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“A coisa mais bela que o homem pode
experimentar € o mistério. E essa
emocdao fundamental que esta na raiz

de toda ciéncia e toda arte.”

Albert Einstein
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RESUMO

O diabetesmellitus tipo 1 (DMT1) tem sido associado com complicacfes a lopgzo no
sistema nervoso central, além dos efeitos perdgrcomuns relacionados a doencga, causando
disfungbes cognitivas no encéfalo. Por outro lamlognriguecimento ambiental (EA) induz
mecanismos de plasticidade dependentes da expariéaspecialmente no hipocampo,
melhorando o desempenho dos animais em testesrdadgado e memodria. Assim, nosso
objetivo foi avaliar a influéncia do EA sobre o idéfde memdria, a atividade locomotora, 0s
niveis de corticosterona, a imunorreatividade dagima sinaptofisina, e a densidade e a ativacao
de astrdcitos e microglia no giro denteado (GDhgmcampo de ratos diabéticos tipo 1. Para
isso, ratos Wistar machos com 21 dias de idadanfaxpostos ao EA ou mantidos em caixa-
moradia padrao (controles, C) por 3 meses. Quaddlboa, os animais tanto C quanto EA foram
randomicamente divididos e induziu-se diabetesvésrade injecdo de estreptozotocina em
metade dos animais de cada grupo, sendo mantidaspeesctivas condicbes ambientais para cada
um dos grupos. A memoria espacial dependente aedmppo foi avaliada em todos os grupos
através do teste de reconhecimento de objeto mpoaido, no 41dia apés a inducdo do
diabetes, bem como a locomocéo geral dos animatsmpo aberto durante o mesmo teste. Os
niveis séricos de corticosterona foram medidosred flo experimento, a imunorreatividade da
sinaptofisina foi avaliada por imunoistoquimicaa elensidade e a ativagdo de astrécitos e da
microglia por imunofluorescéncia no hilo do GD dpdtampo. Nossos resultados mostraram
gue o EA foi capaz de prevenir ou atrasar o desgeinvento do déficit de memaria causado pelo
diabetes em ratos, porém nao reverteu o déficiomabservado nos animais diabéticos. Nao
houve diferenca significativa na imunorreatividadesinaptofisina entre os grupos. Além disso,

embora o EA ndo tenha modificado a densidade eivacab dos astrocitos nos animais



viii

diabéticos, o enriqguecimento atenuou os efeitopighi@ais da hiperglicemia sobre a ativacao
microglial, bem como reduziu os niveis séricos deia@osterona nos ratos diabéticos adultos.
Assim, o EA ajudou a amenizar as comorbidades twgsi associadas ao diabetes,
possivelmente por atenuar a hiperatividade do &iR& e a ativacdo microglial nos animais

diabéticos.

Palavras-chave Encefalopatia diabética, Enriquecimento ambienkipocampo, Memoria,

Corticosterona, Sinaptofisina, Astrocitos, Micraglimunoistoquimica.



ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (TLDM) has been associaftinl long-term complications in central
nervous system, besides peripheral common adv#esgse causing neurocognitive dysfunction
in the brain. On the other hand, enriched enviraitn(EE) induces mechanisms of experience-
dependent plasticity especially in hippocampus, roving the performance of animals in
learning and memory tasks. Thus, our objective twasmvestigate the influence of the EE on
memory deficits, locomotion, corticosterone levelmaptophysin protein immunoreactivity, and
density and activation of astrocytes and microglithe hippocampal dentate gyrus (DG) of type
1 diabetic rats. For this, male Wistar rats, 21sdalgl, were exposed to the EE or maintained in
standard housing (controls, C) for 3 months. Atléawd, C and EE animals were randomly
divided and half of them induced to diabetes bgmtzotocin, being maintained the respective
environmental conditions for each animal groupgpdcampus-dependent spatial memory was
evaluated in all groups in the novel object-placermecognition task, on £iday after diabetes
induction, as well as the general locomotion in thgen field at the same test. Serum
corticosterone levels were measured in the endeoékperiment, contents of synaptophysin was
evaluated by immunohistochemistry, and density activation of both astrocytes and microglia
by immunofluorescence in the hilus of the DG ingapampus. Our results showed that EE was
able to prevent or delay the development of mendeficits caused by diabetes in rats, however
did not revert the motor impairment observed inugraliabetic. There was no significant
difference in synaptophysin immunoreactivity amahg groups. Furthermore, although the EE
did not modify the density and activation of asytes in diabetic animals, it attenuated the
injurious effect of hyperglycemia over microgliataation, as well as decreased the serum level

of corticosterone in diabetic adult rats. Thus, tBE has helped to ameliorate cognitive



comorbidities associated with TLDM, possibly byueidg the hyperactivity of HPA axis and the

microglial activation in diabetic animals.

Keywords: Diabetic encephalopathy, Enriched environment,ppdcampus, Memory,

Corticosterone, Synaptophysin, Astrocytes, Micrginmunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO
1.1 Diabetes

O diabetesnellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas comum ermahase de
incidéncia crescente. Caracteriza-se por hipemigalecorrente de deficiéncia na secrecdo de
insulina pelas célula® do pancreas, ou de resisténcia na acdo da insalinambos (GISPEN,;
BIESSELS, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 20p3

Segundo a classificacdo etiologiass tipos de diabetes mais freqlientes sdo o dsmbete
mellitus tipo 1 (DMT1), anteriormente conhecido como diabetes juvenihsulino-dependente,
qgue compreende cerca de 10% do total de casos,dmbetesmellitus tipo 2 (DMT2),
anteriormente conhecido como diabetes do adulto&minsulino-dependente, que compreende
cerca de 90% do total de casos. Outro tipo de tHalEncontrado com maior freqiéncia e cuja
etiologia ainda ndo esté esclarecida € o diabatsmgonal, que, em geral, € um estagio pre-
clinico de diabetes, detectado no rastreamentmaisd{BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

Outros tipos especificos de diabetes menos fregsiepbdem resultar de defeitos
genéticos da funcdo das células beta, defeitogigesdéla acdo da insulina, doencas do pancreas
exocrino, endocrinopatias, efeito colateral de wesdientos, infeccdes e outras sindromes
genéticas associadas ao diabgBRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2006; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011).

O DMT1 é caracterizado pela destruicdo das célglpancreaticas mediada por auto-
imunidade, levando a deficiéncia absoluta na séorég insulinaAuto-anticorpos circulantes
como anti-descarboxilase do &cido glutamico (aitby anti-ilhotas e anti-insulinasdo

detectados no soro em 85-90% dos pacientes no mordendiagnosticoAlgumas vezes, o



desenvolvimento d®MT1 esta associado a outras doencas auto-imunes cdirepidite de
Hashimoto, a doenca de Addison e a miastenia grawismenor propor¢ao, a causa da faléncia
das células beta é desconhecida (tipo 1 idiopatCoipseqiientemente, 0s pacientes requerem
tratamento com insulina para sobreviverem, e an@is&o mesmo acarreta em cetoacidose,
coma e até ao oObito (GISPEN; BIESSELS, 2000; BRAMINISTERIO DA SAUDE, 2006;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011).

O desenvolvimento do DMT1, que acompanha a taxdedeuicdo das célulds ocorre
em 90% dos casos na infancia (com pico de incidéegire 10 e 14 anos), sendo os demais 5 a
10% dos casos diagnosticados em adultos com memo20danos de idade (JAHROMI,
EISENBARTH, 2007; MAAHSet al., 2010). Sabe-se que o desencadeamento do pr@gsso
imune é atribuido a uma complexa interacdo entegligposicdo genética (principalmente o
complexo antigeno leucocitario humano (HLA) de s#aB presente no cromossomo 6) e fatores
ambientais (agentes infecciosos virais, baixa itagds vitamina D, consumo de leite bovino,
estresse psicoldgico), uma vez que os determingetesicos contribuem em apenas 50% para o
desenvolvimento do DMT1 (PENG; HAGOPIAN, 2006; MASIet al., 2010).

O DMT2 é caracterizado pela resisténcia insulif@a/olvendo déficits no receptor de
insulina e na sua via de sinalizacdo intraceldan) relativa deficiéncia na secrecéo de insulina,
em resposta a constante hiperglicemia. Geralmentkagnosticado na vida adulta e esta
associada com obesidade, sedentarismo e habitggl@lgopouco saudaveis, em conjunto com
predisposicdo genética. Tratamentos como dietauadeg pratica de exercicio fisico e terapia
medicamentosa visam reduzir essa resisténcia misalie aumentar a secrecdo de insulina
endogena. Eventualmente, terapia com insulina exdgede se fazer necessario para controle
dos niveis glicémicos (GISPEN; BIESSELS, 2000; BRASMINISTERIO DA SAUDE, 2006;

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003; 2011).



Os sintomas classicos de diabetes sdo: polidrlaipsia, polifagia e perda involuntaria
de peso (os “4 Ps”). Outros sintomas que levantasuspeita clinica séo: fadiga, fraqueza,
letargia, prurido cutédneo e vulvar, e infeccoesepeticdo. Algumas vezes o diagnostico é feito a
partir de complicacbes cronicas como neuropatiginagatia ou doenca cardiovascular
aterosclerética, podendo ser também assintoméatmo peoporcdo significativa dos casos
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Além disso, vdis glicEmicos maiores que 126
mg/dL em jejum, ou maiores que 200 mg/dL a qualqunemento do dia (glicemia casual) ou
duas horas apos a ingesta de 75g de glicose dds@wm agua (teste de tolerancia a glicose),
confirmam o diagnostico (BRASIL, MINISTERIO DA SAUR) 2006; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011).

A longo prazo, ambas as formas de diabetes est8ociadas com numerosas
complicacdes secundéariagcarretando em dano celular e em complicacbes mero
macrovascularegue afetam varios 6rgados, especialmente olhos, mervos, coracdo e vasos
sanguineos. O desenvolvimento ou ndo dessas cagdis depende da duracédo do diabetes e da
qualidade do controle glicémi¢GISPEN; BIESSELS, 2000).

O diabetes afeta quase 6% da populacdo mundidkedalpopulacdo brasileira igual ou
superior a 40 anos, o0 que representa cerca deilb@esde portadores (populacédo estimada pelo
IBGE 2005). E uma doenca que imp&e grande impadials uma vez que apresenta alta morbi-
mortalidade, com perda importante na qualidade déa.v Estima-se que ocorram
aproximadamente 4 milhdes de mortes por ano rak@o diabetes e suas complicacdes, o que
representa 9% da mortalidade mundial total. O grangpacto econdmico ocorre notadamente
nos servi¢cos de saude, como consequéncia dos mesoeistos do tratamento da doenca e suas
complicacdes, como a doenca cardiovascular, asdigor insuficiéncia renal cronica e as

cirurgias para amputagdes de membros inferioreA@R MINISTERIO DA SAUDE, 2006).



1.1.1 Encefalopatia diabética

Além das complicagbes secundarias do diabetes stenw nervoso periférico (SNP),
evidéncias recentes tém revelado efeitos prejudicia DM (tipos 1 e 2) também no sistema
nervoso central (SNC), tanto em humanos como enelm®dnimais da doenca (SEAQUIST,
2010; SIMA, 2010DO NASCIMENTOet al., 2011; PIAZZAet al., 2011). O conjunto dessas
alteracOes cerebrais, lentas e progressivas, ieastiente significantes relacionadas com o DM
tem sido denominado de encefalopatia diabética ASR010).

