboradores (2017) demonstraram uma diminuição na memória tardia no modelo da esquiva 

passiva. Este déficit foi revertido pelo tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg 
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apenas na memória tardia (MT), provavelmente devido ao seu potencial anti-oxidante, 

demonstrado pelos nossos resultados e por estudos de Amoah e colaboradores (2015). 

Os animais do grupo controle tratados com o α-bisabolol na dose de 200 mg/kg 

apresentaram déficits na retenção da MR e na MT, quando comparados aos animais do grupo 

controle, isso se deve provavelmente a toxicidade exercida pela alta concentração de α-

bisabolol, no entanto, não foram achados dados na literatura que comprovassem esse efeito 

neurotóxico do α-bisabolol em altas concentrações. 

Amoah e colaboradores (2015) demonstraram que animais submetidos ao modelo 

de DA induzida por peptídeo Aβ e tratados com sesquiterpenos lactonas, DS (13-hidroxi-8,9-

dehidro-shizukanolide), PDA (Podoandin), e um álcool sesquiterpênico, ARD 

(aromadendrane-4β,10α-diol), diminuíram significativamente o comprometimento da 

memória induzida pelo peptídeo Aβ1-42 no teste de esquiva passiva e relacionou ao efeito 

anti-oxidante e anti-colinesterasico dessas substâncias. Outros estudos demonstraram o 

tratamento com óleo essencial extraído do Borago officinalis, em animais submetidos ao 

modelo de DA induzida por peptídeo Aβ, melhorou significativamente a memória aversiva no 

teste da esquiva passiva, devido a sua ação anti-oxidante (GHAHREMANITAMADON et al., 

2014). 

Em 1984, Morris descreveu o teste do labirinto aquático, que é considerado um 

modelo robusto para avaliação de déficits na aprendizagem e na memória espacial, o qual vem 

sendo muito utilizado em vários modelos de estudos sobre a DAE experimental (KANG et al., 

2017; YING et al., 2018). As referências externas a piscina, são fundamentais para formar 

uma percepção global de localização que depende, principalmente, do hipocampo (MORRIS, 

1984). Lesões hipocampais produzem déficits na aquisição e retenção da memória espacial 

(RAMOS, 2013; BASSANI et al., 2017). Nosso trabalho mostrou que os animais submetidos 

ao modelo de DAE apresentaram déficit na memória espacial através do teste do labirinto 

aquático, como foi observado em estudos de Kumar e Singh (2017). 

Na avaliação do aprendizado espacial através do parâmetro tempo de latência para 

alcançar a plataforma, os animais que receberam as injeções de STZ demonstraram um maior 

tempo de latência quando comparados aos animais do grupo controle, corroborando com os 

resultados de Queiroz e colaboradores (2015) e com estudos de Ghasemi-Kasman e 

colaboradores (2018), que demonstraram um déficit na memória espacial. Estudos sobre os 

processos envolvidos na perda de memória neste modelo sugerem que ela é causada 

principalmente pela deficiência do metabolismo energético nos neurônios colinérgicos 

(LESTER-COLL et al., 2006; TOTA et al., 2011). Uma possível base biológica para justificar 
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este declínio na cognição seria que a deficiência do metabolismo energético e a menor 

disponibilidade de ATP no cérebro, gerada pelo STZ, é responsável pela menor produção 

tanto da Acetil-CoA quanto da colina-acetiltransferase (ChAT), responsáveis pela produção 

da acetilcolina, levando a um prejuízo dos mecanismos relevantes para a formação da 

memória devido a uma redução na transmissão sináptica (SZUTOWICZ et al., 2013). 

 O tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg promoveu uma diminuição 

no tempo de latência nos animais que receberam STZ, demonstrando um efeito protetor 

contra os déficits na memória. Um estudo de nosso grupo também demonstrou os efeitos 

protetores do α-bisabolol na memória espacial no modelo de isquemia focal permanente, onde 

o tratamento com o α-bisabolol na dose e 200 mg/kg promoveu uma diminuição no tempo de 

latência para encontrar a plataforma no teste do labirinto aquático (FERNANDES, 2018). 