Avaliacbes neuropsicoldgicas tém mostrado que pesetanto com DMTL, como com
DMT2, apresentam declinio em func¢des cognitivaseraizado e memoria, e psicomotoras
guando comparados com individuos saudaveis, setdode risco para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativBdTOW et al., 2004, WESSELSet al., 2008;DE LA MONTE,
2009. Porém, recentes estudos indicam que a naturezs mecanismos pelos quais esses
déficits ocorrem parecem diferir nos dois tiposddenca (SIMA, 2010). Nos individuos com
DMT2, o declinio cognitivo é relacionado a resistéaninsulinica, a duragcdo da doencga, as suas
patologias associadas (hipertensédo, dislipidenoagsidade), bem como com as alteracfes
encefalicas afetadas pelo préprio envelhecimergdods considerado fator de risco para o
desenvolvimento de deméncias vasculares e doendizldeimer (ZHAOet al., 2004; DE LA
MONTE, 2009 SIMA, 2010;VALENTE et al., 2010.

O DMT1, no entanto, afeta criancas e jovens aindaestagio de desenvolvimento
neuroldgico, momento em que o encéfalo € mais sustas variacbes metabdlicas associadas a
doenca (SIMA, 2010). Individuos com DMT1 tém dentado prejuizo em fungdes
relacionadas a atencéo, a velocidade no procestanesinformacoes, as funcdes executivas, a

eficiéncia psicomotora e de aprendizado e mem&HRANDS et al., 2005;WESSELSet al.,



2008) Em criancas, esses déficits resultam em baix@ndetsimento intelectual e pior
desempenho nas habilidades escolares e verbajss@etrar, contar) quando comparado a
criancas saudaveis (NORTHA®# al., 2009;HANNONEN et al., 2010.

Pacientes com hiperglicemia crbénica, com iniciocpce da doenca e episodios de
hipoglicemia severos e recorrentes parecem terrmam de desenvolver alteracdes estruturais
e funcionais no SNC (MUSEM al., 2006; SEAQUIST, 2010). Estudos de imagem mostrara
gue individuos diabéticos do tipo 1, 12 anos ap@siao da doenca, apresentam significante
diminuicdo no volume de substancia branca nos Idbmstal e temporal e no giro para-
hipocampal, além de diminui¢cdo no volume de subgé&inzenta indicando perda neuronal no
talamo, giro para-hipocampal e cértex insular, goamomparado a individuos saudaveis
(NORTHAM et al., 2009). Corroborando esses achados, Musen eocatidyes (2006), através
de medidas morfométricas, mostraram haver dimiouilgidensidade de substancia cinzenta no
talamo, no giro superior e médio temporal e no fiimatal nos pacientes diabéticos tipo 1, 15 a
25 anos apo6s o inicio da doenca. Esses estuddsmeegistir uma maior vulnerabilidade de
estruturas temporais e frontais limbicas relacianad@l patologia, estando o prejuizo cognitivo
associado a déficits de substancia cinzenta e d1(&IMA, 2010).

Embora os mecanismos responsaveis por esses dengsirais e funcionais ainda néao
estejam bem esclarecidos, estudos apontam quevem des alteracdes celulares, moleculares e
microvasculares causadas pelo diabetes, as quais,leentre outros efeitos, a uma reducéo do
fluxo e do metabolismo cerebral, contribuindo pasadéficits cognitivos relacionados a doenca
(WESSELSet al., 2008; GISPEN; BIESSELS, 2000).

Similarmente ao que ocorre na neuropatia diabéalteracdes celulares, moleculares e
microvasculares encefalicas causadas pela hipenghccronica, bem como pela deficiéncia de

insulina, de peptideo-C e suas sinalizacbes cehIléBIMA, 2010), sdo atribuidas a quatro



principais fatores interligados: aumento do fluxa wa do poliol, aumento da formacéo de
produtos finais de glicacdo avancada (AGESs), aumndatativacdo das isoformas da proteina
guinase C (PKC), e aumento da atividade da viaed@daminase (GISPEN; BIESSELS, 2000;
BROWNLEE, 2005).

Através da via do poliol, a enzima aldose redutesenalmente tem a funcéo de reduzir
aldeidos toxicos intracelulares a alcoois inativdsrém, quando as concentracdes de glicose
dentro das células se tornam muito altas, a enaidwse redutase também reduz a glicose em
sorbitol e frutose com consumo de NADPH. No entantocofator NADPH é requerido também
para a regeneracao de glutationa reduzida, um g@atemtioxidante intracelular (BROWNLEE,
2005). Assim, o acumulo de sorbitol intracelula@racterizado pelo aumento da atividade da via
do poliol em resposta a hiperglicemia, causa urdagi@o nos niveis de glutationa reduzida,
tornando a célula suscetivel a dano e morte porssst oxidativo, com formacéo de produtos de
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e doAQcido desoxirribonucleico) (TUZCU;
BAYDAS, 2006).

Esse acumulo de sorbitol intracelular também leumaaumento da formacao de AGEs,
com consequente alteragcdes neurotroficas, comocgdiedda expressdo génica do fator de
crescimento semelhante a insulina - 1 (IGF- I), lmemo alteragdes neuromodulatérias, como a
reducdo nos niveis de insulina, de seus receptoseis fatores de transcricdo de sinalizacao
intracelular, e estdo associados com perda neuramaitipocampo e no coértex frontal em
individuos diabéticos tipo 1 (SIMA, 2010). Além slis 0 aumento da formacédo de AGEs e de
isoformas da PKC leva a uma maior ativacdo de datqré-inflamatorios, como fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e fator derose tumorabk: (TNF-0) e interleucina-6, que
sdo associados a danos vasculares (BROWNLEE, 2608glulares, como a morte de

oligodendrdcitos na substancia branca em animakseticos (Figura 1) (SIMAt al., 2009).
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Figura 1. Esquema que resume 0s possiveis mecanamolvidos na encefalopatia do diabetes
tipo 1; RAGE = receptores para produtos finais ieagho avancada (modificado de SIMA,
2010).

Humanos diabéticos com baixo controle da doengasaptam também hiperatividade do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), com aumemtos niveis de cortisol circulantes
(DESROCHEREet al., 2004; MESSIER, 2005). Similarmente, uma elevai@glicocorticoides
adrenais € encontrada em modelos animais da d¢&miaLO et al., 2005; REVSINet al.,
2008; 2009; STRANAHANEt al., 2008), bem como em estudos envolvendo estreéseca
(WRIGHT et al., 2006) e depressdo (McEWEHl al., 2002). Recentes estudos tém mostrado
gue altos e persistentes niveis de glicocorticoatesam efeitos deletérios no SNC, levando a
degeneracdes morfolégicas e funcionais no hipocangooo alteracbes na plasticidade

sinaptica, diminuicdo da neurogénese e perda nalqmussivelmente contribuindo para o déficit



de aprendizado e memodria associado a doenca (KAMAAL., 1998; STRANAHAN et al.,

2008; REVSINet al., 2009; PIAZZAet al., 2011).

1.1.2 Modelos experimentais de diabetes

Para estudar os efeitos do DMT1 em modelos animazasn como de diversas
intervencgdes terapéuticas, as drogas diabetogéalmesno e estreptozotocina (STZ) sdo as mais
frequentemente utilizadas (SZKUDELSKI, 2001).

A STZ é um antibio6tico derivado d&reptomycetes achromogenes, que tem acédo seletiva
e citotdxica sobre as célulfisdas ilhotas pancreéticas, secretoras de inswiceyetando em
uma diminuicdo da producdo do hormdnio no organisenaconsequente hiperglicemia
(MURATA etal., 1999).

A STZ é transportada para dentro das célflasmncreéticas por transportadores de
glicose do tipo GLUT2 presentes em suas membrdaamagticas. O efeito citotoxico da STZ é
atribuido, principalmente, a dois possiveis efaitiostos sobre a célula: metilagdo de purinas do
DNA e formacgéo de espécies reativas de oxigénixidoitrico (NO) intracelulares, levando a
dano no DNA (Figura 2). J& como efeito citotoxiodireto da STZ pode-se citar a inflamacéo
das ilhotas pancreéticas causada pela infiltragh@élulas mononucleares, e a producdo de
radicais superoxido e NO pelas mesmas, contribyiada a destruicdo das célup@MURATA

etal., 1999; GISPEN; BIESSELS, 2000).
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Figura 2. Esquema mostrando os possiveis mecanidendsstruicdo das célulpgpancreaticas
pela STZ: (I) por metilacdo do DNA e (lI) por maddcdo do DNA induzido por espécies
reativas de oxigénio e/ou NO, G radical superoxido (modificado de MURAT&Aal., 1999).

A aplicacdo da droga normalmente se faz por injégiavenosa ou intraperitoneal de
STZ, com dose variando de 40 a 60 mg/Kg (SZKUDELSXI01). Desse modo, 0s animais
diabéticos induzidos por STZ se tornam hipoinsufiit®és, mas ndo chegam a necessitar de
tratamento com insulina para sobreviverem (GISFENSSELS, 2000).

Assim como em humanos, 0s animais diabéticos iddazpor STZ apresentam os sinais
classicos de diabetes: marcada hiperglicemia, dspaolaridade plasmatica, hipoinsulinemia,
polifagia, polidria, polidipsia e perda de peso RERO et al., 1998; SENNAet al., 2011); além
de complicagbes como retinopatia, nefropatia, damasculares e no sistema nervoso

proporcionais ao avangar da doenc¢a (GISPEN; BIESSEQOO).
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1.2 Hipocampo e Memodria

O hipocampo é uma das estruturas mais plasticasaie estudadas do SNC. Esta
localizado no lobo temporal de cada hemisfério lratee, anatomicamente, € dividido pelo
Corno de Ammon (CA1 a CA4; ou hipocampo propriametito), composto por cinco camadas
celulares, sendo uma delas a camada das célutanigais; e pelo giro denteado (GD), cuja
concavidade se dispde ao redor de CA4. O giro ddatepor sua vez, € composto por trés
camadas: a camada molecular (mais externa), umadeane células granulares, que emitem
seus prolongamentos dendriticos para a camada uterlee uma camada de células polimorficas
(ou hilo), mais interna e préxima a CA4 (PAXINOS95).

O hipocampo propriamente dito (CA), juntamente apgiro denteado, com o complexo
subicular (subiculum, presubiculum e parasubiculentom o cortex entorrinal, compreende a
formacao hipocampal. Essas regides estao ligadees ®rpor trés principais conexdes nervosas
unidirecionais: do cértex entorrinal partem afer@a@xonais corticais que fazem sinapse com os
neurdnios granulares do GD (via perforante), qoe,spa vez, emitem projecdes axonais (fibras
musgosas) que atravessam o0 hilo e se conectam eomdnins de CA3; destes, partem
ramificacdes que, ou deixam o hipocampo via forox,se estendem e fazem sinapses com
neuronios de CAl (colaterais de Schaffer); e de ,Cgdr fim, partem eferéncias para o

subiculum (Figura 3) (LANGSTOMt al., 2010).
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Figura 3. Desenho esquematico mostrando a estratasaprincipais conexdes do hipocampo.
CA = Corno de Ammon; GD = giro denteado (Lent, 2010

O hipocampo, junto com outras estruturas do lolopteal medial, estd diretamente
relacionado com o processamento e a consolidac&en®rias declarativas ou explicitas. Além
disso, é uma regido cerebral que participa domsstémbico, tendo um papel integrativo e
essencial para os processos cognitivos e afetBiBAR et al., 2008).

As memodrias declarativas estdo associadas ao ¢orérgo de lugares, coisas e pessoas,
e aos seus significados. Sao subdivididas em dpis tde memorias, as semanticas, que
envolvem o conhecimento desses fatos independemten#o contexto em que foram
aprendidos; e as episodicas, relacionadas a legdwatle eventos especificos pessoalmente
vivenciados dentro de um contexto como tempo eces(BEAR et al., 2008; SHARMAet al.,
2010).

Memodria espacial é conceituada como um subtipoetadria episddica, pois se refere ao

armazenamento de informacdes sobre localizacdood@mtcerto ambiente, sendo dependente da
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integridade hipocampal (PAUEt al., 2009; SHARMAEet al., 2010). Em modelos animais,
podemos avaliar possiveis déficits cognitivos daslos a diversas patologias, como o diabetes,
e/lou a lesdes no hipocampo através de testes ctamgortais que avaliam memoria espacial,
tais como owater maze (labirinto aquético de Morris) e o teste de re@mimento do objeto
reposicionado (NOPR), entre outros (BIESSEL@Il., 1998; POPOVICet al., 2001; PAULet

al., 2009; REVSINet al., 2009). Em animais diabéticos tipo 1, por exemplogéficit de
aprendizado e memoria waater maze € identificado quando os animais despendem umrmaio
tempo e percorrem uma maior distancia para engentra localizacdo da plataforma alvo do
teste, comparado aos animais controles (TUZCU; BABP2006), enquanto na tarefa do NOPR
0s animais com diabetes despendem um menor templor&xdo o objeto reposicionado
(PIAZZA et al., 2011).

Nos estudos com modelos animais de DMT1, contudmatse importante avaliar,
concomitantemente a memaria espacial dependerttgpdeampo, a atividade locomotora, uma
vez que Do Nascimento e colaboradores (2011) mastreque o diabetes também causa
comprometimento motor nos animais, possivelmensocado a reducdo da producdo de
dopamina e morte neuronal na area tegmental ventnal pars compacta da substancia Nigra.
Assim, mensura-la torna-se essencial para avaiar dano motor esta interferindo ou nédo no
desempenho dos animais no teste de aprendizadmeériae

Com relacdo as possiveis bases celulares e mecsneatrofisiolégicos envolvidos no
processo de aprendizagem e consolidacdo de meneStiajos tém mostrado que o diabetes
acarreta também em alteracGes na potenciacdo de thracdo (LTP) e na depressdo de longa
duracdo (LTD) no hipocampo de animais experimentaissivelmente contribuindo para os
déficits cognitivos relacionados a doenca (BIESSELSEI., 1998; KAMAL et al., 1999). Foi

evidenciado prejuizo na inducdo da LTP nas regi@sCAl, CA3 e GD do hipocampo,
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associado a facilitacdo da LTD na regido CA1 emmais com 12 semanas de diabetes tipo 1,
guando comparados a animais controles (KAMAL al., 1999). Além disso, Biessels e
colaboradores (1998) mostraram que o tratamento ic@olina desde o inicio da doenca
preveniu as alteracdes na LTP, porém, quando dacos 10 semanas da inducdo do diabetes,
a insulina ja ndo conseguiu reverter o déficit deeladizado navater maze e sO restabeleceu
parcialmente a LTP em ratos diabéticos induzidosSg@.

Enquanto a exposi¢cao a niveis basais de glicooatts é essencial para a manutencao da
funcd@o neuronal, a exposi¢do a longo prazo a nékevados induzem alteracdes morfolégicas no
hipocampo e déficit cognitivo (McEWEN; SAPOLSKY, 94%). Em roedores, os efeitos do
glicocorticoide corticosterona sobre os processoaptendizagem e memoria sdo mediados por
receptores do tipo mineralocorticéides (MR) e glambicéides (GR), os quais séo altamente
expressos em areas cerebrais limbicas, especiamérnpocampo (REVSINt al., 2009). Sabe-
se que a ativacdo transitoria de receptores doGiRoapos situacdes esporadicas de estresse
facilitam a consolidacdo da memoria (OITZLal., 1992). No entanto, a ativacdo excessiva de
GRs por niveis altos e crénicos de glicocorticéidassam prejuizo na funcdo hipocampal e no
processamento da memoria (MCEWEN; SAPOLSKY, 1993).receptores do tipo MR séo
neuroprotetores e estimulam a funcdo hipocampatliando a acdo da corticosterona em
situacdes de novidade, em reacdes comportamengaisrespostas afetivas (OIT£tal., 1992;
1994).

O excesso de glicocorticoides circulantes assoca@ddiabetes possivelmente contribui
para as alteracdes hipocampais, bem como paraait déf aprendizado e memoria associado a
doenca (REVSINet al., 2008; 2009). Corroborando essa hipotese, Staanahcolaboradores
(2008) mostraram que o prejuizo na LTP, a redugéonenirogénese no GD do hipocampo, bem

como os déficits cognitivos foram normalizados aagmais diabéticos apds adrenalectomia e
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posterior reposicdo de corticosterona em concéggdgisiologicas. Além disso, Revsm
colaboradores (2009) mostraram que o uso de ansagote receptores GR (mifepristona)
reverteu as alteragdes hipocampais e o déficititteg em animais diabéticos tipo 1, e que esses

efeitos deletérios sobre o hipocampo sédo causalo®pcesso de ativacdo de receptores do tipo

GR nos estagios iniciais da doenca.

1.3 Sinaptofisina

Sinaptofisina é uma glicoproteina integral de nmemé presente nas vesiculas pré-
sinpticas de neurbnios, em vesiculas similaremedula adrenal, e também em uma variedade
de células neuroenddcrinas normais e tumoraisigos epitelial e neural (WIEDENMANNt
al., 1986). Em estudos com fluorescéncia, a sinagmafigeralmente esta co-localizada com
terminacBes axonais, e presume-se que alteracOeseesnniveis reflitam em mudancas nas
vesiculas sinapticas, sendo utilizado como um aultic de plasticidade sinaptica (CALHOWN
al., 1996; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004).

Atualmente, na literatura, ndo h& um consensobelstzido sobre a relacdo da
sinaptofisina no DMT1. Grillo e colaboradores (2D0Ofmostraram que a expressado de
sinaptofisina encontrou-se aumentadatnatum oriens e no stratum radiatumde CA1 e CA3 do
hipocampo de animais diabéticos induzidos por Sp@sdl e 5 semanas do inicio da doenca
utilizando andlise radioimunocitoquimica. Além disapds 5 semanas de diabetes, observaram
uma redistribuicdo e reorganizacdo na expressa@rdeeina pré-sinaptica em CA3 por
imunofluorescéncia, quando comparado com animaisales.

A exposicao de cultura de neurbnios hipocampais\eaédos niveis de glicose por 7 dias

ndo alterou a expressdo e a marcacao de sinaptofieas induziu mudancas no conteudo e na
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distribuicdo de outras proteinas envolvidas na ieoseE de neurotransmissores no hipocampo,
como SNAP-25 (proteina associada a sinaptossom&bda; uma das proteinas do complexo
SNARE, receptor para SNAP), sinaptotagmina-1 ginat vesicular com sensor de*§ae
VGIuUT-1 (transportador vesicular de glutamato -(GASPAR et al., 2010a). Entretanto, os
mesmos autores encontraram aumento no contetudoageadisina em terminagdes nervosas do
hipocampo através da analise de purificacdo d@tsissomas hipocampais apoés 2, 4 e 8 semanas
de diabetes, associado com uma diminuicdo do cootel@ SNAP-25 e sintaxina-1 (outra
proteina do complexo SNARE) em ratos induzidos3¥ (GASPARet al., 2010b).

Ja Nitta e colaboradores (2002) mostraram uma &dugs niveis de sinaptofisina e
sintaxina no hipocampo, acompanhado por uma dig@ouno nimero de dendritos basais e
anormalidades na estrutura de espinhos dendriiiilzando a técnica de Golgi no cortex, bem
como uma reducdo nos niveis da proteina BDNF (fagorotrofico derivado do encéfalo) —
proteina essencial para a manutencdo das func@eenaes, incluindo fungdes sinapticas e
neurotransmissao — e do seu RNAm (&cido ribonumléio cértex e no hipocampo de ratos com
4 semanas de diabetes. Corroborando esses aclsiwthase colaboradores (2009) observaram
uma significativa diminuicdo na expressao de sofeggiha hipocampal em ratos com 4 meses de
diabetes, além de uma diminuicdo no numero de maimipré-sindpticos marcados com
sinaptofisina na regido dsgiratum oriens de CAl, sugerindo que o diabetes cause disfuncéo
sinaptica e degeneracao envolvendo neuritos paptstos.

Além disso, Chambers e colaboradores (2005) remmlaruma reducdo na
imunorreatividade de sinaptofisina no giro denteattp hipocampo de individuos com
esquizofrenia, quando comparado com individuosrola#, através da analise de tecjubst-
mortem, podendo haver uma associacdo entre alteracoesivess de sinaptofisina hipocampais

e o0 déficit cognitivo relacionado a esquizofrenia.
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Assim, mais estudos tornam-se necessarios paraicgddatdo dos efeitos agudos e
cronicos do diabetes sobre a expressdo de simgp#fno hipocampo, revelando possiveis
alteracfes de conexdao e plasticidade sinapticaopaolas pela hiperglicemia, bem como estudos
envolvendo a expressao de sinaptofisina no girdeddo do hipocampo, pouco estudada até o

momento.

1.4 Astrécitos

Astrocitos sdo as células gliais mais numerosasemt®falo (BEARet al., 2008).
Baseados em sua morfologia celular e localizac@bboamca sao divididos em dois subtipos:
astrocitos protoplasmaticos, que possuem numerpsaisngamentos curtos e ramificados,
predominantes na substancia cinzenta; e astrddit@sos, dotados de menos prolongamentos,
porém mais longos e menos ramificados, predomisange substancia branca. Além disso,
analises de microscopia eletrénica revelaram qupresessos dos astrécitos protoplasmaticos
envolvem sinapses, enquanto 0s processos dosi@striecrosos estdo em contato com nodulos
de Ranvier, e ambos os subtipos de astrocitos fazemsivos contatos com vasos sanguineos
(Figura 4) e se comunicam com outros astrocitosjyagdesgap (SOFRONIEW,; VINTERS,

2010).



17

Astrocito protoplasmatico

) Astrocito fibroso

Figura 4. Desenho esquematico mostrando os doipsabde astrécitos: protoplasmatico e
fibroso, ambos fazendo contato com vasos sanguiagasés dos pés-terminais (Junqueira;
Carneiro, 2004).

Os astrocitos sdo fundamentais para a manutersg&ordeostasia do SNC. Juntamente
com neurbnios e microvasos, formam as unidadesowasculares, que estdo envolvidas na
regulacdo do fluxo sanguineo cerebral, na manutedgédarreira hematoencefalica (BBB) e no
suporte metabdlico e neurotréfico aos neurdnios BABT et al., 2006; SOFRONIEW,;
VINTERS, 2010). Além disso, participam da sinapsepartite”, modulando a transmisséo
sinaptica e sendo indispensaveis para o controleodgosicdo idnica, molecular e do pH do
ambiente extracelular (ARAQUE& al., 1999; THEODOSI&t al., 2008).

Sabe-se que alteracdes astrocitarias podem aginfpdra 0 dano oxidativo associado ao
diabetes, uma vez que o0s astrocitos sdo componémEstantes no sistema de defesa
antioxidante encefalico, através da regulacdo deesdracdo de glutamato extracelular (ciclo

“glutamato-glutamina”) e da producdao de compostedioridantes, como a glutationa
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(COLEMAN et al., 2004; 2010; SIEGEIlet al., 2006). Ademais, participam da captacdo e
tamponamento de ions K+ extracelular através débbsrde Na+/K+ e canais presentes em suas
membranas capazes de concentrarem K+ no seu cisesmlo posteriormente dissipados para a
corrente sanguinea por uma ampla area da extemsaleeprocessos astrociticos (BEARal.,
2008; THEODOSISt al., 2008).

Outra funcdo dos astrocitos € captar a glicosevdess sanguineos e fornecer suporte
energético aos neurdnios, além de estoca-la naafaten glicogénio para a manutencdo da
atividade encefadlica durante episodios de hipogliae ou de alta atividade cerebral
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Entretanto, na hiperginia cronica, o excesso de glicose
causa danos celulares e microvasculares, prinogrmaérpelo acumulo de sorbitol intracelular,
caracterizado pelo aumento da atividade da viaotiolgm resposta a hiperglicemia, afetando o
metabolismo e a perfusdo cerebral (WESSELSI., 2008); tornando, assim, os astrécitos
também células alvo no DMT1, contribuindo para eae@alopatia associada a doenca
(COLEMAN et al., 2010).