Esses resultados podem estar relacionados com o grande potencial anti-colinesterásico do α-

bisabolol quando comparado ao medicamento padrão donepezil, já usado na clinica para o 

tratamento da DA, além de potencial de anti-agregação do α-bisabolol, os quais já foram 

demonstrados em estudos de cultura de celulas de Shanmuganathan e colaboradores (2015, 

2018). 

Esses resultados corroboram com estudos feitos com animais submetidos ao 

modelo de DA induzida por peptídeo Aβ (25–35) e tratados com o óleo essencial extraído do 

Borago officinalis, borragem, no qual os animais tratados apresentaram uma diminuição 

significativa no tempo de latência para encontrar a plataforma, devido a sua ação anti-

oxidante (GHAHREMANITAMADON et al., 2014). 

Com relação ao tempo de permanência no quadrante, os animais que receberam 

STZ apresentaram uma diminuição no tempo de permanência no quadrante demonstrando 

uma diminuição da consolidação da memória espacial da localização da plataforma, 

corroborando com os achados de Sorial e colaboradores (2017). O α-bisabolol na dose de 100 

mg/kg promoveu um aumento significativo no tempo de permanência no quadrante, 

demonstrando que os animas se lembravam do local da plataforma, confirmando haver uma 

melhora na memória espacial. Estudos feitos por Fernandes e colaboradores (2018) 

corroboram com nossos resultados, ao demonstrarem que o tratamento com o α-bisabolol nas 

doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg foi capaz de promover um aumento significativo no tempo 

de permanência no quadrante onde se encontrava a plataforma no teste do labirinto aquático, 

no modelo de  isquemia cerebral focal permanente.  

Esta proteção na memoria espacial pelo α-bisabolol é consistente com os achados 

de Mao e colaboradores (2014), que demonstraram que a administração intraperitoneal de 
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huperzina A melhora os déficits na memória espacial avaliada no labirinto aquático em ratos 

diabéticos induzidos por STZ. A huperzina A, é um sesquiterpeno natural extraído da erva 

chinesa (Huperzia Serrata) inibidor reversível e seletivo da acetilcolinesterase (AChE) e tem 

sido utilizado, por várias décadas, para o tratamento clínico de demência, especialmente para 

DA na China, para o comprometimento neuronal induzido por diabetes, inflamação crônica e 

declínio cognitivo em indivíduos idosos  (DAMAR et al., 2016; YUE et al., 2012).  

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

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

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

tecidual, disfunção de sinapse e morte celular (HUANG et al., 2016). 

O rompimento da sinalização da insulina, causado pelo envelhecimento ou 

alcançado através do STZ-icv, causa uma ampla gama de alterações neuronais incluindo 

metabolismo prejudicado, disfunção mitocondrial, diminuição da sinalização da insulina e 

aumento do estresse oxidativo, que estão associados a consequências indesejáveis para 

processos de aprendizagem e memória (HAAS, et al., 2015). 

Estudos tem demonstrado que a infusão de STZ causa comprometimento da 

memória em roedores através do aumento do estresse oxidativo, resultante de sua 

decomposição gerando peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico, (KWON et al., 1994) 

que leva à neuroinflamação crônica e dano neuronal, e que o estresse oxidativo e a apoptose 

podem desempenhar papéis importantes na neurodegeneração e prejuízos no metabolismo 

energético cerebral (NAZEM et al., 2015; RAJASEKAR et al., 2014). 

O mau funcionamento dos RI resulta também na redução do metabolismo 

energético cerebral com consequente estresse oxidativo, o que se reflete em disfunções 

cognitivas, devido, entre outros fatores, à inibição da formação de ATP e acetil-CoA. 

(ISHRAT et al., 2006). Também foram demonstrados comprometimentos de aprendizagem e 

memória, como também a redução dos níveis da enzima acetiltransferase, devido à falta de 

acetil-CoA, também no hipocampo, o que leva a uma interferência na transmissão colinérgica 

(ISHRAT et al., 2006).  