Corroborando essa idéia, tem sido descrito naalitea a participacdo dos astrocitos
também em doencas neurodegenerativas como esclendigpla, epilepsia, doenca de
Huntingon, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinsamfeccbes e episodios
hipoxicos/isquémicos, principalmente envolvendoiteragdo de fatores pro-inflamatérios e
moléculas neuroativas pelas células astrociticakercdes na recaptacdo de neurotransmissores
(SETH; KOUL, 2008; SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Além disso, estudos tém mostrado a contribuicd® aktrocitos para o processo de
formacdo de memorias, modulando a plasticidadeonaunf THEODOSISet al., 2008). Em
algumas areas cerebrais como hipotalamo, hipocampbna, os astrécitos sintetizam e liberam

uma molécula neuroativa, o aminoacido D-serina, umportante intermediario da
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neurotransmissao glutamatérgica, servindo como asagonista de receptores do tipo NMDA
(N-metil-D-aspartato) (THEODOSI®t al., 2008; HENNEBERGERet al., 2010). Visto isso,
Henneberger e colaboradores (2010) demonstrarara §li®, o mecanismo eletrofisiolégico de
consolidacdo de memoria de longo prazo, que ageéstde receptores glutamatérgicos, depende
da liberagdo de D-serina dos astrocitos para suilgdedo e eficiéncia. Assim, os astrocitos sédo
elementos chave em todos 0s processos, fisioloégicgatoldgicos, que implicam receptores do
tipo NMDA, desde plasticidade sinaptica a excitatmbade (THEODOSI%t al., 2008).

A expressao da proteina acida fibrilar glial (GAlM tipo de filamento intermediério
presente em astrdcitos maduros, tem sido frequemnttenutilizada como um marcador para a
identificacdo das células astrocitarias em dife@®nprocessos patoldgicos pela técnica de
imunoistoquimica ou imunofluorescéncia (SOFRONIEWINTERS, 2010). Contudo, a
distribuicdo celular de GFAP nao é uniforme. A pioa € encontrada no corpo celular e nos
principais processos astrociticos, sendo ausesteamaificacbes mais distais, 0s quais carecem
de citoplasma e organelas intracelulares, includéesélamentos intermediarios (THEODOSHS
al., 2008).

Os astrocitos tornam-se reativos na presenca devento neuropatoldgico, no intuito de
proteger as células do SNC contra agentes infexxiescélulas inflamatorias (SOFRONIEW,
VINTERS, 2010), ou mediante o processo de neurbgidade - induzido por exercicio fisico ou
experiéncias de aprendizado, por exemplo - pamalaeg microambiente sinaptico em resposta
ao aumento da atividade neural (THEODOS&I@I., 2008; VIOLAet al., 2009; FERREIRAet
al., 2011).

A morfologia dos astrocitos e o grau de expresséprdteina GFAP variam conforme o
estado de reatividade celular, sendo esta propw@icéogravidade da lesdo ou infeccdo. Pode se

tratar de uma astrogliose reativa moderada inic@h) aumento na expressdo de GFAP, porém
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com pouca ou nenhuma proliferacdo de astrocitogjeouma astrogliose reativa difusa severa,
com pronunciado aumento na expressdo de GFAP, acdrago de hipertrofia do corpo e dos
processos celulares, e proliferacdo de astréotosperda dos seus dominios celulares; ou ainda
de uma astrogliose reativa severa com formacaoiadriz compacta, uma estreita e densa
“barreira” neuroprotetora de células astrocitaltasilizada principalmente nas bordas do tecido
comprometido (SOFRONIEW, VINTERS, 2010).

Assim, 0 aumento da expressao da proteina GFAP sEveuidadosamente analisado,
pois pode indicar eventos como proliferacdo debestrs, hipertrofia ou aumento do nimero e do
comprimento das ramificagbes dessas células, semmidizente com o estdgio de reatividade
astroglial (SOFRONIEW, VINTERS, 2010; MESTRINER al., 2011). Em contra-partida, a
diminuicdo da expressdo da proteina GFAP pode d@ndiisfuncdo ou perda de astrocitos,
reducdo da sua proliferacdo ou do numero e do éomapto de suas ramificacbes (COLEMAN
et al., 2004; SOFRONIEW, VINTERS, 2010).

Os estudos com modelos experimentais de diabptegaan haver uma reacdo precoce
das células astrocitarias em resposta aguda &ghgesnia (Lebedet al., 2008; REVSINet al.,
2009). Trés dias apos a inducdo do diabetes com ISe&d e colaboradores (2008) verificaram
uma reducdo no numero de células marcadas com @BAlpocampo desses animais, além de
células significativamente menores e menos arliazaquando comparados aos animais
controles. No entanto, no mesmo estudo, houve enersao disso aos 7 e 14 dias de diabetes,
com aumento no numero de células GFAP+, aléem dagasése tornaram maiores e mais
ramificadas, quando comparados aos animais costrole

Entretanto, a resposta cronica das células astras a hiperglicemia no hipocampo de
animais diabéticos parece ser inversa, sendo eawmta por uma diminuicdo da expresséo de

GFAP, uma reducdo do numero de astrocitos e nontaondos seus prolongamentos, e tem sido
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associada com o prejuizo na plasticidade sinapioas deéficits cognitivos relacionados a
progressdo do diabetes (COLEMAd al., 2004; SENNAet al., 2011). Nesse contexto, mais
estudos tornam-se necessarios para elucidar deseteicurto e longo prazo da hiperglicemia
sobre as ceélulas astrocitarias, bem como o seulvmemto no prejuizo de aprendizado e

memoria associado ao DMT1.

1.5 Microglia

Microglia sdo as células imunes/macrofagos resédedd SNC e possuem a funcao de
proteger o microambiente cerebral e medular deiygissdanos, além de estarem envolvidas no
processo de reparacdo e reorganizacdo de conexdgsnais durante o desenvolvimento
(AYOUB; SALM, 2003; SOULET; RIVEST, 2008JAPOLI; NEUMANN, 2009. Representam
aproximadamente 10 a 20% de todas as células,gl@ido encontradas em maior abundéancia na
substancia cinzenta do que na substancia branddLSO RIVEST, 2008).

Células microgliais possuem origem mesodérmicayaledo de progenitores mieldides
da linhagem monocitaria da medula 6ssea (SOULEVERT, 2008; KETTENMANNEet al.,
2011). Essas células penetram em todas as regid&N@G ainda durante o desenvolvimento
embrionario, até a completa formacédo da BBB, sseditnam através do parénquina cerebral e
adquirem uma morfologia ramificada, caracteristias células microgliais residentes (DAAS
al., 1994; KETTENMANNEet al., 2011).

Mondécitos e macréfagos presentes na medula 6sseaieculacdo sanguinea podem ser
recrutados para o SNC em condi¢des patologicad@arecerem suporte a microglia residente, e
em alguns casos até adquirirem um fendtipo miab@lADEBY et al., 2005). Em condicbes

normais, essas células mononucleares sdo haberetrar a BBB por meio de um processo
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chamado diapedese, atravessando diretamente ¢asittp das células endoteliais, sem ruptura
das juncdes de oclusdo. Ja nos processos inflaogatéom comprometimento da BBB, as
juncdes de oclusague unem as ceélulas endoteliais se abrem comdadsuda acéo de citocinas
e outros agentes, e, entdo, essas celulas podestigvem SNC tanto por via transcelular como
por via paracelular. Em eventos mais graves coenorta ou isquemia, também é possivel haver
a penetracao de neutréfilos do sangue pela BBB @BBet al., 2010).

Recentes estudos indicam que mesmo em condigOesaispras células da microglia
possuem capacidade plastica, apresentando althdaxidi em seus processos, pelos quais torna-
se possivel examinar todo o seu dominio territo®IAPOLI; NEUMANN, 2009
KETTENMANN et al., 2011).

As células microgliais podem ser classificadas & tipos de acordo com seu estado de
ativacdo, adquirindo morfologia caracteristica: rotitia de repouso ou ramificada, apresenta
corpo celular oval com processos longos e finodetmlo delicadas ramificacdes se projetando
radialmente ao soma; microglia ativada ou hipadapfapresenta corpo celular aumentado e mais
escuro com processos menores, mais espessos e maemésados; e microglia reativa ou
ameboide, possui corpo celular aumentado e densanmearcado, com nenhum ou poucos

processos com aspecto de filopddios (Figura 5) (ABOSALM, 2003).

20 um

Figura 5. Imagens digitalizadas mostrando as diteseformas de microglia marcadas com
Isolectina—B4: (A) microglia de repouso ou ramifiaa (B) microglia ativada ou hipertréfica e
(C) microglia reativa ou ameboide (Adaptado de AABDSALM, 2003).
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A identificacdo de células microgliais e a aval@aci®e sua morfologia podem ser feitas
em fatias de tecido de encéfalo de humanos e aiomaem culturas celulares pela marcacéo
especifica de uma variedade de moléculas de scipsrtiu moléculas intracelulares presentes no
citosol dessas células (KETTENMAN# al., 2011). Anticorpos contra Iba-1ofized calcium
binding adapter molecule-1), uma proteina envolvida na homeostasia do célein,se mostrado
muito Gtil na visualizacdo de microglia com detalleato de seus processos, sendo que a sua
expressao aumenta com a ativacao microfi@ULET; RIVEST, 2008; KETTENMANNt al.,
2011).

Em encéfalos de mamiferos adultos normais, a maaidais células microgliais sdo
ramificadas; porém, apos qualquer deteccao dessileaiesdo ou disfuncdo no sistema nervoso,
elas se tornam progressivamente ativadas, alterandomorfologia e adquirindo fenétipo
fagocitico (AYOUB; SALM, 2003; LADEBYet al., 2005).

A microglia esta envolvida em traumas e acidentesculares cerebrais agudos, bem
como em doencas inflamatérias e doencas crénicgendeativas KIM; VELLIS, 2005;
LADEBY et al., 2005; NAPOLI; NEUMANN, 2009. Essas células microgliais, quando
ativadas, migram para o sitio da leséo, prolifemifiagocitam células e compostos estranhos
(KETTENMANN et al., 2011). Além disso, através da sintese e liberad@& moléculas
sinalizadoras e troficas, sdo capazes de agir a@hutas apresentadoras de antigeno e possuem
propriedade imunorreguladora, interagindo com asutcglulas da glia, principalmente os
astrocitos, com neur6nios e com outras célulasstiensa imune (STREI& al., 1999).

Apoés a detecgdo de patdgenos invasores, sinagsde bu disfungédo neuronal, as células
microgliais ativadas produzem mediadores pré-infigmos como NO, interferop-(IFN-y),
TNF-0 e uma variedade de interleucinas (I-1L-6, IL-8, IL-12 e IL-15), ou também

mediadores anti-inflamatorios, como IL-10 (LADEB& al., 2005; NAPOLI; NEUMANN,
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2009;KIM et al., 2005 e 2010). Os astrocitos parecem ser impgedaeguladores e atenuantes
das respostas inflamatérias agudas microgliais, wemague sdo capazes de reduzir a expressao
da enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iINOSJeelL-12 pelas células microgliais, além de
liberarem fatores solUveis capazes de induzir aessfo de enzimas antioxidantes pela microglia
(KIM et al., 2010).

Além disso, estudos tém mostrado que a ativag@aélulas microgliais e a consequente
producdo desses mediadores inflamatorios com patenneurotoxicos, como as espécies
reativas de oxigénio e as citocinas pro-inflamagjri especialmente a 13,1 afetam a
neurogénese hipocampal, envolvida no declinio ¢wgnie nas fungbes de aprendizado e
memoria relacionados com o envelhecimento e contaseneuropatologias, incluindo a
encefalopatia diabética (GEMM& al., 2010; BEAUQUISet al., 2011; PIAZZAet al., 2011).

Estudos apontam que as alteracdes microvascutdaesonadas ao diabetes podem levar
a um comprometimento da BBB — com aumento da pdrlidsade causada por uma diminui¢ao
nos niveis das proteinas constituintes das jurd@eslusdo — do acoplamento neurovascular, e a
processos inflamatoérios, contribuindo para a digdon neuronal e para as complicacbes
cognitivas associadas a doenca (MOGI; HORIUCHI1Z2@ERLINet al., 2011).

Atualmente, na literatura, ha poucos estudos peitesde um possivel envolvimento
direto da microglia na patogénese do diabétesentee colaboradores (2010) mostraram uma
maior ativacdo das células microgliais localizadasedor e dentro das pladgasamildides no
hipocampo de pacientes diabéticos com doenca desisier, acompanhada por maiores niveis
de AGEs, aumento de células positivas para profBawae no niumero de placfsamildides,
guando comparado a pacientes somente com a doengklteimer em anélisgmost-mortem.
Havendo uma maior liberagcdo de mediadores potemerde neurotoxicos pela microglia, isso

pode estar possivelmente associado com um sinergpolégico entre as duas doencas
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(VALENTE et al., 2011). No entanto, a literatura carece de maidosl com relagdo a

contribuicdo da ativacdo microglial na encefalapdtabética.

1.6 Enriguecimento Ambiental

O “enriquecimento ambiental” (EA) € um modelo expental de condicdo de moradia
gue consiste em uma associacdo de exercicio fisiteracdo social e estimulos sensoriais,
motores e cognitivos (Figura 6) (LEGGHEDal., 2005; NITHIANANTHARAJAH et al., 2006).
Tais estimulos podem causar modificacbes compori@ise e morfofuncionais neurais,
estimulando mecanismos de plasticidade dependeete=xperiéncia, tais como: aumentar as
sinapses, a arborizacdo dendritica, a densidadespi@mhos dendriticos no hipocampo e a
neurogénese hipocampal, melhorando o desempenhanidosis em testes de aprendizado e
memoria (NITHIANANTHARAJAH et al., 2004; LEGGIOet al., 2005; BEAUQUISet al.,

2010; DENGet al., 2010; PIAZZAet al., 2011).
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Figura 6. Enriguecimento ambiental e seus possifeitos de estimulacdo sensorial, visual,
cognitiva e motora em diferentes areas do encéfalooedores (NITHIANANTHARAJAHet
al., 2006).
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Para tanto, os animais sdo mantidos em caixas iolag@randes com diversos objetos,
tais como: bolas, rampas, escadas, tuneis, cubmdas que estdo a disposicdo dos animais por
um periodo variavel de tempo (KEMPERMAN®al., 2008; PEREIRAet al., 2008; VIOLA et
al., 2009; BEAUQUISet al., 2010; PIAZZAet al., 2011). Uma variedade de condi¢gfes tem sido
utilizada, mas o principal € que o ambiente fornepa série de oportunidades de estimulagéo
visual, somatosensorial, motora e olfatoria (NITNMNTHARAJAH et al., 2006); outro ponto
chave é que proporcione novidade ambiental, atraésntroducdo de objetos novos com
texturas diferentes ao EA e da mudanca dos objtgsosicdo, com a finalidade de promover
estimulacéo adicional de memdéria espacial (PERERA, 2008; VIOLAEet al., 2009; PIAZZA
etal., 2011).

Estudos tém mostrado que o EA estimula a neurogémes GD do hipocampo
(KEMPERMANN et al., 1997; BRUEL-JUNGERMANEet al., 2005; BEAUQUISet al., 2010),
uma vez que aumenta a expressao de fatores den@est e neurotrofinas, como fator BDNF,
fator de crescimento vascular endotelial (VEGRprfae crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2)
e IGF-1 em roedores, bem como estimula vias sar@agicas do nucleo dorsal e medial da Rafe
para o hipocampo (GROTB4ANNAN, 2007). Além disso, mecanismos envolvendo o
recrutamento de células T e a ativacédo de céluiamghiais no GD do hipocampo mediada por
citocinas associadas com imunidade inata, que samjprotetoras, parecem contribuir para o
aumento da neurogénese e para a melhora da hdbilitaaprendizado e memoria espacial em
condicOes de EA (ZI\¢ al., 2006).

Ademais, o EA tem revelado possuir efeito protetoterapéutico (ansiolitico) contra
eventos estressores do tipo psicogénico e neumé@tenuando respostas enddcrinas mediadas
pelo eixo HPA (FOXet al., 2006), bem como causar efeitos plasticos nochippo, aumentando

os niveis de sinaptofisina (FRICK; FERNANDEZ, 200BTHIANANTHARAJAH et al., 2004;
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LAMBERT et al., 2005) e induzindo alteracdes morfologicas ndsdeitos (VIOLA et al.,
2009).

Estudos vém utilizando o EA como terapia ndo faoitagca para varias desordens
cerebrais como doenca de Parkinson, Alzheimer, ikighon, epilepsia, sindrome de Down,
(NITHIANANTHARAJAH et al., 2006) hipdxia-isquemia neonatal (PEREIR®Aal., 2008) e
também na encefalopatia diabética (BEAUQUWHSal., 2010; PIAZZA et al., 2011). E a
demonstragcdo de que o EA € capaz de prevenir agaato inicio e a progressdo de algumas
dessas patologias e de suas complicacbes enfagizenportancia de um melhor entendimento
sobre a contribuicdo e interacdo dos fatores gmset ambientais na patogénese de desordens

do SNC, inclusive no diabetes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do enriquecimento ambientdbreoos efeitos causados pelo diabetes
no giro denteado do hipocampo através de paranmemomnais, fisiologicos e morfoldégicos em

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar a funcionalidade da memoria espadgbendente de hipocampo entre
animais diabéticos expostos ou ndo ao enriquecama@mbiental atravées do “teste de

reconhecimento de objeto reposicionado”.
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2.2.2 Avaliar a locomocéo dos animais dos difeiegtepos durante o teste de memoaria.

2.2.3 Quantificar os niveis de corticosterona sépor radioimunoensaio nos animais
diabéticos expostos ou ndo a enriqguecimento anabient

2.2.4 Avaliar a imunorreatividade da proteina sioigina no hipocampo dos animais dos
diferentes grupos pela técnica de imunoistoquimésaciada a densitometria optica.

2.2.5 Avaliar a densidade numérica e a ativacacaduécitos marcados com GFAP pela
técnica de imunofluorescéncia no giro denteadoipg@chmpo dos animais dos diferentes grupos.

2.2.6 Avaliar a densidade numérica e a ativacdocdhsas microgliais marcadas com

Iba-1 pela técnica de imunofluorescéncia no girateldo do hipocampo dos animais dos

diferentes grupos.
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3. METODOS E RESULTADOS

3.1 Artigo: Enriched environment induces beneficial effects ormemory deficits and
hippocampus cellular plasticity in type 1 diabeticrats. Francele Valente Piazza, Ethiane
Segabinazi, Ligia Aline Centenaro, Patricia Sew#woNascimento, Matilde Achaval, Simone

Marcuzzo.

Artigo submetido a Neurobiology of Disease.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (TLDM) has been associaftinl long-term complications in central
nervous system, besides peripheral common advé#esgse causing neurocognitive dysfunction
in the brain. On the other hand, enriched enviraitn(EE) induces mechanisms of experience-
dependent plasticity especially in hippocampus, roving the performance of animals in
learning and memory tasks. Thus, our objective twasmvestigate the influence of the EE on
memory deficits, locomotion, corticosterone levelmaptophysin protein immunoreactivity, and
density and activation of astrocytes and microglithe hippocampal dentate gyrus (DG) of type
1 diabetic rats. For this, male Wistar rats, 21sdalgl, were exposed to the EE or maintained in
standard housing (controls, C) for 3 months. Atlédwd, C and EE animals were randomly
divided and half of them induced to diabetes bgmtzotocin, being maintained the respective
environmental conditions for each animal groupgpdcampus-dependent spatial memory was
evaluated in all groups in the novel object-placermecognition task, on £iday after diabetes
induction, as well as the general locomotion in thgen field at the same test. Serum
corticosterone levels were measured in the endeoékperiment, contents of synaptophysin was
evaluated by immunohistochemistry, and density activation of both astrocytes and microglia
by immunofluorescence in the hilus of the DG ingapampus. Our results showed that EE was
able to prevent or delay the development of mendeficits caused by diabetes in rats, however
did not revert the motor impairment observed inugraliabetic. There was no significant
difference in synaptophysin immunoreactivity amahg groups. Furthermore, although the EE
did not modify the density and activation of asytes in diabetic animals, it attenuated the
injurious effect of hyperglycemia over microgliataation, as well as decreased the serum level

of corticosterone in diabetic adult rats. Thus, tBE has helped to ameliorate cognitive
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comorbidities associated with TLDM, possibly byueidg the hyperactivity of HPA axis and the

microglial activation in diabetic animals.

Keywords: Diabetic encephalopathy, Enriched environment,ppdcampus, Memory,

Corticosterone, Synaptophysin, Astrocytes, Micrginmunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is an autoimmursedse that results in the permanent
destruction of pancreatigcells, with consequent insulin deficiency and hghgemia (Gispen
and Biessels, 2000; Revsin et al., 2009). T1DMb®es associated with long-term complications
in peripheral nervous system (PNS), affecting ekekeys, heart, blood vessels and nerves, and
also in central nervous system (CNS), causing ttralcchanges in the brain and neurocognitive
dysfunction such as impairments in psychomotordsskdttention, information processing speed
and learning and memory in humans and animal madedssease (Brands et al., 2005; Wessels
et al., 2008; Do Nascimento et al. 2011; Piazzaalet 2011). The development of these
complications is dependent on the duration of dedeand the quality of metabolic control
(Gispen and Biessels, 2000).

Although the mechanisms underpining the diabeticephalopathy are not completely
elucidated, it seems to be result of cellular, rol@r and microvascular alterations induced by
chronic hyperglycemia, leading to a decrease ofelmat blood flow and metabolism,
contributing to the disease-related cognitive digas (Gispen and Biessels, 2000; Wessels et
al., 2008). The increased flux through the polyathwvay, with intracellular sorbitol
accumulation, and the increase production of ad@nglycosylation end products (AGES)
precursors secondary to hyperglycemia have beewrsho play an important role in the
pathogenesis of brain complications (Brownlee, 2208ima, 2010). Moreover, studies with
diabetic rats have shown neuronal apoptosis, deedeaf both dendritic complexity and
neurogenesis and vascular area reduction in theatergyrus (DG) of the hippocampus
(Beauquis et al., 2010), as well as synaptic migtdeficits like alterations in the content okth

presynaptic marker synaptophysin (Nitta et al. 2@Bgllo et al., 2005; Sima et al., 2009) and
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long-term potentiation (LTP) impairment in the hggampus (Kamal et al., 1999; Biessels,
1996). Furthermore, these brain changes are pgssilited with higher glucocorticoid levels on
diabetes disease (Stranahan et al., 2008; Revaln 2009). Astrocytic and microglial activation
in the hippocampus have also been reported tomvied in cognitive function decline, since
these cells have a critical role in neuronal atti¢Gtreit et al., 1999; Gemma et al., 2010; Senna
et al., 2011). Changes in astrocyte function maytrdaute to oxidative damage associated with
diabetes (Bhardwaj et al., 1998; Coleman et all,020while microglia to production of pro-
inflammatory cytokines and decrease of neurogen@sim et al., 2005; Ladeby et al., 2005;
Gemma et al., 2010).