Uma tendência progressiva para o estresse oxidativo foi encontrada no córtex e 

região do hipocampo, com início em uma semana após a administração de icv-STZ em ratos 

(PATHAN et al., 2006). Alterações significativas nos marcadores de dano oxidativo e 

diminuição do nível de ATP foram observadas no hipocampo e córtex cerebral, durante 

período de 2-3 semanas após a aplicação icv-STZ (ISHRAT, HODA, et al., 2009). O aumento 

da geração de radicais livres e posterior estresse oxidativo são bem relatados quanto à geração 
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de prejuízos de aprendizado e memória, levando à disfunção cognitiva (ISHRAT, HODA, et 

al., 2009). Além dos efeitos de estresse oxidativo, a administração de icv-STZ também tem 

sido associada com certas alterações morfológicas cerebrais, como extensa perda de células, 

neurodegeneração e astrogliose encontradas uma semana após o tratamento, 

independentemente da idade dos animais (SONKUSARE et al., 2005). 

Na avaliação da dosagem de nitrito/nitrato no hipocampo, os animais submetidos 

às injeções de STZ apresentaram um aumento significativo nas concentrações de nitrito. 

Estudos tem demonstrado haver um aumento do estresse oxidativo por meio das dosagens de 

nitrito, Superóxido Dismutase (SOD), TBARS, Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase 

(GPx) no modelo de DAE por STZ (PACHECO et al., 2018; KUMAR; SINGH, 2017). Os 

mecanismos subjacentes à neurotoxicidade mediada por Aβ ainda não estão claros, mas 

evidencia-se que o Aβ pode se acumular nas mitocôndrias, inibindo a cadeia transportadora de 

elétrons e levando a um aumento da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e ao 

comprometimento do metabolismo energético mitocondrial (ALIKHANI et al., 2011), além 

de danos à bainha de mielina, levando a uma disfunção cognitiva (SIMS-ROBINSON et al., 

2013).  

A estrutura química da STZ sugere que este composto possa produzir radicais 

livres intracelulares, óxido nítrico e peróxido de hidrogênio (RAI et al., 2014) que podem 

desencadear uma cascata de alterações bioquímicas e estruturais caracterizadas por 

diminuição do aporte de glicose ao neurônio, disfunção mitocondrial, diminuição de ATP, 

ativação de astrócitos e micróglia. Estes efeitos, em conjunto, podem levar a uma cascata de 

morte com formação de radicais livres, liberação de mediadores inflamatórios, 

hiperfosforilação da proteína Tau e agregados de peptídeo Aβ resultando em estresse 

oxidativo, neuroinflamação e morte celular (DESHMUKH et al., 2009; MEHAN et al., 2011). 

Sabe-se que o α-bisabolol é um potente antioxidante como demonstrado por 

Rocha e colaboradores (2011) em modelo de edema de pata que avaliaram pela primeira vez 

sua atividade anti-nociceptiva e anti-inflamatória em roedores. 

Em nosso estudo, o tratamento com o α-bisabolol não foi capaz de diminuir o 

aumento da concentração de nitrito em ambas as áreas cerebrais. Entretanto, estudos com óleo 

essencial obtido de folhas secas ou frescas de Aloysia citrodora, que possuem componentes 

terpênicos com altos teores de monoterpenos e sesquiterpenos, demonstrou atividades 

antioxidantes, sequestradoras de radicais e propriedades protetoras significativas contra a 

neurotoxicidade induzida pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) e beta-amiloide em culturas de 
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células CAD (Cath-a-differentiated), sendo consistentes com um perfil neuroprotetor 

(ABUHAMDAH et al., 2015). 

Um estudo feito com óleos essenciais de H. gardnerianum demonstrou que estes 

apresentam atividades antiacetilcolinesterásica, contribuindo para aumentar os níveis de 

acetilcolina nos neurônios colinérgicos, e antioxidante, o que os torna potencialmente úteis 

como adjuvantes no tratamento de doenças cognitivas, como a DA (ARRUDA et al., 2012). 