Enriched environment (EE) refers to an experimentablel of housing condition that
consists of a combination of social interaction,tenaand sensory stimulation, improving the
performance of animals in learning and memory tgBkthianantharajah et al., 2006; Leggio et
al., 2005; Piazza et al., 2011). Several studie® lshown that EE can induce mechanisms of
experience-dependent plasticity such as increaggmdampal neurogenesis, synapses, spine
density, dendritic branching and synaptophysin ggnptas well as promotes morphological
changes in astrocytes in the hippocampus (Nithidraaajah et al., 2004; Bruel-Jungerman et al.,
2005; Leggio et al., 2005; Viola et al., 2009; Bgais et al., 2010). EE can also increase growth
factor and neurotrophins levels, recruit T cellsl active microglia in the hipocamppus (Ziv et
al.,, 2006; Grote and Hannan, 2007), besides attiewgusendocrine responses via the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis evokedsbessor factors (Fox et al., 2006).

Therefore, the aim of the present study was tostigate the influence of the enriched
environment on memory deficits and motor activdgrticosterone levels, synaptophysin protein
immunoreactivity, density and activation of bothrasytes and microglia in the hippocampal

dentate gyrus in rats submitted to a model of TLDM.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and differential caging conditions

Male Wistar rats, 21 days old, from our local biegdcolony (ICBS, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brazil) were assidoadio experimental groups: (1) control (C),
two rats housed in standard housing (Plexigas cagdsx 34 x 16 cm), and (2) submitted to an
enriched environment (EE; 7 animals to cage), botl8 months. The EE protocols employed
consisted of a large home cage (56 x 56 x 56 crtt) @idifferent floors connected by ramps,
which contained various objects with different teet like toys, tunnels, running wheels, pots,
cubes and balls. Objects in the EE were reset air fhositions every day, and, in order to
stimulate motor, sensory and cognitive functiohs, positions were completely rearranged and a
new different object were exchanged once a weethiiantharajah et al., 2006; Piazza et al.,
2011). Cages of both groups were cleaned twice ekw&nimals were maintained with free
access to food and water, at a temperature aro@hdC2in a 12 h light:dark cycle. All the
procedures for the care and handling of animalewiercompliance with current international
laws and policies (NIH Guide for the Care and Uskaboratory Animals, NIH Publication No.
85-23, 1985, revised 1996) and with the Brazilisawk for animal care and ethical use of
animals. The study was approved by Hibical Committee frordFRGS (2010/18434) andll

efforts were made to minimize animal suffering aeduce the number of animals needed.

Experimental groups

In the beginning of the experiment, with 21 dayd, dhe rats were exposed to the

enriched environment (EE) or maintained in standardsing (C). At adulthood (66 days old),



36

control and EE animals were randomly divided andl dfathem induced to diabetes. Following
this, rats were assigned to each group as follgdsnon-diabetic rats previously exposed to
standard housing (NDC); (2) diabetic rats previp@siposed to standard housing (DC); (3) non-
diabetic rats previously exposed to an enrichedrenment (NDEE); (4) diabetic rats previously
exposed to enriched environment (DEE). The resgeanvironmental conditions (EE or C)
were maintained for each group of rats until thel @i the experiment. For analyses of
hippocampal spatial memory and motor activity wesed 7-8 animals per group, and for
corticosterone levels, 5-6 animals per group. Fommunohistochemistry and

immunofluorescence studies, 5-6 animals per groenewandomly selected.

Diabetes induction

Type 1 diabetes was induced by a single intravengastion of streptozotocin (STZ, 50
mg/Kg/mL; Sigma Chemicals Co., USA) dissolved itrate buffer (pH 4,3) in the DC and DEE
groups. Non-diabetic rats (NDC; NDEE groups) wefedted only with citrate buffer (1 mL/Kg,
i.v.). Before diabetes induction, the animals weregighed and fasted for 6 h. Diabetes was
confirmed by using test strips (Performa, RS¢himdianapolis, IN, USA) to evaluate blood
collected from the tail vein 48 h and 42 days after STZ injection, following a 6 h morning
fasting. Diabetes was defined as a fasting glycer8@0 mg/dL (Rhoden, 2006; Do Nascimento
et al., 2011), and this occurred in all animaldimeline of the experimental design is presented

in Figure 1.

Novel Object-Placement Recognition Task (NOPR)
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A Novel Object-Placement Recognition Task was usedvaluate hippocampal spatial
memory function, which was assessed in the opdoh digparatus (41 x 41 x 41 cim)which the
floor was divided into 9 squares, on"sday after diabetes inductioBach animal received one
sample trial and a test tridh the sample trialanimals were placeidto in the center of the open
field containing twoidentical plastidottles placedne in the northwest zone and another in the
southwest zone. After 5 min of exploration, ratgeveeturned to its home cages for 50 min. For
the consecutive test trial, the southwest object maved to the east zone, in order to analyze the
exploration of the relocated objeeind were allowed to the animals explore for morai the
objects. After each trial, the apparatus and objeare thoroughly cleaned with a 70% ethanol
solution. The exploration of the two objects wdséd with a video camera (DCR-SR40ny,
Japan) and thewas calculated for the sample and test trials,etk@orations parameter were
defined before. The percentage of preference fploexg the relocated object was quantified as
follows: Exploration time of relocated object / Swinexploration of both objects X 100 (Revsin
et al., 2009; Piazza et al., 2011).

In the same test, the general locomotion was eteddua the sample and test trial$1e
number of crossings from one square to anothercaasted(Do Nascimento et al., 2011; Piazza
et al.,, 2011; Senna et al., 2011). One day befwertemory and motor tasks, the animals were
habituated to the same open field for 3 min, howevighout the objects (Piazza et al., 2011;

Senna et al., 2011).

Serum corticosterone assay

The blood samples were obtained individually by qturing the animal's orbital plexus

before transcardiac perfusion, collected in tulkept on ice and centrifuged for 15 min at 3000
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rom at 4°C. Serum samples were transferred to debes and stored frozen at -20°C until
measurement. Serum corticosterone levels were rdigigied by the MP Biomedicals Radio

Immuno Assay (RIA) kit (ICN, Biomedicals Inc., CARhoden, 2006; Revsin et al., 2009).

Histological procedures

Forty-five days after the diabetes induction, atsmaere deeply anesthetized with
ketamine (90 mg/Kg i.p.) and xylazine (10 mg/Kg.i.Heparin (1000 IU; CristalieBrazil) was
injected into the left cardiac ventricle, and thenaals were transcardiallyerfused through the
left ventricle using a peristaltic pump (Milan, Bila 30 mL/min) with 300 mL of 0.9% saline
solution, followed by 300 mL of a fixative soluti@® paraformaldehyde (Synth, Brazil) diluted
in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). The bramwere dissected, post-fixed in the same
fixative solution at room temperature for 4h angloprotected by immersion in 15% and 30%
sucrose solution (Synth, Brazil) in PB at 4°C unitiey sank. Then, the brains were quickly
frozen in isopentane (Merck, Germany) cooled imitignitrogen and kept in a freezer (=70 °C)
for further analyses.

Coronal sections (40m thick) of the dorsal hippocampus were obtainedgia cryostat
(CM1850, Leica, Germany) at —20 “@hd serially collected on gelatin coated sliddss Brea
corresponded to a distance of approximately 2.30.5@ mm posterior to the bregma (Paxinos
and Watson, 1982). Every sixth section (240 apart) was processed for each immunostaining

(described below) (Malberg et al., 2000; Veend.e2809).

Synaptophysin Immunohistochemistry (IHC)
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Sections were fixated in ice cold acetone (10 nainyoom temperature, followed by
washing in ice cold phosphate buffer saline (PBE)),7.4. The tissues were washed in PBS and
pre-incubated with 1% bovine serum albumin (BSAgng Aldrich, USA) in PBS, containing
0.1% Triton X-100 (PBS-Tx), during 30 min. Thenjgdes were incubated with monoclonal
mouse anti-SYP (synaptophysin) antibody to detkahges in presynaptic vesicles, an indicator
of synaptic plasticity (1:200; Sigma Aldrich, USA) 4 °C, for 48 h. Sections were washed in
PBS and the endogen peroxidase was inactivated 3%ihhydrogen peroxide (Synth, Brazil)
dissolved in PBS during 30 min. After washing in3?Bx, sections were incubated with the
secondary antibody rabbit anti-mouse IgG conjugatétl peroxidase (1:500, Sigma Aldrich,
USA) at room temperature for 2 h. The immunohisémeital reaction was revealed using a
solution of 0.06% 3,3-diaminobenzidine (DAB; Sigmddrich, USA) and 10% hydrogen
peroxide for 5 min. Finally, the sections were etsn PBS, dehydrated in ethanol, cleared with
xylene and covered with synthetic canada balsarerf@tal Reaction, Brazil) and coverslips.

Negative control was prepared omitting the primanyibody and replacing it witPBS.

In order to minimize differences in the stainingldrackground, alhistological procedures were

performed at the same time and using the same aotu(Xavier et al., 2005; Viola et &2009)

SYP optical densitometry

Images of SYP immunoreactivity indiaminobenzidine-stained brain sectiomss
evaluated by means of regional semi-quantitativiecalpdensitometry (OD) (Viola et aR009
Xavier et al. 2005). Images from DG of the dorsgpbcampus were taken using an Optiphot-2
microscope (200x, Nikon, Japan) coupled to a CM@%ara (518CU, Micrometrics, USA) and

Image Pro Plus Software 6.0 (Media Cybernetics, WSAIl lighting conditions and
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magnifications were held constant. From each anidf@limages were analyzedl $ections per
animal, both left and right sidgs$ animals per groug-or analysisvere converted to an 8-bit
gray scale (0-255 gray leveldicture elements (pixels) employed to measure ajptensity
were obtained from 3 squares measuring 1i53 each one (area of interest, AOI), overlaid in
the hilus of the DG of the hippocampus (Ferredtaal. 2011) Background correction was
performed according to Xavier and col2005. The following formula was used for OD:
OD(x,y)= - log[(INT(x,y) — BL)] / (INC — BL) Where “OD” is the optical density; “INT (X,y)”
or intensity is the intensity at pixel (x,y), “BLSr black is the intensity generated when no light

goes through the material and “INC” is the intensit the incidental light.

Iba-1 and GFAP Immunofluorescence (IF)s

In the remaining sections, fixation was done aldgthwce cold acetone and antigen
retrieval was performed by heating sections in OMIsodium citrate buffer (pH 6.0) in a
thermostatic bath at 92 °C for 20 minutes. Theisestwere washed in PBS and tissue block
with BSA were followed as described above. Sectiovese incubated with the primary
monoclonal rabbit anti-lba-1 (ionized calcium bimgliadapter molecule 1) antibody to detect
microglial cells (1:500; Wako Chemicals, USA) orymbonal rabbit anti-GFAP (glial fibrillary
acid protein) antibody to detect astrocytes (1:10D&ko, UK) at 4 °C, ford8 h.Sections were
washed in PBS-Tx and incubated with secondary adyitanti-rabbit Alexa Fluor 555 (1:500,
Molecular Probes, Invitrogen, USA) at room tempamatfor 1 h. Then, sections were washed in
PBS and the slides coveradth aqueous mounting medium (FluorSave, Calbioch®@srmany)

and coverslips. Primary antibody was omitted inatie#g controls.
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GFAP+ astrocytes and Iba-1+ microglia quantificatio

A confocal microscope (Olympus FV1000) was usedvisualize the fluorescent
immunostaing (excitation wavelength of 555 nm) loé sections. Images from the DG of the
hippocampus (400x) were acquired by z-axis analysia series of stacks (GFAP, x and v:
317.33um, z: 1.38um each; Iba-1, x and y: 317.3&, z: 1.42um each).

Numerical densitypf GFAP+ astrocytes artda-1+microglia in the hilus of th®G was
estimated usingmage Pro Plus Software 6.Bor this, an AOI square of 24260.36n° was
overlaid in the region of interest and the cédisated inside this square or intersected by their
upper and/or right edges were count@tl.obvious unspecific dyes and not clearly ideatile
astrocytes or microglia were excluded from analy&iem each animal, 10 images were analyzed
(5 sections per animal, both left and right s)d&s6 animals per groupV(ola et al, 2009
Ferreiraet al. 2011 Mestrineret al., 2011).

GFAP+ astrocytes and lba-1+ microglia density (nemif cells/mm) was determined
per image according to the stereological proceguegiously described (Mestriner et al., 2011):
AD = (CELn / VOI), where: AD: density of GFAP+ astiytes or Iba-1+microglig CELn: mean
of cells (astrocytes or microglia) counted in tmerested volume; VOI: interested volume
(obtained from AOI area X z-thickness stack X numifestacks).

In addition to density, the total area occupied dmyna and astrocytic or microglial
processes was determined to reveal a possibldaredictivation. All images (the same 10 images
from each animal, with an area of 9088967 each one containing the region of interest) were
turned into binary (black and white) and a sindleeshold value was established for each
staining, one for the GFAP+ astrocytes and anotberthe Iba-1+ microglia. Then, each

threshold was kept constant for all animal groupd was used to measure the total percentage
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area (%) occupied by soma and astrocytic or miabgkocesses according to the procedure

previously described (Centenaro et al., 2011).

Statistical analysis

The data were analyzed using two-way analysis ofanee (ANOVA) with enriched
environment and diabetes as independent variableen there were statistically significant F
values (p<0.05), the Student-Newman-Keptst hoc test was used.Statistica 6.0 software
package (StatSoft, Inc., USMas used for the statistical analysil data are represented by the

mean = standard error of mean (SEM).

RESULTS

Serum corticosterone levels

To characterize the basal activity of the HPA gsyst@ the different groups, blood
samples were taken for hormone concentration measnt at the end of the experiment. Two-
way ANOVA showed significant main effects of thealketes x EE interaction (F(1,19)=7.02;
p<0.05) and EE factor (F(1,19)=4.58; p<0.05) ower serum corticosterone levels. The Student—
Newman—Keuls post hoc test revealesignificant increase in th&erum level of corticosterone
in the DC group (783.36£65.98 ng/mL) when comparted the other groups (NDC:
532.514+67.25; NDEE: 563.91+29.33; DEE: 488.51+7hgimL; p<0.05), showing a beneficial

effect of the EE in reducing corticosterone leveldiabetic group.

Spatial memory (NOPR) and locomotion analysis
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The results showed that diabetic rats present merdeficit in the Novel Object-
Placement Recognition Task and that enriched emwiemt prevents/attenuates this deficit. Two-
way ANOVA revealed significant main effects of ttabetes x EE interaction (F(1,26) = 7.50;
p=0.01) and EE factor (F(1,26) = 10.02; p<0.01)tHa sample trial, the time percentages for
exploration of both objects were similar in all thegroups (NDC: 52.44+5.85; DC: 47.58+7.76;
NDEE: 51.1945.63; DEE: 41.35+9.00%; p > 0.05, espesl as percentage of preference for the
object that was relocated in the test trial, n=Fe8 group). In the test trial, however, Student—
Newman—Keuls post hoc test revealed a significastehse in the percentage of preference for
exploring the relocated object in the DC group wkkempared to the other groups (p < 0.05)
(Fig. 2. The EE caused a beneficial effect in the spati@mory because the DEE group spent
more time exploring the relocated object, compaoeitie DC group.

Analyzing the locomotion in the different groupsaiotway ANOVA showed significant
main effect of the diabetes factor in the samphd {F(1,26) = 21.63; p<0.001) and in the test
trial (F(1,26) = 65.76; p<0.001). Rates of locorantwere lower in the diabetic groups when
compared to non-diabetic groups in the sample esidtials. Although locomotion was lower in
the diabetic rats, EE did not alter this paramdtarthermore, in the test trial Student—-Newman—
Keuls post hoc test showed that the NDEE groupéhgdeater rate of locomotion in the open

field than NDC group. Results are shown in Table 1.

SYPimmunoreactivity

ANOVA applied to the densitometric measurementsS§¥P immunoreactivity in the
hilus of the DG of the hippocampus revealed no i@t differences among the groups

(p>0.05). Results and images from the groups aresltin Fig. 3.
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Quantification of GFAP+ astrocytes and Iba-1+ micrglia

Analysis of GFAP+ astrocytes density in the hildsttee DG showed significant main
effects of the diabetes x EE interaction (F(1,2(.63; p<0.01) and EE factor (F(1,20) = 6.63,;
p<0.05). The Student—Newman—Keuls post hoc tegtated a significant decrease in the density
of astrocytes in the DC, NDEE and DEE groups whempared to the NDC group (p<0.01)
(Fig. 4b). In addition, ANOVA applied to the quditation of the total percentage area (%)
occupied by soma and astrocytic processes reveaalsignificant differences among the groups
(p>0.05) (Fig. 4c).

Moreover, analysis of Iba-1+ microglia densitythe hilus of the DG showed significant
main effect of the diabetes factor (F(1,18) = 38.6%0.001) and EE factor (F(1,18) = 4.55;
p<0.05). The Student—Newman—Keuls post hoc tesated a significant decrease in the density
of microglia in the diabetic groups (DC and DEE)nem compared to non-diabetic groups
(NDEE and NDC) (p<0.01), besides a reduction inNIREEE compared to NDC group (p<0.05)
(Fig. 5b). In addition, ANOVA applied to the quditation of the total percentage area (%)
occupied by soma and microglial processes showguwifisant effect of the diabetes x EE
interaction (F(1,18) = 15.37; p=0.001). The Studbl@wman—Keuls post hoc test revealed an
increase in the % of area occupied by microglithen DC and NDEE groups, compared to the
NDC group (p<0.05) (Fig. 5¢). The EE caused a beiagéfeffect decreasing the microglial
activation in the DEE group, similar to the NDC gpo when compared to the group DC

(p<0.05).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS
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In the present study, we showed that enriched enrient prevented memory deficit in
diabetic rats, which was accompanied by decreasbeirserum level of corticosterone and by
attenuation of the microglial activation in the tea gyrus of hippocampus.

Enriched environment has been shown to produceraedveneficial effects in the brain.

In fact, EE improve the recovery from neurologidaimage, such as those caused by global or
focal ischemia, traumatic brain injuries, neonatabxia, and neurological and neurodegenerative
diseases, by enhancing, preventing or attenuatmmand cognitive impairments (Will et al.,
2004; Nithianantharajah et al., 2006; Pereira.e2808).

Ours findings in the NOPR task, designed to evellappocampus-dependent spatial
memory, confirm the results of other previous stadiRevsin et al., 2009; Piazza et al., 2011,
Senna et al., 2011) that also showed that diabetitrol animals spend less time exploring the
relocated object, indicating that TLDM cause spatiemory deficit. Additionally, we observed a
positive effect of EE preventing/attenuating tmsgpairment caused by diabetes, as shown by
higher performance of diabetic rats reared in tke(BEE group) than DC group in the NOPR
task. Similar effect has also been demonstrateghlygical exercise (Senna et al., 2011) and by
administration of the glucocorticoid receptor amtaigt mifepristone (Revsin et al., 2009).

Hyperglycemia associated to diabetes induces aonalideath by increase oxidative
stress (Tuzcu et al., 2006), as well as by caussdaction in neurogenesis in the DG of the
hippocampus (Beauquis et al., 2010), and synafdstipity and LTP impairments (Kamal et al.,
1999; Biessels, 1996; Grillo et al., 2005; Simalet 2009). In contrast, the EE improves these
mechanisms of plasticity in the hippocampus (Nitai@tharajah et al., 2004; Bruel-Jungerman et
al., 2005; Leggio et al., 2005; Beauquis et al1®0in addition to increase growth factor and
neurotrophins levels, as brain-derived neurotropaotor (BDNF), vascular endothelial growth

factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF-2) andsulin-like growth factor 1 (IGF-1) (Grote
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and Hannan, 2007; Beauquis et al., 2010). Thesmpeiector mechanisms induced by EE may
partly explain the enhancement in spatial memouyndbin the diabetic animals.

Furthermore, studies have reported that poorlyrotiatl diabetes display hyperactivity of
the HPA axis, leading to elevated circulating adteglucocorticoids levels in humans and in
rodents with experimental diabetes, and may cantibto cognitive deficits induced by
hyperglycemia (Desrocher et al., 2004; Messier,520tranahan et al., 2008; Revsin et al.,
2009). Here we observed a significant increastermserum level of corticosterone in the diabetic
group when compared to all others, indicating theAHaxis hyperactivity. Moreover, EE
attenuated this parameter in diabetic rats, sineeserum corticosterone level was similar to the
control group. Possibly, the serum corticosteroeduction can have contributed to higher
performance of DEE group than DC group in the NQ&$k, effect similar to that previously
demonstrated by administration of the glucocorticoeceptor antagonist and the cognitive
normalization in diabetic mice (Revsin et al., 2D0hese results are also in according to others
that showed a decrease in the endocrine respoizses¥A axis induced by stress and a cognitive
improvement in behavioral test in animals exposedEE (Morley-Fletcher et al., 2003;
Benaroya-Milshtein et al., 2004; Laviola et al.020Fox et al., 2006).

Diabetic rats decreased the general locomotionhen sample and test trials when
compared to non-diabetic rats, as previously desdr{Revsin et al., 2009; Do Nascimento et al.,
2011; Piazza et al., 2011; Senna et al., 2011eecing motor disabilities caused by this
disease, possibly related to decrease of dopamogugtion and neuronal death in the ventral
tegmental area and substantia nigra pars compBadascimento et al., 2011). Nevertheless,
the EE protocol used in our study was not ablereygnt or attenuate this motor impairment
induced by diabetes, in contrast with what havenbesported about treadmill training (Do

Nascimento et al., 2011).
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Besides, there was a significant increasing inrimaber of crossed squares in the open
field by the enriched healthy group in test trad, compared to control group. Our results are in
agreement with Benaroya-Milshtein et al. (2004} titzserved a decrease of anxiety and increase
in exploratory activity caused by EE in elevatedspinaze, demonstrating that enriched healthy
animals are more active than controls. However, regults are in contrast with others that
showed that EE decreases locomotion in rodenthienopen field, suggesting the beneficial
effects on behavioral despair and better habitnataa novel environment (Larsson et al., 2002;
Hattori et al., 2007; Brenes et al., 2009). Theserdpancies in the results were possibly due to
differences in EE protocols, species and age oatimal models.

Studies have shown that diabetes causes celluldrsgnaptic plasticity impairment,
including alterations in the content of the preptitamarker synaptophysin (SYP) (Nitta et al.,
2002; Beauquis et al., 2010). In fact, the treatmeth glucocorticoids, as well as the high levels
of glucocorticoids induced by hyperglycemia, inae& SYP expression in CAl1, CA3 and DG of
hippocampus in animals with 5 weeks of diabetesaolyoimmunocytochemical labeling (Grillo
et al., 2005). Nevertheless, other studies demmtestr a decrease of the SYP protein
accompanied by a reduction in BDNF levels and mgrmpairment in diabetic rat brains with 4
weeks (Nitta et al. 2002) and with 4 mouths of asse(Sima et al., 2009) by immunoblotting. On
the other hand, there is a strong agreement ititdrature showing that EE enhances synaptic
plasticity, increasing SYP expression in multipdgions of the brain, including in hippocampus,
using mainly an enzyme-linked immunosorbent as$aySA) (Frick and Fernandez, 2003;
Nithianantharajah et al., 2004; Lambert et al., 00 our study we evaluated the effect of 45
days of diabetes and 3 months of total exposueBmver SYP immunoreactivity, and neither
diabetes nor EE altered significantly the SYP esgimn measured by semi-quantitative optical

densitometry in the hilus of the DG of hippocamplisis may be a result of different methods
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for evaluation of SYP used among the studies, et tespective sensibilities (Calhoun et al,
1996). In addition, different hippocampal subregiomere analysed in these studies, possibly
explaining the divergent results.