A estimativa do estresse oxidativo induzido por injeção icv-STZ comumente é 

medida em níveis de MDA, um produto da peroxidação lipídica utilizada como indicador de 

geração de radicais livres, e níveis de GSH (glutationa), um antioxidante endógeno 

sequestrador de radicais livres e protetor contra estresse oxidativo e produção de substâncias 

com radical nitróxido livre (SHOHAM et al., 2003). Sendo encontrados nos períodos de 1 e 8 

semanas após uma única dose de 3mg/kg icv-STZ, sem envolvimento de óxido nítrico 

(SHOHAM et al., 2003). 

Na avaliação da dosagem de MDA no córtex pré-frontal e hipocampo, os animais 

submetidos às injeções de STZ apresentaram um aumento significativo nas concentrações de 

MDA no córtex pré-frontal, evidenciando um aumento da peroxidação lipídica e 

desestabilização da membrana plasmática, consequência da injúria neuronal causada pelo 

estresse oxidativo induzido pelo STZ e compostos resultantes da sua decomposição, gerando 

H2O2 e óxido nítrico, originando espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (KWON et al., 

1994). 

Como mencionado anteriormente, Pacheco e colaboradores (2018) demonstraram 

haver um aumento do estresse oxidativo pelas dosagens de TBARS, no modelo de DAE por 

STZ, outros estudos como o de Kumar (2017) também corroboraram com esses achados. 

O tratamento com o α-bisabolol nas doses de 100 e 200 mg/kg foi capaz de 

diminuir o aumento da concentração de MDA apenas no córtex pré-frontal. Assim, o efeito 

antioxidante do α-bisabolol esteve envolvido no seu efeito neuroprotetor contra o dano 

oxidativo induzido pelo STZ, uma vez que o composto preveniu o tecido cerebral do aumento 

das EROs. 

Estudos com outros sesquiterpenos tem demonstrado seus efeitos antioxidantes. 

Animais submetidos ao modelo de DA por peptídeo Aβ e tratados com sesquiterpenos 

lactonas, DS (13-hidroxi-8,9-dehidro-shizukanolide), PDA (Podoandin), e um álcool 

sesquiterpênico, ARD (aromadendrane-4β,10α-diol), apresentaram diminuição significativa 

nos níveis de TBARS e um aumento da atividade de GSH (AMOAH et al., 2015). 
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Uma abordagem interessante como estratégia terapêutica nas doenças 

neurodegenerativas é a regeneração de axônios. O crescimento de neuritos e a diferenciação 

neuronal desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso. E 

podem correr em resposta à ação de proteínas sinápticas como, por exemplo, a sinaptofisina 

que promove aumento no número e densidade das sinapses neurológicas (CHEN et al., 2009). 

A sinaptofisina é uma proteína associadas à membrana pré-sináptica que pode ser 

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

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

marcador importante da sinaptogênese (DAS et al., 2004). A sinaptofisina I é conhecida por 

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

desenvolvimento neural, sendo, também, um indicador de plasticidade estrutural e de 

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

Estudos demonstram uma diminuição significativa na densidade sináptica nas 

áreas de associação neocorticais e do hipocampo na demência, áreas envolvidas na 

aprendizagem e na memória (STEPHEN; DOUGLAS, 2003). 

A quantificação da sinaptofisina proporciona uma nova ferramenta para monitorar 

a densidade sináptica. Na avaliação da integridade da sinapse neuronal através da 

quantificação de sinaptofisina, constatou-se que os animais que receberam as injeções de STZ 

apresentaram diminuição significativa da expressão de sinaptofisina no hipocampo e no 

córtex pré-frontal. Evidências crescentes sugerem que a sinalização cerebral da insulina 

através dos receptores de insulina é importante para a plasticidade sináptica por modular a 

atividade de receptores excitatórios e inibitórios (i.e., receptores de glutamato e GABA). 

Adicionalmente, cascatas de transdução de sinal que são desencadeadas pela ativação de 

receptores de insulina levam à alterações na expressão de genes necessários para a 

consolidação da memória a longo prazo (CORREIA et al., 2011).  