Damage to the CNS elicits the activation of bottragytes and microglia (Streit et al.
1999). Studies have reported the possible involvenoé astrocytes dysfunction in several
neurodegenerative disorders (Seth and Koul, 2008p&ew and Vinters, 2010), as well as in
cognitive function decline associated with diabgtésleman et al., 2004; Revsin et al., 2009;
Senna et al., 2011). This is because these calsapitical roles in brain homeostasis, regulating
synaptic plasticity and participating to the prace$formation of memories (Henneberger et al.,
2010; Sofroniew and Vinters, 2010). Furthermorgnges in astrocyte function may contribute
to oxidative damage associated with hyperglycetmjadecrease the production of antioxidant
compounds (Baydas et al., 2003; Coleman et alQ)01

The results showed a decrease of GFAP+ astrocyesitd in the hilus of the DG of
hippocampus in all the experimental groups comgaionNDC group: both diabetic groups (DC
and DEE), as well as in NDEE group. However, a# tjroups had the same total % area
occupied by GFAP+ soma and astrocytic processes, Bince the local decrease of cell number
coincide spatially with the same % area occupiedSBAP expression, we assume that these
astrocytes suffered an increment in their GFAP<@sees, an indicative of cellular hypertrophy
(Estrada et al., 2012). A reduction in the GFAPtragytes number may indicate cell loss or
dysfunction, or a decrease in its proliferation,ileshastrocytic processes hypertrophy may
indicate cellular reactivity (Olabarria et al., 2QB5ofroniew and Vinters, 2010).

The decrease of GFAP immunoreactivity and alsopitstein content expression by
immunoblotting has been demonstrated in the hipppcs of diabetic animals probably as a

chronic consequence of hyperglycemia (Coleman.&0fl4 and 2010; Sima et al., 2009; Senna
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et al.,, 2011). These has been related with disyoptin the BBB and abnormal neurovascular
coupling, changes in LTP and learning and memorpainment in diabetic patients and

experimental model of disease (Coleman et al. 2D et al., 2011; Serlin et al., 2018¢enna

et al., 2011). Nevertheless, in this study, theas wo difference in % area occupied by GFAP
expression among the groups, but a cellular GFARment. Supporting our results, Estrada et
al. (2012) also showed the occurrence of gliavation arising from pilocarpine dose-dependent
astrocytic cytoskeletal hypertrophy (by Sholl's @amtric circles method) and loss of GFAP+
astrocytes density in the hilus of the DG of hipoopus in a rat model for epileptogenesis,
demonstrating that similar glial morphological respes can be involved in diabetes and
epilepsy.

Another finding in our study was that the EE aladuced astrocytic activation in the
healthy group (NDEEhilus. This confirm in part the results of Viola &t (2009) that showed
that 8 weeks of EE was able to promote morpholdgibanges in astrocytes, evidenced by an
increase in the ramification of their processes suesd by the Sholl concentric circles method,
ledding astrocytes to acquire a more stellate naggly in the CAL region of the hippocampus
of healthy mice. In addition, in this present stuthe EE did not modify the astrocytes density
and activation in the DEE group compared to the @Qup, in contrast with the increase of
astrocytic immunoreactivity caused by physical ejser protocol in the stratum radiatum of the
CALl in diabetic rats (Senna et al., 2011).

Microglia resides in the healthy CNS and respondschanges in the cerebral
microenvironment, reacting swiftly to pathologi@lents (Ladeby et al., 2005). Through their
synthesis of toxic and trophic molecules and tli@imunoregulatory properties, studies have
shown that the activation of microglia is involvedacute CNS injury and stroke, as well as

inflammatory and neurodegenerative diseases (Kidn\aetllis, 2005; Ladeby et al., 2005; Napoli
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and Neumann, 2009), producing pro-inflammatory kiytes and interacting with other glial
cells, mainly astrocytes, with neurons and othdls @& the immune system (Streit et al., 1999;
Kim et al., 2010).

In contrast with several studies that have beerldped about astrocytes dysfunction and
their contribution to the complications of the ddtds in the CNS, almost nothing has been
described in the literature regarding the involvemef microglia specifically in diabetic
encephalopathy. Our findings revealed a decrea$isaef+ microglia density in the hilus of the
DG in both diabetic groups when compared to nobetias, besides a reduction also in healthy
animals exposed to EE (NDEE group) compared tadmtrol (NDC) group. Despite this, there
was a higher % of area occupied by Iba-1+ exprassithe DC and NDEE groups, compared to
DEE and NDC groups, indicating a possibly hypettyopf cell bodies and processes in these
groups, characteristic of microglial activation @\ and Salm, 2003; Estrada et al., 2012). This
cellular activation in the DC group can be causggtoduction of pro-inflammatory cytokines
by microglia associated with the diabetic enceppetioy, while in the NDEE group by
production of anti-inflammatory cytokines (Ziv dt,2006; Gemma et al., 2010; Valente et al.,
2010). In this way, EE attenuated this cellular dryqpphy and reactivity in diabetic rats, since
the microglial activation in the DEE group was santo the NDC group.

Supporting our results, Valente et al. (2010) shbvee major microglial activation
associated with increased number of extracelluggregates of the amyloifl peptide, Tau-
positive cells and higher AGEs levels in post-mortanalysis of diabetic patients brain with
Alzheimer's disease (AD), compared to those onljn VD, suggesting pathological synergism
of both pathologies. On the other hand, Ziv e{2006) demonstrated that the recruitment of T
cells and the activation of microglia in the hilokthe DG of the hippocampus by cytokines

associated with adaptive immunity, which are nerotgetive, are associated with enhancement
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in hippocampal neurogenesis and in spatial learm@htjties induced by EE in rats, since

microglia are also capable of producing a numbegrofvth factors including IGF-1 and BDNF

(Ziv et al., 2006; Gemma et al., 2010). This maglaxing the increase of microglial activation

observed in the NDEE group compared to NDC growsjdes attenuation of EE on injurious
effect of hyperglycemia over microglial activatiam the DEE group compared to DC group.
Furthermore, the major microglial activation obsehvin the DC group in this study may,

possibly, be associated with the worst performasfddis group in memory spatial task caused
by the diabetic encephalopathy.

Another possibility is that changes in astrocytegld be correlated with observations on
microglial activation in DC group, preceding neumbdamage, similarly the studies involving
epilepsy (Faustmann et al., 2003; Estrada et @L2R It has been shown that chronic microglial
reactivity can produce astrocytic dysfunction ldedl death, retraction of foot processes and loss
of aquaporin-4 and connexins, which are crucialrégulation of neuronal oscillations and brain
homeostasis (Faustmann et al., 2003; Kang et@§;2Sofroniew and Vinters, 2010).

Glial cell changes have been implicated in manyhg@agical and beneficial plasticity
conditions. This was the first study involving spt@physin levels and astrocytic and microglial
activation on diabetes and on concomitant therapeftfiects of EE. All the results presented in
this study demonstrate the plasticity inherentha glial cells and how this may be specific to
condition studied. The results about glial celeedtions should be analyzed together rather than
isolated effects, and must be studied with the @fidother morphological and biochemical
parameters, as well as in association to othes eall mechanisms in the CNS, as neurogenesis.

In conclusion, the EE attenuated the injurious atffef hyperglycemia over microglial
activation, as well as decreased the serum levebrdicosterone in diabetic adult rats, preventing

the decline of the performance of these animalshan spatial memory test. These findings
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suggest that enriched environment is able to pteaed/or delay the development of memory
deficits caused by diabetes in rats, possibly gnatite the HPA axis hyperactivity and the
microglial activation in diabetic rats, helping &neliorate cognitive comorbidities associated

with disease.
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Legends and Table

Fig. 1. Schematic representation of the experimentabdesi

Fig. 2. Percentage of preference for the relocated obcehg the test trial in different groups;
*p<0.05 comparing the D@s. all other groups). Two-way ANOVA + Student-Newmaeths

post hoc tesData were expressed as mean + S.E.M.

Fig. 3. Effects of diabetes and EE on SYP in the hippguan(A) Digital images of coronal
sections of the dentate gyrus stained for SYP.@Bjical density (OD) measurement 8% P
immunoreactivity in thehilus of the DG of the hippocampus in different @vs; Two-way
ANOVA showed there were no differences among tloaigs (p>0.05). Data were expressed as

mean + S.E.M. Scale bar = hth.

Fig. 4. Effects of diabetes and EE on quantification ofABF astrocytes in the hippocampus.
(A) Digital images of coronal sections of the déatagyrus stained for GFAP
immunofluorescence. (B) Density (number of astresiynhni). (C) % of area occupied by
astrocytes in the hilus of the DG of the hippocampudifferent groups; *p<0.01 compared to
NDC group. Two-way ANOVA + Student-Newman-Keulsst hoc testData were expressed as

mean + S.E.M. Scale bar = 4.

Fig. 5. Effects of diabetes and EE on quantificationka-1+ microglia in the hippocampus. (A)
Digital images of coronal sections of the dentateig stained for Iba-1 immunofluorescence. (B)

Density (number of microglia/mt (*p<0.01vs. NDC and NDEE, #p<0.05 compared to NDC).
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(C) % of area occupied by microglia (*p<0.05 congaato NDC, #p<0.0%s. DEE) in the hilus
of the DG of the hippocampus in different groupaiofway ANOVA + Student-Newman-Keuls

post hoc tesData were expressed as mean + S.E.M. Scale bapm40

Table 1 Locomotion in the different groups. Values expeebas mean + SEMp<0.05vs.

NDC and NDEE”p<0.05 compared to NDC group. Student-Newman-Keaost hodest.

NDC DC NDEE DEE

Sampletrial
Number of crossed square@7.435.49 14.5@2.64 36.87%5.00 12.431.36

Test trial
Number of crossed square84.43:6.02 12.12:1.42 47.253.72' 10.43:2.02
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nessa dissertagdo nos permoteciuir que:

O enriguecimento ambiental (EA) foi capaz de prevean atrasar o desenvolvimento do
déficit de memoria causado pelo diabetes em radofios, ajudando, portanto, a amenizar as
comorbidades cognitivas associadas a doenca.

O EA ndo reverteu o déficit motor observado em axdsogrupos diabéticos.

Nem o diabetes, nem o EA alteraram significativammen imunorreatividade da
proteina sinaptofisina no hilo do giro denteado YGI» hipocampo em todos 0s grupos
estudados.

O EA reduziu os niveis séricos de corticosterona eonsequente hiperatividade do
eixo HPA observada nos animais diabéticos.

Ambos os grupos de animais diabéticos apresentaraandiminuicdo da densidade e
ativacdo dos astrécitos no hilo do GD do hipocampo.

O EA também induziu uma reducéo da densidade &vdg@o astrocitaria no hilo do GD
nos animais saudaveis, porém possivelmente rekdiom aumento de plasticidade sinaptica
hipocampal. No entanto, o EA ndo modificou as atfées astrociticas observadas nos animais
diabéticos.

Ambos os grupos de animais diabéticos apresentamaandiminuicdo da densidade de
células microgliais no hilo do GD do hipocampo, goro EA atenuou a ativacdo microglial
observada nos animais diabéticos.

O EA também induziu a uma reducao da densidadeativizdo microglial no hilo do
GD nos animais saudaveis, contudo possivelmenseioglada a liberacdo de citocinas anti-

inflamatorias.
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Este foi o primeiro estudo envolvendo as analiessniveis de sinaptosifina e da ativacao
de astrécitos e microglia no diabetes e o concon@tafeito terapéutico do EA. Porém, para um
melhor entendimento dessa interacdo, seria imgertaraliar também a neurogénese hipocampal
e a sua relacdo com a ativacdo microglial, bem camdosagem de fatores pro e anti-
inflamatérios secretados por essas células, p&fia associar esses resultados com os do teste de

memoria espacial.
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