Também tem sido evidenciado a neurotoxicidade exercida pelo acúmulo das 

formas oligoméricas fibrilares intracelulares do peptídeo Aβ, resultando na falha sináptica e 

dano neuronal em áreas corticais do cérebro essenciais para a memória e outros domínios 

cognitivos, que também podem contribuir para a neurodegeneração progressiva presente na 

DAE (VILLEMAGNE et al., 2017). Estudos de RAVELLI e colaboradores (2016) também 

demonstraram uma diminuição dos níveis de sinapsina e sinaptofisina no hipocampo, 

proteínas de membrana de pré-sináptica no modelo de DAE. 

O fator neurotóxico derivado do cérebro (BDNF) é também essencial para a 

potenciação de longo-prazo, contribuindo para a plasticidade sináptica, aprendizado e 
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memória (TAPIA-ARANCIBIA et al., 2008) e juntamente com o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), atua regulando a neurogênese no hipocampo. Em pacientes com 

a DA, a expressão de BDNF é bastante reduzida no hipocampo e algumas áreas corticais, 

como os córtices temporal e frontal (MURER; YAN; RAISMAN-VOZARI, 2001; TAPIA-

ARANCIBIA et al., 2008). 

O tratamento com o α-bisabolol nas doses de 100 e 200 mg/kg inibiu 

significativamente a diminuição da sinaptofisina no hipocampo dos animais com DAE, 

demonstrando que o α-bisabolol é capaz de promover plasticidade sináptica. 

Está bem documentado que a potenciação a longo prazo (LTP) e a plasticidade 

sináptica em neurónios são passos importantes para a aprendizagem e a memória. O 

rompimento dessas etapas leva a déficits cognitivos e a infusão de icv-STZ causa ruptura na 

plasticidade sináptica (XU et al., 2014). 

Estudos têm demonstrado o efeito sinaptogênico de outros sesquiterpenos, como o 

realizado com o beta-cariofileno, onde demonstraram que este foi capaz de aumentar 

significativamente a expressão da sinaptofisina e teve efeito positivo sobre o alongamento dos 

neuritos e na diferenciação celular, em um modelo celular de doenças neurodegenerativas em 

células PC12, sugerindo um possível efeito do beta-cariofileno na regeneração da rede de 

neuritos perdida no processo neurodegenerativo e efeito neuroprotetor devido a seu potencial 

antioxidante (FERREIRA, 2014).  

Níveis diminuídos de sinaptofisina foram descritos no hipocampo de pacientes 

com DA (PERDAHL et al. 1984). A perda de sinapses descrita em pacientes com DA pode 

estar relacionada ao estado cognitivo encontrado nesses pacientes e pode representar uma 

razão estrutural para o declínio da função cognitiva (DEKOSKY; SCHEFF, 1990).  

Uma das principais características histopatológicas da DA é a presença de placas 

amilóides extracelulares, compostas principalmente pelo peptídeo Aβ (WALSH et al., 2002; 

CLEARY et al., 2005). Além de vários fatores neurotóxicos, o peptídeo Aβ é mais potente 

que as neurotoxinas que causam a destruição da função das células neuronais, plasticidade 

sináptica e morte celular, o que sugere claramente que a inibição da oligomerização e a 

prevenção da morte celular induzida pelo Aβ podem levar a novas terapias e estratégias para o 

tratamento da DA (SHANMUGANATHAN et al., 2018). 

O peptídeo amiloide também induz a apoptose neuronal na DA, que é um tipo de 

morte celular programada controlada por um programa genético intrínseco específico, 

geralmente para controlar a população de células (LI et al. 2007; ZHI-KUN et al., 2012). 
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Um estudo mostrou que as alterações patológicas no modelo de DAE por STZ, 

como redução da espessura cortical, afinamento do corpo caloso e formação de placas 

amiloides são dependentes do tempo decorrido desde a injeção da STZ, até 1 mês após a 

injeção sendo considerada uma resposta aguda, entre 1 e 3 meses uma fase compensatória e 

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

(KNEZOVIC et al., 2015). 

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

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

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

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

administração de STZ e este efeito pareceu diminuir no dia 21 (RAVELLI et al., 2016). 

Assim, tem sido sugerido que o acúmulo de placas Aβ no hipocampo, área que atua no 

processo de formação e consolidação de novas memórias, pode estar relacionado à redução do 

desempenho da memória ao longo do tempo, característicos da DAE (REITZ et al., 2009). 

Com base nesses estudos, realizamos a coloração com Tioflavina S para avaliação 

da formação de placas Aβ no córtex pré-frontal e hipocampo, nos animais submetidos ao 

modelo de DAE, entretanto não foi observada a formação de placas Aβ, provavelmente 

devido ao menor tempo de indução do modelo. 

Um estudo recente demonstrou o efeito anti-amiloidogênico e anti-apoptótico do 

α-bisabolol contra a neurotoxicidade induzida por Aβ em cultura de células PC12, onde o 

tratamento com α-bisabolol (5 mg/ml) após 24 h de incubação com Ab25-35 reduziu a 

propensão de agregação de Aβ e essa inibição prosseguiu após 9 dias de incubação, que foi 

observado pela redução da intensidade de fluorescência da Tioflavina T (ThT) 

(SHANMUGANATHAN et al., 2018). Cioanca e colaboradores (2013) demonstraram que o 

óleo essencial extraído da Coriandrum sativum, popularmente conhecido como coentro, 

diminuiu significativamente a formação de placas Aβ no hipocampo de animais em um 

modelo de DA induzido por Aβ (1–42), devido a sua atividade anti-apoptótica e anti-oxidante. 

Estudos também tem demonstrado um potencial anti-colinesterasico e de anti-

agregação do composto bioativo α-bisabolol presente na alga castanha Padina gymnospora 

(SHANMUGANATHAN, 2015). Sugerindo que o α-bisabolol pode ter efeito neuroprotetor 

por estas vias. 

A AChE também está envolvida nas funções colinérgicas secundárias 

promovendo a deposição de Aβ na forma de placas ou ENF. Assim, sua inibição não só 
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desempenha um papel fundamental no aumento da neurotransmissão colinérgica no cérebro, 

mas também ajuda a reduzir a agregação de Aβ, fator chave na DA (REES et al., 2003). 

A coloração de cresil violeta tem sido amplamente utilizada como método 

histológico para identificar danos celulares no sistema nervoso e viabilidade celular 

(ALVAREZ-BUYLLA; LING; KIRN, 1990). A coloração de cresil-violeta é utilizada para 

evidenciar os corpúsculos de Nissl ou corpúsculos basófilos, constituídos por retículo 

endoplásmico rugoso responsável por síntese proteica, evidenciando a viabilidade celular, 

presentes no citoplasma de neurônios viáveis (SCORZA et al., 2005). As células danificadas 

mostram varias caraterísticas, incluindo um corpo celular encolhido com picnose (BARTUS 

et al., 1995). 

Na avaliação da integridade neuronal através da coloração com o cresil violeta, 

não foi evidenciada morte neuronal no córtex pré-frontal de animais submetidos às injeções 

de STZ, entretanto estudos de Biswas e colaboradores (2018) evidenciaram uma diminuição 

na viabilidade celular no córtex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de DAE induzida 

por STZ, devido a significativa apoptose neuronal e fragmentação do DNA induzida pelo 

STZ. 

 O tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg foi capaz de aumentar 

significativamente o número de células viáveis no córtex pré-frontal quando comparado com 

o grupo STZ. Um estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou o efeito citoprotetor do α-

bisabolol na dose de 200 mg/kg, promovendo um aumento da viabilidade celular no córtex de 

camundongos submetidos ao modelo de isquemia focal permanente, devido a sua ação anti-

inflamatória e antioxidante (FERNANDES et al., 2018).  

Na avaliação da integridade neuronal no hipocampo através da coloração com o 

cresil violeta, os animais submetidos às injeções de STZ apresentaram uma maior morte 

neuronal, diminuição das células viáveis, nas regiões do CA1 e CA3 do hipocampo. Estudos 

têm demonstrado haver uma diminuição significativa da viabilidade celular induzida pelo 

peptídeo Aβ-42 em modelo celular da DA (FERREIRA, 2014). Essa neurodegeneração está 

associada ao efeito tóxico direto de fragmentos Aβ sobre os neurônios, sendo o fragmento de 

peptídeo Aβ-42 o que está mais relacionado à formação de placas neuríticas (FAGARASAN; 

AISEN, 1996; ABDIPRANOTO et al., 2008). 

O tratamento com o α-bisabolol na dose de 100 mg/kg foi capaz de diminuir a 

morte neuronal, havendo um aumento significativo do numero de células viáveis. Estes 

achados corroboram com um estudo feito com o beta-cariofileno, um sesquiterpeno que 

demonstrou que este foi capaz de diminuir significativamente a morte celular induzida pelo 
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peptídeo Aβ-42 em modelo celular da DA, devido ao seu efeito anti-apoptótico e anti-

oxidante (FERREIRA, 2014).  

O Fluoro-Jade C é um derivado aniônico de fluoresceína que é útil para a 

coloração histológica de neurônios em degeneração (SCHMUED; HOPKINS. 2005). No 

nosso trabalho, foi evidenciado um maior número de células positivas no córtex pré-frontal, 

na região CA3 do hipocampo e na região do Giro Denteado (GD) do hipocampo de animais 

submetidos às injeções de STZ, representando maior degeneração neuronal. Nossos resultados 

são corroborados por estudos de Biswas e colaboradores (2018), onde foi evidenciada uma 

degeneração neuronal significativa através da coloração com Fluoro Jade C no córtex pré-

frontal e hipocampo de ratos submetidos ao modelo de DAE induzida por STZ.  

Nos animais controles, que receberam injeções de aCSF, o tratamento com o α-

bisabolol na dose de 200 mg/kg promoveu um aumento significativo do número de células 

positivas nas regiões CA3  e GD do hipocampo, evidenciando um possível efeito neurotóxico 

do α-bisabolol em altas concentrações em um tratamento prolongado. 

O tratamento com o α-bisabolol na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuir 

significativamente o número de células positivas na região do CA3 nos animais com o modelo  

de DAE. E na dose de 200 mg/kg, o α-bisabolol foi capaz de diminuir significativamente o 

número de células positivas na região do CA3 e GD do hipocampo dos animais com DAE, 

demonstrando uma diminuição da degeneração neuronal. Corroborando com nossos 

resultados, Fernandes e colaboradores (2018) demonstraram que o tratamento com o α-

bisabolol na dose de 200 mg/kg foi capaz de prevenir a degeneração neuronal no córtex de 

camundongos submetidos ao modelo de isquemia focal permanente. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o α-bisabolol pode agir 

como neuroprotetor na DAE através da sua capacidade de proteção sináptica e por sua 

capacidade anti-oxidante, sendo este trabalho o primeiro a demonstrar a ação neuroprotetora 

do α-bisabolol em modelo de DAE induzido por STZ. Assim, o α-bisabolol é uma substância 

que pode ser testada em humanos, pois possui baixa toxicidade e é amplamente distribuída em 

vegetais, sendo uma molécula promissora para a pesquisa translacional na DA. 
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8 CONCLUSÃO 

 

O α-bisabolol protegeu contra a neurotoxicidade induzida pelas injeções de STZ 

no modelo de DAE. Foi observado que o α-bisabolol diminuiu os déficits na memória de 

trabalho, na memória aversiva, na memória de reconhecimento e na memória espacial.  

Esse efeito neuroprotetor se deve pelo aumento do número de células neuronais 

viáveis, diminuição da neurodegeneração e aumento da capacidade de proteção sináptica, 

evidenciada pelo aumento da expressão de sinaptofisina no hipocampo, e capacidade 

antioxidante demonstrada pela diminuição nas concentrações de MDA. 

Assim, os resultados indicam que o tratamento com o α-bisabolol pode ser uma 

estratégia terapêutica adjuvante e promissora para o tratamento da DAE. 
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